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1 Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthritis (RA)

1.1.1 Definition

Die rheumatoide Arthritis ist eine chronische und systemische Erkrankung bisher
unbekannter Ursache. Im Zentrum steht die persistierende Entzindung der Synovial-
membran, welche typischerweise zunachst vor allem kleine Gelenke der Peripherie
symmetrisch befallt. Die Synovitis kann zu Zerstérung des Gelenkknorpels und
Erosion des Knochens fuhren und damit zur Beeintrachtigung der Gelenkfunktion bis
zur volligen Zerstorung und Versteifung des Gelenks (Choy et al. 2001; Harris 2005).
Die RA zeichnet sich durch unterschiedliche Verlaufe aus: Manche Patienten
erkranken milde und die Beschwerden sind selbstlimitierend oder schnell ricklaufig
(Lee et al. 2001), wahrend andere an einer schweren, progredienten Erkrankung mit
zunehmenden BewegungseinbulRen und Schmerzen leiden, die bis zu Invaliditat und
vorzeitigem Tod fUhren kann (Cobb et al. 1953; Scott et al. 1987). Zudem geht die

rheumatoide Arthritis mit extraartikularen Manifestationen einher (Young et al. 2007).

1.1.2 Haufigkeit
Die Pravalenz der RA liegt bei etwa 1 % der Bevolkerung, wobei Frauen und Manner
im Verhaltnis von 2-3:1 betroffen sind (Lee et al. 2001). Etwa 80 % der RA-Patienten

erkranken zwischen dem 35. und dem 50. Lebensjahr.

1.1.3 Prognose

Die RA zeigt einen aulderst variablen Verlauf, der flr den einzelnen Patienten oft nur
schwer vorhersagbar ist. Jedoch sind einige Faktoren bekannt, die flr einen pro-
gredienten, schweren Krankheitsverlauf sprechen, der einem Grof3teil der Patienten
widerfahrt; diese sind in Tabelle 1 aufgefuhrt. Nach 10 Jahren sind 50 — 60 % der
Patienten erwerbsunfahig (Sokka et al. 1999). Die Lebenserwartung von Patienten
mit RA ist verringert (Cobb et al. 1953), haufige Todesursachen sind kardiovaskulare
Erkrankungen (Reilly et al. 1990), Erkrankungen des Respirationstrakts und
Infektionen (Cobb et al. 1953). Die Grunde sind vielfaltig und liegen in der
Erkrankung selbst, ihren Komplikationen und ihrer Behandlung (Scott et al. 1987).



Tabelle 1. Prognosefaktoren flir einen aggressiven Verlauf der RA (Lee et al. 2001)

Positiver Nachweis des Rheumafaktors IgM
Nachweis von HLA DR4 Allelen

Frihzeitige Gelenkerosionen

Zunehmende Anzahl betroffener Gelenke
Frihzeitige Behinderung

Spater Krankheitsbeginn

Geringes Bildungsniveau

0o N OO o~ W N =

Auftreten extraartikularer Manifestationen

1.1.4 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie der rheumatoiden Arthritis ist bis heute unbekannt, genetische Faktoren
spielen jedoch fur die Entstehung der RA eine grol3e Rolle. Die Pathogenese ist
aulerst komplex und bislang nicht vollstandig aufgeklart. Eine genetische
Suszeptibilitdt spiegelt sich in der Assoziation der RA mit den MHC-Haplotypen
DRB1*0401, DRB1*0404 und DRB1*0101 (Gregersen et al. 1987; Wordsworth et al.
1989; Ronningen et al. 1990) und der familiaren Haufung der RA wider.
Autoimmunreaktionen und die Vvielfaltigen zerstérerischen und krankheits-
unterhaltenden Wirkungen der Mediatoren sind zentrale Elemente in der Patho-
genese. Im Zentrum der Erkrankung steht die Entzindung der Gelenkinnenhaut
(Synovialis) und deren Invasion durch nahezu alle immunologisch relevanten Zellen:
allen voran wandern CD4+ T-Zellen in die Gelenkinnenhaut ein und differenzieren zu
TH1-Zellen mit nachfolgender Sekretion verschiedener proinflammatorischer
Mediatoren; aber auch aktivierte Mastzellen, Makrophagen, Neutrophile sowie
Plasmazellen und B-Lymphozyten sind in der Synovialis zu finden. Letztere bilden
follikelahnliche Strukturen und sezernieren Autoantikdrper. Die synovialen
Fibroblasten durchlaufen eine Transformation zu aktivierten Fibroblasten, die
aggressive, bindegewebszerstorende Enzyme bilden und sezernieren. So kommt es
letztendlich zur Bildung von Pannus: aus dem Synovialgewebe sprosst aggressiv
wachsendes Mesenchym, welches Gelenk, Knorpel und Knochen zerstort. Der
EntzGndungsprozess wird durch die Vielzahl der beteiligten Zellen und Zytokine und
durch standige Antigenprasentation aufrechterhalten. Die pathogenetischen und

pathophysiologischen Ablaufe andern sich im Laufe der Erkrankung und konnen
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interindividuell unterschiedlich sein (Harris 1990; Choy et al. 2001; Lee et al. 2001;
Firestein 2003; Smolen et al. 2003).

1.2  Diagnosestellung

Die Diagnosestellung der RA setzt sich im Wesentlichen aus der Anamnese-
erhebung und der korperlichen Untersuchung zusammen, zusatzlich werden Labor-
untersuchungen und bildgebende Verfahren eingesetzt. Die Diagnose RA ist in der
FrGhphase der Erkrankung schwer zu stellen, wenn nur Allgemeinsymptome und
intermittierende Arthralgien oder Arthritiden in asymmetrischer Verteilung vorliegen.
Jedoch entsteht bereits in der frihen Phase der Erkrankung ein erosiver, zumeist
irreversibler Schaden an den Gelenken, der gerade zu Beginn der RA besonders
schnell fortschreitet (Van Der Heijde 1995). Zur Diagnose der rheumatoiden Arthritis
werden die in Tabelle 2 dargestellten Klassifikationskriterien des ACR herangezogen
(Arnett 1989).

Tabelle 2. Kriterien zur Klassifikation der RA (Arnett 1989)

1 | Morgensteifigkeit der Gelenke von mindestens einstundiger Dauer

2 | Weichteilschwellung oder Erguss (Arthritis) an mind. 3 Gelenkbereichen

3 | Arthritis der Hand- oder Fingergelenke: Schmerzen und Schwellung von
Handwurzelgelenken, proximalen Interphalangealgelenken (PIP) oder

Metakarpophalangealgelenken (MCP)

4 | Symmetrische Arthritis: gleichzeitiger Befall desselben Gelenkbereiches

beider Korperhalften

5 | Rheumaknoten: subkutane Knoten Uber Knochenvorspringen oder

Extensorflachen oder im juxtaartikularen Bereich

6 | Nachweis von Rheumafaktoren im Serum

7 | Typische radiologische Veranderungen der Hande: gelenknahe

Osteoporose und/oder Erosionen

Eine RA liegt vor, wenn 4 der 7 Kriterien erflllt sind. Die Kriterien 1-4 missen Uber mind. 6
Wochen bestanden haben. Die Kriterien zeigen eine Sensitivitat von 91-94% und eine Spezifitat
von 89%.
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1.2.1 Kilinik

Charakteristischerweise ist die rheumatoide Arthritis eine chronische Polyarthritis.
Typisch ist ein eher schleichender Beginn der Erkrankung. Bei der Mehrheit der
Patienten stehen am Anfang unspezifische Allgemeinsymptome wie Abgeschlagen-
heit, Mudigkeit, Gewichtsverlust und Leistungsabfall im Vordergrund. Spezifische
Symptome treten allmahlich mit dem symmetrischen Befall mehrerer Gelenke auf,
insbesondere der Finger-, Hand-, Knie- und Fullgelenke, die als Schmerz,
Schwellung und Bewegungseinschrankung imponieren. Die Symptome sind meist
morgens am deutlichsten ausgepragt und halten mehr als 60 Minuten an, dies be-
zeichnet man als Morgensteifigkeit. Bei andauernder Entziindung kann es zur
Entwicklung verschiedener charakteristischer Deformitaten wie beispielsweise der
radialen Deviation des Handgelenks mit Ulnardeviation der Finger, Schwanenhals-
und Knopflochdeformitat kommen. Extraartikulare Manifestationen kommen haupt-
sachlich bei Patienten mit hohen Rheumafaktortitern vor. Gelegentlich kdnnen sie
das wesentliche Zeichen der Krankheitsaktivitat und die Ursache der Morbiditat sein,
sodass sie therapiert werden mussen (Harris 2005; DGRh 2007). Tabelle 3 fuhrt

extraartikulare Manifestationen der RA auf.
Tabelle 3. Extraartikulare Manifestationen in der RA (Lee et al. 2001)

Organ | Manifestation

Haut | Rheumaknoten, Vaskulitis
Auge | Keratokonjunktivitis sicca, Iritis, Episkleritis
Mund | Entziindung der Speicheldrisen, Sicca-Symptome
Lunge | Lungenfibrose, Pleuraergusse
Herz | Perikarditis, Myokarditis
Nervensystem | Mononeuritis, Nerveneinklemmung, zervikale Instabilitat
Leber | Transaminasenerhdhung
Blut, Lymphe | Anamie, Thrombozytose, Leukozytose, Lymphadenopathie
Felty-Syndrom: Splenomegalie und Thrombozytopenie
Gefalle | Vaskulitis
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1.2.2 Laborbefunde

Die Laboruntersuchungen dienen zum einen der Bestatigung des klinischen
Verdachts einer rheumatoiden Arthritis, zum anderen der Abgrenzung gegen andere
rheumatologische Erkrankungen. Im Rahmen der RA-Diagnostik sind unspezifische
Laborbefunde wie eine erhdhte BSG, ein erhéhtes CRP sowie Blutbildveranderungen
wie Entzindungsanamie und Thrombozytose zu erwarten. Neben der Bestimmung
von Rheumafaktoren steht heutzutage der Nachweis von sehr sensitiven und
hochspezifischen Antikdrpern gegen citrullinierte Antigene (ACPA) im Vordergrund
(Feist et al. 2007; Egerer et al. 2009).

1.2.21 Rheumafaktoren

Rheumafaktoren sind Autoantikérper, die gegen die Fc-Region von Immunglobulinen
der Klasse IgG gerichtet sind. Erstmals von Waaler und Rose 1940 und 1949
beschrieben (Waaler 2007), haben sie seither einen festen Stellenwert in der
Diagnostik der RA. Die Sensitivitat des RF IgM liegt bei 60 — 80 %, seine Spezifitat
bei 80 — 95 % (Feist et al. 2007). Der positive Nachweis von RF IgM stellt ein
Klassifikationskriterium des ,American College of Rheumatology (ACR)“ der RA dar
(Arnett 1989) und besitzt als Subtyp RF IgA einen prognostischen Wert fur einen
erosiven und schweren Verlauf (Lindqvist et al. 2005). Bei mehr als zwei Drittel der
RA-Patienten sind RF nachweisbar (Dorner et al. 2004), Patienten mit extra-
artikularen Manifestationen sind nahezu immer RF-positiv (Turesson et al. 2007).
Rheumafaktoren kommen jedoch auch bei bis zu 5 % der gesunden Bevolkerung
und 10 — 25 % der gesunden uber 70-Jahrigen vor (Messinger 2005). Ebenso treten
Rheumafaktoren im Rahmen von anderen rheumatischen und nicht-rheumatischen
Erkrankungen auf, beispielsweise bei viralen Infektionen, akuten und chronischen
entzandlichen Erkrankungen sowie lymphoproliferativen Erkrankungen (Shmerling et
al. 1991; Harris 2005).

Rheumafaktoren des IgG-Subtyps sind Rheumafaktoren hoherer Affinitat und
kommen fast ausschlieRlich im Rahmen der RA vor, insbesondere in Kombination mit
anderen Isotypen. Aulderdem sind sie im Serum und in der Synovialflissigkeit von
Patienten mit schwerer RA zu finden, zudem werden mit dem Vorhandensein von RF

IgG systemische Manifestationen der RA assoziiert (Harris 2005).
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1.2.2.2 Anti-MCV-Antikorper

1994 wurde mit dem Anti-Sa-Antikdrper ein neuer Autoantikorper fur die RA
beschrieben, benannt nach einem Patienten namens Savoie. Anti-Sa-Antikdrper
lieRen sich sowohl in den Seren seropositiver als auch seronegativer RA-Patienten
nachweisen (Despres et al. 1994). Eine Spezifitat von 98,9 % fir die RA und eine
Sensitivitat von 30 — 40 %, die Nachweisbarkeit der Anti-Sa-Ak von Krankheitsbeginn
an und Assoziation mit hoherer Krankheitsaktivitat sowie schwererem Krankheits-
verlauf sind Charakteristika dieses Autoantikdrpers (Despres et al. 1994; Hayem et
al. 1999). Das Sa-Antigen konnte in der Synovialis und die IgG-Autoantikdrper in der
Synovialflissigkeit nachgewiesen werden (Menard et al. 2000). Sa wurde schliel3lich
als citrulliniertes Vimentin identifiziert. (Vossenaar et al. 2004)

Vimentin ist ein weit verbreitetes Intermediarfilament, das in mesenchymalen Zellen
wie Makrophagen sowie auch in der Synovialmembran und in fibroblasten-ahnlichen
Synoviozyten zu finden ist (Xue et al. 1997; Marinova-Mutafchieva et al. 2000; Mor-
Vaknin et al. 2003; Ota et al. 2003). Vimentin wurde lange fur ein ausschlieflich
intrazellulares Strukturprotein des Cytoskeletts gehalten, vornehmlich in strukturelle
Prozesse wie die Wundheilung involviert. Es zeigte sich, dass aktivierte Makro-
phagen als Folge proinflammatorischer Stimuli Vimentin in den Extrazellularraum
sezernieren, wo es eine Rolle beim Abtéten von Bakterien und der Bildung von
oxidativen Metaboliten ibernimmt (Mor-Vaknin et al. 2003).

Die Citrullinierung beschreibt die posttranslationale Modifikation von Proteinen durch
das kalziumabhangige Enzym Peptidylarginindeiminase (PAD), hierbei wird Arginin
in die Aminosaure (AS) Citrullin umgewandelt (Fearon 1939). Unter physiologischen
Bedingungen in der Zelle sind die Kalziumkonzentrationen niedrig und die PAD
inaktiv. Unter extremen Bedingungen wie z.B. Apoptose kann es zur Citrullinierung
von Vimentin kommen, so wurde dies in Makrophagen beobachtet (Asaga et al.
1998). Antikorper gegen citrulliniertes Vimentin konnen als Resultat einer unzu-
reichenden Beseitigung von Apoptoseresten entstehen (Vossenaar et al. 2004),
somit stellt citrulliniertes Vimentin ein relevantes gelenkassoziiertes Autoantigen in
der RA dar, welches vermutlich fur die Pathogenese und die Aufrechterhaltung der
Erkrankung von Bedeutung ist.

Die maogliche Beteiligung der Antikdrper gegen MCV bei der Entstehung der RA ist in
Abb. 1 dargestellt. Im entzindeten Gelenk wird MCV von Makrophagen sezerniert.

Uber dendritische Zellen erfolgt die Antigenprasentation an T-Zellen, die wiederum
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B-Zellen stimulieren. Diese differenzieren zu Plasmazellen, die wiederum
Autoantikérper gegen MCV bilden. Bei Bildung eines Antigen-Antikrper-Komplexes
kommt es zur weiteren Aktivierung von Zytokinen, Entzindungszellen und

Komplement, so dass die Entziindungsreaktion aufrechterhalten bzw. verstarkt wird.
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Abbildung 1. MCV und pathogenetische Implikationen (Egerer et al. 2009)

Bang et al. untersuchten Modifikationen von Vimentin unter pathogenen
Bedingungen wie oxidativem Stress und identifizierten eine mutierte Isoform des
Vimentins, die aus einer humanen Fibroblastenzelllinie und aus Proben von
Gelenkflissigkeit von RA-Patienten gewonnen wurde. Dieses mutierte Vimentin
wurde anschlieRend standardisiert exprimiert und citrulliniert. Die Bestimmung von
Antikérpern gegen dieses mutierte citrullinierte Vimentin (MCV) im Serum von 1151
RA-Patienten ergab eine Sensitivitat von 82 % und eine Spezifitdt von 98 % (Bang et
al. 2007). Weitere Studien bestatigten eine Sensitivitdt um 75 % und eine Spezifitat
um 95 % (Dejaco et al. 2006; Coenen et al. 2007; Soos et al. 2007; Mathsson et al.
2008).
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Far Anti-MCV-Ak wurden zudem folgende Eigenschaften beschrieben:

o Korrelation mit der Krankheitsaktivitat (Bang et al. 2007; Wagner et al. 2009)

e Bessere Pradiktoren der Krankheitsaktivitat nach 24 Monaten bei fruher RA
als Anti-CCP-Ak (Innala et al. 2008)

e Assoziation mit schwererem Krankheitsverlauf gemessen an DAS 28 und BSG
(Innala et al. 2008)

e Besserer prognostischer Wert im Hinblick auf zuklnftige radiologische
Destruktionen in friher RA als Anti-CCP-Ak (Ursum et al. 2008)

e Assoziation mit 1Sharp-Score, 1BSG, 1CRP (Ursum et al. 2008)

e Monitoring der Anti-TNFa-Therapie (Infliximab) (Nicaise Roland et al. 2008)

1.3  Point-of-care Testing

Point-of-care Testing (POCT), auch als patientennahe Sofortdiagnostik oder
patientennahe Laboratoriumsdiagnostik bezeichnet, beschreibt Analysen, die direkt
am Patientenbett oder in unmittelbarer raumlicher Nahe zum Patienten durchgefuhrt
werden konnen. Es handelt sich meist um qualitative oder semiquantitative
Messungen, die durch den Einsatz von Vollblut, Urin und anderen Materialien keine
Vorbereitung der Proben erfordern. Zudem sind keine Pipettierschritte vonnéten, da
es sich um gebrauchsfertige Reagenzien und spezielle, einfach zu bedienende
Messgerate handelt (www.dgkl.de/poct/index.html 2009). Urspranglich wurden
POCT-Assays entwickelt, um in der Klinik so zeitnah wie mdéglich aus Laborwerten
direkte therapeutische Konsequenzen bei lebensbedrohlichen Notfallen ziehen zu
konnen. Inzwischen werden POCTs auch in anderen Bereichen wie z.B. der
Patientenselbstkontrolle eingesetzt. Nach wie vor ist jedoch die Intensivmedizin das
vorherrschende Einsatzgebiet, und der am meisten per POCT bestimmte Parameter
ist die Glucosekonzentration im Serum. Das Hauptziel von POCT ist es, so schnell
wie moglich ein Ergebnis zu erzielen, damit unverzuglich die entsprechenden
weiterfuhrenden MalRnahmen, meist eine Therapie, eingeleitet werden konnen. Nur
wenn aufgrund des angezeigten Ergebnisses eine Reaktion erfolgt, kann der POCT
medizinischen und/oder wirtschaftlichen Erfolg haben, siehe Abb.2 (Price 2001).

Patient Test liefert En}sche(ijdémg Outcome
(Frage A) Ergebnis qroriine ces (MaRnahme B)
9 Ergebnisses

Abbildung 2. Flielschema Ziel eines POCT nach Price
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Price beschreibt, in Tabelle 4 dargestellt, vier verschiedene Einsatzbereiche fir

POCTs.

Tabelle 4. Einsatzbereiche von POCTs, modifiziert nach Price

1
Selbsttestung
durch den
Patienten

Glucose i. S. bei Diabetes mellitus, Serumspiegel von
Antikoagulantien bei oraler Antikoagulation oder
Antikonvulsiva bei Epilepsie, Schwangerschaftstest
zur

Therapieuberwachung und —optimierung, Diagnostik

2
Medizinische
Grundversorgung

Helicobacter pylori bei Ulcus ventriculi/duodeni;
Leukocytenesterase, Nitrit i. U. bei Harnwegsinfekten, CRP
bei Infektionen, Legionellen, Pneumokokken, Influenza bei
Infektionen der unteren Atemwege

zur

Entscheidung uber Antibiotikatherapie, Wahl des
Antibiotikums

und

Einsparen unndétiger Antibiotikatherapie, Vermeidung von
Komplikationen durch Verzdgerung

(Kato et al. 2004; Charles et al. 2007)

3
Notaufnahme/
Intensivmedizin

Blutgase, Elektrolyte, kardiologische Marker wie Troponin,
Myoglobin, CK-MB, D-Dimere

zur

Triage, Risikoabschatzung, Dringlichkeit invasiver
Mal3nahmen

(Dempfle et al. 2001; Price 2001; Fermann et al. 2002;
Chen et al. 2005; Ekelund et al. 2007)

4
Operationstrakt

Messung der Parathyroidhormonkonzentration, des
Gerinnungsstatus

zum

intraoperativen Monitoring, zur Verkirzung der OP- Dauer
und damit auch der postoperativen Komplikationen,
Vermeidung vom Risiko eines Transfusionszwischenfalls
und

Senkung der Revisionsraten und Einsparen von
Blutkonserven
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Neben der Effizienz durch unverzlgliches Handeln in Abhangigkeit des Resultats
stellt Price an einen POCT folgende, weitere Anforderungen (Price 2001): (1)
Schnelle Generierung eines Ergebnisses, aus dem eine Behandlungskonsequenz
hervorgeht. (2) Sicherung von Validitat und Reliabilitat durch trainiertes Personal. (3)
Zunachst eventuell héherer finanzieller Aufwand lohnt sich langfristig, z.B. durch
schnellere Therapie, Verkirzung von Krankenhausaufenthalten oder das Vermeiden
von Komplikationen. (4) Zeitersparnis: POCTs ermdglichen dem Arzt, noch wahrend
der Sprechstunde und in Anwesenheit des Patienten das Ergebnis zu erfahren und
ohne Zeitverlust weiter zu entscheiden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird erstmals ein POCT zur Bestimmung von
Anti-MCV-Antikorpern und Rheumafaktoren des IgG-Subtyps zur Diagnostik der
rheumatoiden Arthritis untersucht und damit ein Einsatzbereich in der Rheumatologie
eroffnet. Es handelt sich um einen Lateral-flow Immunochromatographic Assay, der
auf der Fahigkeit beruht, dass im Probenmaterial befindliche Autoantikérper an MCV
und Fc-Fragment von humanem Immunglobulin binden. Es werden 20 pl Blut auf das
Probenfeld gegeben und das Ergebnis wird anhand von Test- und Kontrolllinien

abgelesen.

Blut Konjugat auf

. Kontrolllinie
Probenfeld Konjugatfeld

+
e

Plastikauflage

Nitrozellulosemembran
Testlinie

Abbildung 3. Schema eines Lateral-flow Immunochromatographic Assay—Schnelltests
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2 Zielstellung

Mit einer Pravalenz von etwa 1 % der Bevdlkerung ist die rheumatoide Arthritis die
haufigste entzindliche Gelenkerkrankung (Firestein 2005). Besonders zu
Erkrankungsbeginn ist die Diagnosestellung aufgrund der Differentialdiagnosen
schwierig und oft langwierig (Chan et al. 1994; Hernandez-Garcia et al. 2000).
Bereits in den ersten Monaten und Jahren fuhrt die RA zu irreversiblen Schaden
(Van Der Heijde 1995) und Funktionsverlust von Gelenken, wenn sie nicht friihzeitig
und adaquat therapiert wird. Die RA kann in Invaliditat und Arbeitsunfahigkeit
munden (Pincus et al. 1984; Sherrer et al. 1986; Eberhardt et al. 2007). Schon zwei
bis drei Jahre nach Erkrankungsbeginn muss bis zu ein Drittel der Patienten
krankheitsbedingt seine Arbeit aufgeben (Borg et al. 1991; Jantti et al. 1999). Dies
verursacht neben der Therapie erhebliche indirekte Kosten (Cooper 2000; Pugner et
al. 2000), da die RA die Patienten meist in ihrer produktiven Phase ftrifft.

Eine frihzeitige Behandlung mit DMARDs, sogenannten krankheitsmodifizierenden
Medikamenten, kann die Progression verzogern oder verlangsamen, Langzeit-
schaden reduzieren und so neben der Verbesserung der Lebensqualitat der
Patienten zu einer Verringerung der Gesamtkosten der RA fuhren (Pugner et al.
2000). Eine rechtzeitige Therapie setzt eine unverzigliche und sichere Diagnose-

stellung voraus.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll erstmals ein neu entwickelter POCT zum
qualitativen Nachweis von Anti-MCV-Antikorpern und Rheumafaktor IgG untersucht
werden. Der Test soll an Patienten mit seropositiver RA, Patienten mit anderen
rheumatologischen Erkrankungen und gesunden Probanden durchgefuhrt werden.

Folgende Fragen sind zu beantworten:

(1)  Funktioniert der Schnelltest? Ist der Schnelltest praxistauglich?

(2)  Wie sind Sensitivitat und Spezifitat des Tests?

(3)  Wie ist die Ubereinstimmung der Ergebnisse des POCT mit denen des
ELISA?

(4)  Erfullt er die Bedingungen an ein gutes Testverfahren? Erfullt der Test die
Anforderungen an einen POCT?

(5)  Wie sollte er eingesetzt werden? Ist er fur eine schnellere Diagnosestellung
der RA hilfreich?
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3 Material und Methoden

3.1 Probanden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 430 Probanden untersucht: 108
Patienten mit bisher seropositivem/anti-MCV positivem Verlauf der RA z.T. unter
DMARD-Therapie sowie 122 Patienten einer Kontrollgruppe mit sero-negativem
Verlauf der RA und anderen rheumatologischen Erkrankungen. Zudem standen die
Daten von 200 Blutspendern aus Mainz zur Verfigung. Von allen an dieser Studie

teilnehmenden Probanden liegt die schriftliche Einverstandniserklarung vor.
3.1.1 RA-Patientengruppe

Alle 108 RA-Patienten waren Patienten der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt
Rheumatologie und Klinische Immunologie des Campus Charité Mitte sowie der
Rheumaklinik Berlin Buch. Die Patienten der Charité waren entweder stationar oder
Patienten des Rheumadispensaires der Poliklinik. Patienten der Rheumaklinik Buch
waren Patienten der rheumatologischen Fachambulanz. Unter den 108 RA-Patienten
waren 87 Frauen (80,5 %) und 21 Manner (19,5 %). Das Alter in der Patientengruppe
betrug 57,9 £ 13,8 Jahre. Der jungste Patient war 18 Jahre, der alteste 82 Jahre alt.

3.1.2 Kontrollgruppe

Alle Patienten waren Patienten der Klinik fir Rheumatologie und Klinische
Immunologie des Campus Charité Mitte sowie der Rheumaklinik Berlin Buch. Unter
den 122 Kontrollpatienten waren 84 Frauen (68,9 %) und 38 Manner (31,1 %). Das
Alter in der Kontrollgruppe betrug 57,1 + 14,0 Jahre. Der jungste Patient dieser
Gruppe war 20 Jahre, der alteste 85 Jahre alt.

Die Diagnosen in der Kontrollgruppe setzten sich wie in Tabelle 5 dargestellt

zusammen. Die Verteilung der Patienten nach Standorten ist in Tabelle 6 aufgefthrt.



Tabelle 5. Diagnosen in der Kontrollgruppe

Diagnose

20

Patientenanzahl

Ankylosierende Spondylitis
Psoriasis-Arthritis

Seronegative Rheumatoide Arthritis
Sjogren—-Syndrom

Polymyalgia rheumatica

Borreliose

Polyarthrose

SLE und Sjogren-Syndrom
Systemischer Lupus erythematodes (SLE)
Vaskulitis

Wegenersche Granulomatose

Arthritis urica

CREST-Syndrom

Oligoarthritis

Mixed connective tissue disease (MCTD)
Unspezifische Kollagenose

Uveitis

Juvenile rheumatoide Arthritis

Zoliakie und Arthritis

Colitis ulcerosa und Arthritis

Reaktive Arthritis

Arthrose

Kutane Panarteriitis nodosa (PAN)
Sjogren-Syndrom und Primar biliare Cirrhose (PBC)
Systemische Sklerose/Overlap—Syndrom
Vaskulitis und Sicca-Syndrom
Spondylodiscitis

SAPHO-Syndrom

Systemische Sklerose

Sakroiliitis

M. Behget

e S N S I W N U U U O G U U O G S S ) T S N G TV I ¢ ) B e > N e o BN © o}



21

Tabelle 6. Verteilung der Gruppen Campus Charité Mitte und Rheumaklinik Buch

CCM Buch
RA—Patienten | 54 54
Kontrollpatienten | 82 40
Gesamt | 136 94

3.1.3 Blutspendergruppe
Unter den 200 Blutspendern waren 139 Frauen (69,5 %) und 61 Manner (30,5 %).
Das Alter in der Blutspendergruppe betrug 47,4 + 19,1 Jahre. Der jungste Spender

war 16 Jahre, der alteste 88 Jahre alt.

3.2  Ein- und Ausschlusskriterien

Es wurden Patienten mit bisher seropositiver RA nach den Klassifikationskriterien
des American College of Rheumatology eingeschlossen. In die Kontrollgruppe
wurden Patienten mit rheumatologischer Diagnose und Patienten mit einer bisher
seronegativen RA eingeschlossen. Ausschlusskriterium war der bloRe Verdacht auf

eine rheumatologische Erkrankung.

3.3  Studienaufbau

430 Probanden

Kapillare Blutentnahme | Vendse Blutentnahme

H

Teststreifenbestimmung | ELISA—-Bestimmung
Anti-MCV-Ak/RF IgG | Anti-MCV-Ak/RF IgG

i

Positives/negatives Ergebnis | Ergebnis in U/ml

Abbildung 4. Studienaufbau

3.4  Materialgewinnung
Die Probanden unterzogen sich eines Lanzettenstichs in die Fingerbeere zur

Gewinnung von Kapillarvollblut fur die Teststreifendiagnostik und einer gleichzeitigen
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vendsen Blutabnahme fir den ELISA. Die vendsen Blutproben in Serumréhrchen

wurden zentrifugiert, aliquotiert und bei < -20 °C bis zur Bestimmung gelagert.

3.5 Bestimmung von Anti-MCV-Antikérpern und Rheumafaktor IgG mittels Lateral-
flow Immunochromatographic Assay (LFIA)

3.5.1 Funktionsprinzip des LFIA

Der LFIA ist ein immunchromatographischer Schnelltest, der Rheumafaktoren und
Anti-MCV-Antikorper in einer Blutprobe parallel nachweisen kann. Sofern die Probe
diese Antikorper enthalt, binden sie an die Antigene der Test-Membran (Fc-Tell
humaner Immunglobuline + rekombinantes MCV) und werden wiederum von Gold-
markierten Antikdrpern gebunden. Im Ergebnis werden eine oder zwei rote Testlinien
(nur RF IgG oder Anti-MCV-Ak oder beide Antikdrper prasent) sichtbar. Der Test
enthalt ein integriertes Kontrollsystem, welches die korrekte Testdurchfuhrung
anzeigt. Bendtigt werden ein bis zwei Blutstropfen (10 bis 20 ul) aus der Fingerbeere

des Patienten. Nach 10 bis 15 Minuten liegt das Ergebnis vor.

Anti-humanes-igG-
Gold-Konjugat

—» ROTFARBUNG
Autoantikorper
Antigen

Abb.5 Funktionsprinzip des LFIA

3.5.2 Aufbau und Funktionsweise des LFIA

Dieser Lateral-flow immunochromatographic assay (LFIA) wurde als direkter
Sandwich-Assay mit zwei aufgetragenen Antigenen entwickelt. Die Testvorrichtung
(DCN, Carlsbad, CA, USA) besteht aus einer Plastikauflage mit aufgelagerter Nitro-
zellulosemembran. (Dicke 2051 pm, Millipore, Billerica, MA, USA). Gereinigtes
rekombinantes MCV und gereinigtes Fc-Fragment von humanem Immunglobulin ist
auf die zwei Testlinien MCV und RF (~1 mg/ml) und Protein L (0,5 mg/ml) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) auf die Kontrolllinie aufgetragen. An von Ziegen
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stammendes anti-humanes IgG und IgM (Dianova, Hamburg, Deutschland)
gebundene Goldpartikel (40 nm, British BioCell International, Cardiff, GroRRbritannien)
wurden aufbereitet, gemischt und auf ein Konjugatkissen gegeben (Arista
Biologicals, Allentown, PA, USA). Dieses Kissen ist so am Teststreifen fixiert, dass
es sich mit der Nitrozellulosemembran am proximalen Ende Uberlappt. Ein zusatz-
liches Probenkissen, wiederum mit dem Konjugatkissen uberlappt, vervollstandigt die
Vorrichtung.

Vollblut- oder Serumproben (~20 pl) werden auf das Probenfeld gegeben. Enthalt die
Probe Autoantikérper gegen MCV oder den Fc-Teil von humanem Immunglobulin, so
binden diese an die auf der Nitrozellulosemembran fixierten Antigene. Nach Zugabe
von ca. 6 Tropfen Probenpuffer (20 mM Tris, 0.01 % Natriumazid, 250 mM NaCl,
0.05 % Tween 20) auf das Pufferfeld wandern Anti-MCV-Autoantikérper und
Rheumafaktoren durch Kapillarkrafte die Nitrozellulosemembran entlang. An den
Testlinien binden sie an die Autoantigene. Das durch Pufferzugabe resuspendierte
antihumane-IgG-Gold-Konjugat wandert zu den Antigen-Antikorper-Komplexen und
bindet an diese. Ist die Konzentration des Antikbrpersandwiches hoch genug, werden
die Goldpartikel als rote Linie sichtbar. Unspezifische Antikdrper wandern zur
Kontrolllinie, binden an das dort aufgetragene Protein L und werden ebenfalls durch
Bindung des antihumanen-lgG-Gold-Konjugates sichtbar. Die Farbbildung ist fur
beide Reaktionen nach etwa 10 - 15 Minuten abgeschlossen. Als Positivkontrolle fur
das neu entwickelte Testsystem dienten verschiedene Seren von RA-Patienten, die
bereits mittels ELISA untersucht worden waren. Als Negativkontrolle wurde das

weder Anti-MCV-Ak noch RF enthaltene Serum eines gesunden Probanden genutzt.

3.5.3 Probenmaterial
Der Schnelltest ist fur die Verwendung von Kapillar-Vollblut bestimmt. Es ist aber

auch mdglich, vendses Vollblut und Serum zu verwenden.

3.5.4 Testdurchfuhrung

Die Testkomponenten sollten zum Zeitpunkt der Benutzung Raumtemperatur haben.
Alle Testkomponenten mussen vorhanden sein: Automatik-Lanzette, Alkohol
getrankter Tupfer, Kapillarrohrchen, Probenpuffer, Inkubationsgefald und Test-

streifen. Die genaue Anleitung zur Testdurchflhrung ist in Tabelle 7 ausgefuhrt.
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Abbildung 6. Durchfihrung Schnelltest

Tabelle 7. Anleitung zur schrittweisen Testdurchfihrung

A WO DN -

Fullen des Inkubationsgefaldes mit Probenpuffer bis zur Markierung
Massieren der Fingerspitze zur Steigerung des Blutflusses
Desinfektion der Punktionsstelle mit einem alkoholgetrankten Tupfer
Druck der Automatik-Lanzette mit der gedffneten Seite gegen die
desinfizierte Fingerspitze, so dass Stechhilfe ausgelost wird
Druckausubung auf Fingerspitze, bis sich ein Blutstropfen bildet
Entnahme eines Kapillarrdhrchens

Kapillarréhrchen horizontal in den Blutstropfen halten, bis es etwa zur
Halfte gefullt ist

Kapillarrohrchen auf das markierte Probenfeld halten und zirka 30
Sekunden warten

Teststreifen in das mit Probenpuffer geflllte Inkubationsgefal} stellen
Testauswertung nach 10 - 15 Minuten. Spatere Auswertungen sind nicht

verwertbar und missen mit einer neuen Testeinheit getestet werden

3.5.5 Testauswertung

Die Beurteilung erfolgt nach 10 - 15 Minuten. Zuerst wird Uberpruft, ob sich der

Kontrollstreifen verfarbt hat, der eine korrekte Testdurchfuhrung anzeigt. An-
schlieBend wird beurteilt, ob sich die MCV-Linie und/oder die RF-Linie ebenfalls
verfarbt haben. Verfarbung bedeutet ein positives, keine Verfarbung bedeutet ein
negatives Ergebnis. Der Cut-off-Wert fir Anti-MCV-Antikorper betragt 40 U/ml, fir RF
IgG 30 U/ml.
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Abbildung 7. Testauswertung
Legende: C= Kontrolllinie; RF= Rheumafaktor IgG; MCV= Mutiertes citrulliniertes Vimentin

3.6 Bestimmung von Anti-MCV-Antikorpern und Rheumafaktor I1gG mittels
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Die quantitative Bestimmung der Anti-MCV-Antikdrper und der Rheumafaktor IgG

erfolgte mittels kommerzieller ELISA-Kits (Orgentec, Mainz, Deutschland).

3.6.1 Anti-MCV-Ak-ELISA

3.6.1.1 Funktionsweise des ELISA

Der Anti-MCV ELISA ist ein indirekter Enzymimmunoassay zum quantitativen Nach-
weis von Antikérpern gegen mutiertes citrulliniertes Vimentin. Die Kavitaten der
Mikrotiterplatte sind mit MCV beschichtet. Im Serum vorhandene Antikdrper kénnen
an die immobilisierten Antigene binden. Durch Waschen werden nicht gebundene
Serum-Antikorper entfernt. Enzymmarkierte Detektions-Antikorper (HRP-konjugierte
Anti-human IgG-Antikdrper) heften sich anschlieend an die oberflachengebundenen
Autoantikérper. Uberschiissige Detektionsantikdrper werden durch Waschen ent-
fernt. Ein Enzymsubstrat wird in Anwesenheit von gebundenen Detektionsanti-
korpern zu einem blauen Reaktionsprodukt hydrolysiert. Die Zugabe von Saure
stoppt die Reaktion und das Reaktionsprodukt verfarbt sich gelb. Die Intensitat der
Gelbfarbung kann photometrisch bei 450 nm bestimmt werden. Die Farbentwicklung

ist direkt proportional zur Autoantikorperkonzentration.



3.6.1.2 Assaydurchflihrung
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Pipettieren
von jeweils 100 ul Kontrollen und 1:100 mit Probenpuffer verdiunnten Proben

1. INKUBATION
30 min bei Raumtemperatur

Kavitatenentleerung
Dreifache Waschung mit Waschpuffer (300 ul, 25 sec Einwirkzeit)
Vollstandige Entfernung der Waschpufferreste

Zugabe von jeweils 100 pyl Enzymkonjugatiésung

2. INKUBATION
15 min bei Raumtemperatur

Waschschritte s.o.

Pipettieren von 100 pl Substratlésung

3.INKUBATION
15 min bei Raumtemperatur

Zugabe von 100 pl Stopplosung und 5 min Platte stehen lassen

nm Wellenlange, Referenzwellenlange 620 nm.

Messung der optischen Dichte im Plattenphotometer innerhalb von 30 min bei 450

FlielRschema zur Durchfiihrung des Anti-MCV-Ak-ELISA
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3.6.1.3 Auswertung
Eine Standardkurve erhalt man durch Auftragen der gemessenen optischen Dichte
gegen die vorgegebene Standardkonzentration. Der Referenzbereich fur Anti-MCV-

Antikérper wurde von 0-20 U/ml festgelegt.

3.6.2 Rheumafaktor IgG-ELISA

3.6.2.1 Funktionsweise des ELISA

Der RF-IgG ELISA ist ein indirekter Enzymimmunoassay zum quantitativen Nachweis
von Rheumafaktoren der Immunglobulinklasse G. Die Kavitaten der Mikrotiterplatte
sind mit Fc-Fragmenten aus humanem Immunglobulin G beschichtet. Im Serum
vorhandene Antikdérper kdénnen an die immobilisierten Antigene binden. Durch
Waschen werden nicht gebundene Serum-Antikdrper entfernt. Enzymmarkierte
Detektionsantikorper (HRP-konjugierte-anti-humane-IgG-Antikorper) heften sich
anschlieBend an die oberflichengebundenen Autoantikérper. Uberschiissige
Detektionsantikorper werden durch Waschen entfernt. Ein Enzymsubstrat wird in
Anwesenheit von gebundenen Detektionsantikorpern zu einem blauen Reaktions-
produkt hydrolysiert. Die Zugabe von Saure stoppt die Reaktion und das Reaktions-
produkt verfarbt sich gelb. Die Intensitat der Gelbfarbung kann photometrisch bei 450
nm bestimmt werden. Die Farbentwicklung ist direkt proportional zur gesuchten

Autoantikorper-Konzentration.

3.6.2.2 Assaydurchfuhrung

Die Assaydurchflhrung erfolgt analog zum FlieRschema unter 3.6.1.2.

3.6.2.3 Auswertung

Eine Standardkurve erhalt man durch Auftragen der gemessenen optischen Dichte
gegen die vorgegebene Standardkonzentration. Im Rahmen einer umfangreichen
Normbereichsstudie wurde flir den Rheumafaktor IgG ELISA ein Referenzbereich
von 0-20 U/ml ermittelt. Die Auswertung erfolgt computergestitzt mit einem

Mikrotiterplattenreader.
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3.7

Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden fur die vorliegenden Parameter

Statistische Analysen

in den jeweiligen Gruppen berechnet. Die Mittelwert- und Standardabweichungs-
berechnung wurde mit Hilfe des Programmes Microsoft Office Excel Version 2007
durchgefuihrt. Die Vierfelder- bzw. Mehrfeldertafeln, die in Kapitel 4 dargestellt sind,

beruhen auf den in Tabellen 8 und 9 dargestellten Beispielen.

Tabelle 8. Vierfeldertafel zu Grundbegriffen bei diagnostischen Tests, in Bezug auf

die Diagnose
Wirkliche Situation
Krankheit Krankheit
vorhanden nicht Gesamt
POCT vorhanden
Testergebnis Test positiv | richtigpositiv falschpositiv RP+FP
(RP) (FP) (Testpositive)
Test negativ | falschnegativ  richtignegativ | FN+RN
(FN) (RN) (Testnegative)
Gesamt | RP+FN FP+RN n=RP+FP+FN+RN
(Kranke) (Gesunde)

Tabelle 9. Vierfeldertafel in Bezug auf das Standardtestverfahren

Standard-Testverfahren

(ELISA)

Marker Marker nicht | Gesamt
neues Testverfahren (POCT) | nachweisbar nachweisbar
Testergebnis Test positiv | richtigpositiv falschpositiv RP+FP

(RP) (FP)

Test negativ | falschnegativ  richtignegativ | FN+RN
(FN) (RN)
Gesamt | RP+FN FP+RN n=RP+FP+FN+RN
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Die Spezifitat beschreibt den Anteil negativer Testergebnisse unter den Gesunden,
bzw. in der vorliegenden Arbeit unter den nicht an einer seropositiven RA erkrankten
Probanden. Die Sensitivitat beschreibt den Anteil positiver Testergebnisse unter den
erkrankten Probanden, in der vorliegenden Arbeit an Patienten mit seropositiver RA.
Die Berechnung von Sensitivitat und Spezifitat in Bezug auf Diagnose (Tabelle 8)
und auf das Standardverfahren ELISA (Tabelle 9) erfolgte mittels folgender Formeln
(Buettner 1989):

Sensitivitat = RP / (RP+FN)

Spezifitat = RN / (RN+FP).

Die Sensitivitat wurde innerhalb der RA-Patientengruppe berechnet, fir die
Berechnung der Spezifitdt wurden entsprechend die Kontrollgruppe mit

rheumatologischen Erkrankungen und Blutspendergruppe zusammengefasst.

Die Pravalenz beschreibt den Anteil Erkrankter an der Grundgesamtheit. Demzufolge
berechnet sich die Pravalenz nach der Formel:

Pravalenz = (RP+FN) / n

In dieser Arbeit wurde der Anteil an seropositiven RA-Patienten am Kollektiv der

Patienten, d.h. der RA-Patienten und Kontrollpatienten, als Pravalenz eingesetzt.

Unter dem positiven pradiktiven Wert (PPW) versteht man den Voraussagewert eines
positiven Tests: der Anteil an tatsachlich Erkrankten unter den Personen mit einem
positiven Testergebnis. Entsprechend versteht man unter dem negativen pradiktiven
Wert (NPW) den Voraussagewert eines negativen Tests: der Anteil der Gesunden
unter den Personen mit einem negativen Testergebnis.

FUr die Berechnung des positiven und negativen pradiktiven Wertes wurden
folgenden Formeln verwendet (Sachs 1999):

PPW = [(Prav) x (Sens)] / [(Prav) x (Sens) + (1-Prav) x (1-Spez)]

NPW = [(1-Prav) x (Spez)] / [(1-Prav) x (Spez) + (Prav) x (1-Sens)]
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 430 Probanden untersucht. In den

Kapillar- und Vollblutproben der 108 Patienten mit bisher seropositiver RA, 122

Patienten der Kontrollgruppe mit verschiedenen rheumatologischen Erkrankungen

sowie 200 gesunden Blutspendern wurden Anti-MCV-Antikorper und Rheumafaktor
IgG mittels POCT und ELISA bestimmt.

4.1 Ergebnisse des POCT

Die Tabellen 10, 11 und 12 geben die Ergebnisse der Bestimmung von Anti-MCV-

Antikorpern und Rheumafaktor IgG mittels POCT wieder.

Tabelle 10: Ergebnisse des POCT fur Anti-MCV-Ak und RF IgG in Bezug auf

Diagnose RA

Seropositive/anti-

Seropositive/anti-

MCV-pos. RA MCYV pos. RA
vorhanden nicht vorhanden | Gesamt
Testergebnis  Anti-MCV-Ak | 59 3 62
positiv
Anti-MCV-Ak | 49 319 368
negativ
RF IgG | 61 26 87
positiv
RF 1gG | 47 296 343
negativ
Gesamt | 108 322 430
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Tabelle 11: Ergebnisse des POCT fur Anti-MCV-Ak und RF IgG

POCT | Anti-MCV-Ak RF IgG
positiv (n) | 62 87
negativ (n) | 368 343
Sensitivitat bzgl. Diagnose (%) | 54,6 56,5
Spezifitat bzgl. Diagnose (%) | 99,1 91,2

PPW bzgl. Diagnose (%) | 100

NPW bzgl. Diagnose (%) | 71,3
Sensitivitat bzgl. ELISA (%) | 69,3 55,6
Spezifitat bzgl. ELISA (%) | 99,7 97,2

4.1.1 Ergebnisse des POCT fur Anti-MCV-Ak

Positive Anti-MCV-Ak POCT Ergebnisse wurden bei 59 Patienten der RA-Gruppe
(54,6 %) und drei Blutspendern (1,5 %) gefunden. Tabelle 9 zeigt 62 positive
Ergebnisse, dies entspricht einem Anteil von 14,4 % (62 von 430). Alle Kontroll-
patienten, 49 RA-Patienten (45,4 %) und 197 Blutspender (98,5 %) wiesen ein
negatives Ergebnis auf. Dies fuhrt zu 368 negativen Resultaten entsprechend einem
Anteil von 85,6 % (368 von 430). Die Sensitivitat des POCT in Bezug auf die
Diagnose RA liegt bei 54,6%, die Spezifitat bei 99,1 %. Der positive pradiktive Wert
des POCT in Bezug auf die Diagnose RA liegt bei 100 %, der negative pradiktive
Wert bei 71,3 %. Bezogen auf die Ergebnisse des ELISA ergaben sich eine

Sensitivitat von 69,3 % und eine Spezifitat von 99,7 %.

4.1.2 Ergebnisse des POCT flur RF IgG

Positive RF IgG POCT Resultate lagen bei 61 RA-Patienten (56,5 %), 10 Kontroll-
patienten (8,2 %) und 16 Blutspendern (8 %) vor. Ein negatives Ergebnis zeigte sich
bei 47 RA-Patienten (43,5 %), 112 Kontrollpatienten (91,8 %) und 184 (92 %) Blut-
spendern. Die Sensitivitat des POCT in Bezug auf die Diagnose RA liegt bei 56,5 %,
die Spezifitat bei 91,2 %. In Bezug auf die Ergebnisse des ELISA zeigte sich eine

Sensitivitat von 55,6 % und eine Spezifitat von 97,2 %.
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4.1.3 Gesamtergebnis des POCT (Anti-MCV-Ak und RF IgG kombiniert)
Tabelle 12. Ubersicht Ergebnisse des POCT in den einzelnen Gruppen fiir Anti-MCV-
Ak und RF IgG

Kontroll- Blut-

Ergebnis | RA-Gruppe gruppe spender gesamt
MCV + RF + | 46 0 3 49
MCV + RF - |13 0 0 13
MCV - RF + | 15 10 13 38

MCV - RF - | 34 112 184 330
gesamt | 108 122 200 430

4.2  Ergebnisse des ELISA
Tabelle 13 zeigt die ELISA-Ergebnisse der Bestimmung von Anti-MCV-Ak und RF
IgG.

Tabelle 13. Ergebnisse des ELISA fir Anti-MCV-Ak und RF IgG aller
Probandengruppen

ELISA | Anti—-MCV-Ak RF IgG
positiv | 88 142
negativ | 342 288

4.2.1 Ergebnisse des ELISA fur Anti-MCV-Ak

Der Anti-MCV-Ak ELISA war bei 81 RA-Patienten (75 %), vier Kontrollpatienten (3,3
%) und drei Blutspendern (1,5 %) positiv, dies ergibt 88 positive Ergebnisse ent-
sprechend einem Anteil von 20,5 % (88 von 430). 118 Patienten der Kontrollgruppe
wiesen ein negatives Anti-MCV Ergebnis auf (96,7 %), so auch 27 RA- Patienten (25
%) und 197 Blutspender (98,5 %). Insgesamt waren 342 Proben im ELISA negativ,
das sind 79,5 % (342 von 430).
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4.2.2 Ergebnisse des ELISA fur RF 1gG
Ein positiver RF IgG ELISA lag bei 90 RA-Patienten (83,3 %), 35 Kontrollpatienten
(28,7 %) und 17 Blutspendern (8,5 %) vor. Ein negatives Ergebnis liel} sich bei 18
Patienten (16,7 %) der RA-Gruppe, 87 Patienten (71,3 %) der Kontrollgruppe und
183 (91,5 %) Blutspendern nachweisen.

4.3 Vergleich der Testverfahren POCT und ELISA
4.3.1 Vergleich der Testverfahren flr die Bestimmung von Anti-MCV-Antikorpern

Tabelle 14. Zwolffeldertafel fur Anti-MCV-Ak in POCT und ELISA

MCV ELISA
POCT | positiv negativ gesamt
RA-Gruppe | 58 1 59
Kontrollgruppe
positiv Blutspender
RA-Gruppe | 23 26 49
Kontrollgruppe | 4 118 122
negativ Blutspender | 0 197 197
81 27 108
118 122
Gesamt | 3 197 200

402 der 430 Ergebnisse stimmten in POCT und ELISA uberein, das sind 93 %.
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4.3.1.1 Vergleich der Testverfahren fir Anti-MCV-Ak in der RA-Gruppe
Die Ergebnisse von POCT und ELISA bezuglich der Bestimmung von Anti-MCV-Ak
in der RA-Gruppe sind in den Tab. 15 und 16 sowie in den Abb. 8 bis 11 dargestellt.

Tabelle 15. Vierfeldertafel:

RA-Gruppe. Ergebnisse Anti-MCV-Ak in POCT und ELISA

MCV ELISA
POCT | positiv negativ gesamt
positiv | 58 1 59
negativ | 23 26 49
gesamt | 81 27 108

Den 59 positiven POCT-Ergebnissen standen 58 (98,3 %) positive ELISA-
Ergebnisse gegenuber. Die im ELISA negative Probe hatte einen Wert von 31,8
U/ml. Von 49 negativen POCT-Ergebnissen waren 26 (53,1 %) auch im ELISA

negativ. Die Antikdrperkonzentration der 23 im POCT negativen Proben reichte von

45,7 bis 867,2 U/ml; siehe Tabelle 14. In der RA-Gruppe ergab sich demzufolge eine

Ubereinstimmung der Ergebnisse von 78 % (84 von 108).

Tabelle 16. RA-Gruppe. Darstellung falschnegativer Anti—-MCV-Ak-POCT Ergebnisse
mit entsprechendem ELISA-Ergebnis

Pat. POCT ELISA U/ml Pat. POCT ELISA U/ml
137 neg. 457 89 neg. 126,6
220 neg. 45,9 190 neg. 183,1
158 neg. 52,5 246 neg. 208,4
117 neg. 60,8 45 neg. 215,2
139 neg. 67,5 69 neg. 217 1
232 neg. 69,5 188 neg. 235,1

94 neg. 82,2 1 neg. 259
157 neg. 91,8 153 neg. 279,1
244 neg. 98,1 112 neg. 370,2
130 neg. 105,1 162 neg. 411,2

58 neg. 109,8 165 neg. 867,2
187 neg. 126,2
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43.1.2 Analyse der Ubereinstimmung von POCT und ELISA
Die Analyse der Ubereinstimmung von POCT und ELISA erfolgte nach den Kriterien
Antikdrperkonzentration, Geschlecht, Alter des Patienten und Erkrankungsdauer. Die

entsprechenden Resultate sind in den Abbildungen 8 bis 11 dargestellt.

4.3.1.2.1 Antikdrperkonzentration
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Antikorperkonzentration in U/ml

Abbildung 8. RA-Gruppe. Darstellung der Ubereinstimmung der Anti-MCV-Ergebnisse in POCT und
ELISA, nach Konzentration in U/ml. Dunkelrot: Anzahl der ELISA-Ergebnisse. Hellrot: Anzahl der in
POCT und ELISA Ubereinstimmenden Proben.

In den Bereichen <20 U/ml und 21000 U/ml korrelierten alle Ergebnisse, zwischen
400-1000 U/ml und 20-40 U/ml ergaben sich 88,2 % respektive 85,7 % Uberein-
stimmung. Die mittleren Bereiche 40-100 U/ml, 100-200 U/ml und 200-400 U/mi

wiesen Ubereinstimmungen von 50 %, 37,5 % und 50 % auf.
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4.3.1.2.2 Patientengeschlecht
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Abbildung 9. RA-Gruppe. Geschlechtsspezifische Darstellung der Ubereinstimmung der Anti-MCV-
Ergebnisse in POCT und ELISA nach U/ml. Dunkelrot: Anzahl der ELISA- Ergebnisse der Frauen.
Hellrot: Anzahl der Ubereinstimmung der Ergebnisse in POCT und ELISA der Frauen. Dunkelblau:
Anzahl der ELISA- Ergebnisse der Manner. Hellblau: Anzahl der Ubereinstimmung der Ergebnisse in
POCT und ELISA der Manner.

Insgesamt befanden sich 87 (80,5 %) Frauen in der Gruppe der RA-Patienten. In den
87 Blutproben war der POCT in 45 Fallen (51,7 %) positiv, in 42 Fallen (48,3 %)
negativ. Im ELISA zeigten sich 65 (74,7 %) positive und 22 (25,3 %) negative
Proben. Die Bestatigung der im POCT positiven Ergebnisse durch den ELISA
erfolgte zu 97,8 %. Die 42 negativen POCT-Ergebnisse stehen 21 positiven und 21
negativen ELISA Resultaten gegeniiber. Die Ubereinstimmung lag in den Bereichen
<20 U/ml und 21000 U/ml bei 100 %, nachfolgend 400-1000 U/ml und 20-40 U/ml mit
84,6 % und 83,3 %. In den Bereichen 20-40 U/ml, 100-200 U/ml und 200-400 U/ml

war die Ubereinstimmung mit jeweils 46,6 %, 42,8 % und 41,6 % am geringsten.

Unter den 21 (19,5%) Blutproben der Manner war der POCT in 14 (66,7 %) Fallen
positiv und in 7 Fallen negativ. Der ELISA zeigte 16 (76,2 %) positive und 5 (23,8 %)
negative Proben. Alle positiven POCT-Resultate wurden durch den ELISA bestatigt.
Sieben im POCT negative Proben fuhrten zu funf im ELISA ebenfalls negativen und
zwei positiven Ergebnissen. Bis auf die Bereiche 40-100 U/ml (Ubereinstimmung
66,7 %) und 100-200 U/ml (keine Ubereinstimmung) stimmten alle Ergebnisse des
POCT mit denen des ELISA Uberein.



37

4.3.1.2.3 Patientenalter
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Abbildung 10. RA-Gruppe. Darstellung der Ubereinstimmung der Anti-MCV-Ergebnisse in POCT und
ELISA nach Patientenalter. Dunkelrot: Anzahl der Patienten in der jeweiligen Altersklasse. Hellrot:
Anzahl der Ubereinstimmenden Ergebnisse in POCT und ELISA.

Die Ubereinstimmung von POCT und ELISA beziiglich des Patientenalters ergab
unter 20 Jahren 0 %, zwischen 20 - 29 Jahren 100 %, zwischen 30 - 39 Jahren 66,7
%, zwischen 40 - 49 Jahren 80 %, zwischen 50 - 59 Jahren 74 %, zwischen 60 - 69
Jahren 83 %, zwischen 70 - 79 Jahren 76 % und Uber 80 Jahren 100 %.
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4.3.1.2.4 Erkrankungsdauer
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Abbildung 11. RA-Gruppe. Darstellung der Ubereinstimmung der Anti-MCV-Ergebnisse in POCT und
ELISA nach Erkrankungsdauer. Dunkelrot: Anzahl der Patienten. Hellrot: Anzahl der Ubereinstimmung
der Ergebnisse in POCT und ELISA.

Angaben zur Erkrankungsdauer lagen bei 97 Patienten der RA Gruppe vor. Bei einer
Krankheitsdauer bis zu einem Jahr stimmten POCT- und ELISA-Ergebnisse zu 85,7
% Uberein, zwischen 1-2 Jahren zu 75 %, zwischen 2-5 Jahren zu 77 %, zwischen 6-

10 Jahren zu 79 %, zwischen 11-15 Jahren zu 77 % und mehr als 15 Jahre zu 70 %.
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43.1.3 Vergleich der Testverfahren fir Anti—-MCV-Ak in der Kontrollgruppe
Tabelle 17. Vierfeldertafel: Kontrollgruppe. Ergebnisse fur Anti-MCV-Ak in POCT und
ELISA

Anti-MCV-Ak ELISA
POCT | positiv negativ
positiv | 0 0 0
negativ | 4 118 122
gesamt | 4 118 122

Neben 118 Ubereinstimmenden Ergebnissen korrelierten vier Proben nicht in POCT

und ELISA, das ergibt eine Ubereinstimmung von 97 %.

4.3.1.3.1 Analyse der Ubereinstimmung von POCT und ELISA fiir Anti-MCV-AK

Diese vier Proben wurden hinsichtlich Antikorperkonzentration und Erkrankung
betrachtet. Abbildung 12 zeigt die Darstellung nach der Antikdrperkonzentration und
in Tabelle 18 finden sich die zu den falschnegativen POCT-Ergebnissen gehdrigen

Diagnosen.

4.3.1.3.2 Antikorperkonzentration
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Abbildung 12. Kontrollgruppe. Darstellung der Ubereinstimmung der Anti-MCV-Ergebnisse in POCT
und ELISA nach U/ml. Dunkelgelb: Anzahl der ELISA-Ergebnisse. Hellgelb: Anzahl der

Ubereinstimmenden Ergebnisse zwischen POCT und ELISA.
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4.3.1.3.3 Diagnose

Tabelle 18. Kontrollgruppe. Diagnosespezifische Darstellung falschnegativer Anti—MCV POCT
Ergebnisse

Pat. | Diagnose POCT ELISA in U/ml
41 | Sjogren-Syndrom  neg. 381,8
95 | Arthrose neg. 68,3
103 | Seronegative RA  neg. 40,3
139 | Polyarthrose neg. 232,6
4.3.1.4 Vergleich der Testverfahren fur Anti-MCV-AK in der Blutspendergruppe

Tabelle 19. Vierfeldertafel: Blutspender. Ergebnisse Anti-MCV-Ak in POCT und
ELISA

Anti-MCV-Ak ELISA
POCT | positiv negativ gesamt
positiv | 3 0 3
negativ | 0 197 197
gesamt | 3 197 200

Von insgesamt 200 Proben waren 197 im POCT negativ und drei positiv. Der ELISA

bestatigte alle Ergebnisse, die Ubereinstimmung betragt demzufolge 100 %.



4.3.2 Vergleich der Testverfahren fir die Bestimmung von RF I1gG

Tabelle 20. Zwolffeldertafel fur RF IgG in POCT und ELISA

RF 1gG ELISA
POCT | positiv negativ gesamt
positiv RA-Gruppe | 58 3 61
Kontrollgruppe | 6 4 10
Blutspender | 15 1 16
negativ RA-Gruppe | 32 15 47
Kontrollgruppe | 29 83 112
Blutspender | 2 182 184
90 18 108
35 87 122
gesamt | 17 183 200

359 der 430 (83%) Ergebnisse stimmten in POCT und ELISA Uberein.



4.3.2.1

Vergleich der Testverfahren flr RF IgG in der RA-Gruppe

Tabelle 21. Vierfeldertafel: RA-Gruppe. Ergebnisse RF IgG in POCT und ELISA

42

RF IgG ELISA
POCT positiv negativ gesamt
positiv | 58 3 61
negativ | 32 15 47
gesamt | 90 18 108

Den 61 positiven POCT Ergebnissen standen 90 positive ELISA-Ergebnisse gegen-

uber. Im Falle eines negativen POCT (n=47) stimmte in 15 Fallen (32 %) der dazu-
gehdrige ELISA Uberein, in 32 Fallen (68 %) nicht. Die 32 positiven ELISA-Proben
lagen zwischen 31,2 und 396,2 U/ml, siehe Tab 22. Insgesamt stimmten 73 von 108

Ergebnissen in der RA-Gruppe Uberein, das sind 67,6 %.

Tabelle 22. RA-Gruppe. Darstellung falschnegativer RF 1gG-POCT-Ergebnisse mit

entsprechendem ELISA-Ergebnis

Pat. POCT ELISA U/ml Pat. POCT ELISA U/ml
194 neg. 31,2 50 neg. 55,0
261 neg. 31,9 4 neg. 71
45 neg. 34,5 249 neg. 75,4
220 neg. 34,5 58 neg. 77,7
162 neg. 35,1 159 neg. 82,4
165 neg. 35,8 42 neg. 103,0
117 neg. 35,8 64 neg. 136,8
188 neg. 37,9 149 neg. 141,8
139 neg. 37,9 153 neg. 161,6
232 neg. 40,1 100 neg. 173,2
137 neg. 41,6 78 neg. 177 .1
235 neg. 43,2 154 neg. 202,2
130 neg. 48,0 102 neg. 2440
94 neg. 51,4 8 neg. 249
35 neg. 53,2 63 neg. 325,8
2 neg. 54 112 neg. 396,2
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4.3.2.2 Analyse der Ubereinstimmung von POCT und ELISA fiir RF I1gG
Die Betrachtung der Ubereinstimmung von POCT und ELISA erfolgte nach den
Kriterien  Antikorperkonzentration,  Patientengeschlecht, Patientenalter und

Erkrankungsdauer; dies ist in den Abbildungen 13 bis 16 dargestellt.

4.3.2.2.1 Antikdrperkonzentration
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Abbildung 13: RA-Gruppe. Darstellung der Ubereinstimmung der RF IgG-Ergebnisse in POCT und
ELISA nach U/ml. Dunkelrot: Anzahl der ELISA-Ergebnisse. Hellrot: Anzahl der Ubereinstimmenden
Ergebnisse zwischen POCT und ELISA.

Die groRte Ubereinstimmung zwischen POCT und ELISA fand sich mit 100 % in den
Bereichen zwischen 20-30 U/ml und 400-1000 U/ml, nachfolgend 76 % fur 200-400
U/ml und 68 % bzw. 66,6 % in den Bereichen 100-200 U/ml und <20 U/ml. Die mit 34

% geringste Ubereinstimmung fand sich zwischen 30-100 U/ml.
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4.3.2.2.2 Patientengeschlecht
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Abbildung 14. RA-Gruppe. Geschlechtsspezifische Darstellung der Ubereinstimmung der RF IgG-
Ergebnisse in POCT und ELISA nach U/ml. Dunkelrot: Anzahl der ELISA- Ergebnisse, Frauen. Hellrot:
Anzahl der Ubereinstimmenden Ergebnisse in POCT und ELISA, Frauen. Dunkelblau: Anzahl der

ELISA- Ergebnisse, Manner. Hellblau: Anzahl der tUbereinstimmenden Ergebnisse, Manner.

In Proben der 87 Frauen der RA-Gruppe ergab der POCT 49 (56,3 %) positive und
38 (43,7 %) negative RF IgG-Ergebnisse. Der ELISA lieferte 74 (85,1 %) positive und
13 (14,9 %) negative Resultate. Von den 49 im POCT positiven Ergebnissen konnten
46 (93,8 %) im ELISA bestatigt werden. Von den 38 negativen POCT Ergebnissen
konnten 25 (65,8 %) im ELISA bestatigt werden. Die mit 100 % gréRte Uberein-
stimmung lag in den Bereichen zwischen 20 und 30 U/ml und 400-1000 U/ml,
nachfolgend 200-400 U/ml bei 77%, die Bereiche 30-100 U/ml, 100-200 U/ml und
<20 U/ml folgten mit jeweils 68,7 %, 66,6 % und 62,5 %.

In den Proben der 21 Manner zeigte der POCT 12 (57,1 %) positive und 9 (42,8 %)
negative Ergebnisse. Per ELISA fanden sich 19 (90,5 %) positive und 2 (9,5 %)
negative Ergebnisse. Alle 12 positiven POCT Ergebnisse bestatigten sich im ELISA.
Hingegen standen den 9 negativen POCT Resultaten im ELISA nur 2 (22,2 %)
gegenuber. Abgesehen von den Bereichen 200-400 U/ml (75 %) und 30-100 U/ml (O
%) korrelierten alle Ergebnisse in POCT und ELISA zu 100 %.
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43223 Patientenalter
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Abbildung 15. RA-Gruppe. Altersspezifische Darstellung der Ubereinstimmung der RF IgG-Ergebnisse
in POCT und ELISA. Dunkelrot: Anzahl der Patienten in der jeweiligen Altersklasse. Hellrot: Anzahl
der Ubereinstimmenden Ergebnisse in POCT und ELISA.

Die Ubereinstimmung der Ergebnisse in den jeweiligen Altersklassen gestaltete sich
folgendermalden: unter 20 Jahren 0 %, von 20-29 Jahren 66,6 %, von 30-39 Jahren
78 %, von 40-49 Jahren 80 %, von 50-59 Jahren 63 %, von 60-69 Jahren 76 %, von
70-79 Jahren 57 % und Uber 80 Jahren 33,3 %.
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43224 Krankheitsdauer
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Abbildung 16. RA-Gruppe. Darstellung der Ubereinstimmung der RF-lgG-Ergebnisse in POCT und
ELISA nach Erkrankungsdauer. Dunkelrot: Anzahl der Patienten. Hellrot: Anzahl der Ubereinstimmung
der Ergebnisse in POCT und ELISA.

Angaben zur Erkrankungsdauer lagen bei 97 Patienten der RA Gruppe vor. Bei einer
Krankheitsdauer unter einem Jahr stimmten POCT- und ELISA-Ergebnisse zu 71,4
% Uberein, zwischen 1-2 Jahren zu 87,5 %, zwischen 2-5 Jahren zu 69,2 %,
zwischen 6-10 Jahren zu 51,9 %, zwischen 11-15 Jahren zu 84,6 % und mehr als 15
Jahre zu 70,4 %.
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4.3.2.3 Vergleich der Testverfahren fir die Bestimmung von RF IgG in der
Kontrollgruppe

Tabelle 23. Vierfeldertafel: Kontrollgruppe. Ergebnisse fir RF IgG in POCT und
ELISA

RF IgG ELISA
POCT | positiv negativ gesamt
positiv | 6 4 10
negativ | 29 83 112
gesamt | 35 87 122

Bei den 122 Kontrollpatienten zeigte der POCT 112 (91,8 %) negative sowie 10 (8,2
%) positive Ergebnisse bezuglich RF IgG. Der ELISA fand 87 (71,3 %) negative so-
wie 35 (28,7 %) positive Proben. Negative POCT-Ergebnisse wurden in 83 (74,1 %)
Fallen vom ELISA bestatigt, positive POCT-Ergebnisse konnten in 6 (60 %) Fallen

bestatigt werden, in 4 (40 %) Fallen nicht. Die Gesamtubereinstimmung betrug 73 %.

4.3.2.3.1 Antikorperkonzentration
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Abbildung 17. Kontrollgruppe. Darstellung der Ubereinstimmung der RF IgG-Ergebnisse in POCT und
ELISA nach Konzentration in U/ml. Dunkelgelb: Anzahl der ELISA- Ergebnisse. Hellgelb: Anzahl der
Ubereinstimmenden Ergebnisse zwischen POCT und ELISA.

100 % Ubereinstimmung erzielte der Bereich von >400 U/ml, in den Bereichen <20

U/ml und zwischen 20-30 U/ml trat eine Ubereinstimmung von 96 % respektive 94 %
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auf. Zwischen 30-100 U/ml fand sich lediglich 10 % Ubereinstimmung, von 100-200
U/ml und 200-400 U/ml wurde keine Ubereinstimmung erzielt.

4.3.2.3.2 Diagnose
Tabelle 24. Kontrollgruppe. Diagnosespezifische Darstellung der Diskrepanz der RF IgG POCT

Ergebnisse mit entsprechendem ELISA-Ergebnis.

Pat. | Diagnose POCT ELISA in U/ml
128 | Arthrose - 220,1
87 | Borreliose - 41,6
273 | CREST-Syndrom  + 19,8
46 | Isolierte Uveitis - 38,6
41 | Juvenile RA - 30,6
269 | Ankylosierende + 24,8
71 | Spondylitis - 32,5
152 - 35,1
83 - 38,6
60 - 40,9
34 - 51,4
67 - 56,8
44 | Oligoarthritis - 38,6
185 - 55,0
183 | Polymyalgia - 37,2
98 | rheumatica - 39,3
179 | Polyarthrose - 30,6
258 | Psoriasis-Arthritis  + 11,9
91 - 38,6
49 - 44,7
66 - 48,0
70 - 53,2
134 | Seronegative RA  + 23,8
155 - 31,9
84 - 38,6
80 - 53,2
74 - 56,8
163 - 78,8
147 - 52,3
110 | Sjogren- Syndrom - 38,6
108 - 123,8
135 | SLE/Sjégren - 66,7
33 | Zoliakie+ Arthritis - 34,4
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4324 Vergleich der Testverfahren fir RF IgG in der Blutspendergruppe

Tabelle 25. Blutspender. Vierfeldertafel: Ergebnisse fur RF IgG in POCT und ELISA

RF IgG ELISA
POCT | positiv negativ gesamt
positiv | 15 1 16
negativ | 2 182 184
gesamt | 17 183 200

In der Gruppe der 200 Blutspender fand der POCT 16 (8 %) positive und 184 (92 %)
negative Proben. Der ELISA fand 17 (8,5 %) positive und 183 (91,5 %) negative
Proben. Die 16 positiven POCT-Ergebnisse bestatigten sich in 15 (93,7 %) Fallen im
ELISA. Negative POCT-Ergebnisse (n=184) wurden bis auf zwei im ELISA positive
Proben zu 98,5 % bestatigt.
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5 Diskussion

Die rheumatoide Arthritis ist eine chronische, systemische Erkrankung. Die Mehrzahl
der Patienten, etwa zwei Drittel, leidet unter einem schweren Verlauf, welcher
unbehandelt, ungenligend oder zu spat behandelt, schwerwiegende Folgen haben
kann (Cobb et al. 1953). Die rheumatoide Arthritis fuhrt Uber Funktions-
einschrankungen der Gelenke zu Behinderung und Invaliditat, die nach einer Krank-
heitsdauer von 10 Jahren in bis zu 50 % der Falle in Erwerbsunfahigkeit minden
(Sokka et al. 1999). Damit ist die RA nicht nur aufgrund der Therapiekosten, sondern
auch aufgrund der indirekten Kosten eine teure Erkrankung fur das Gesundheits-
system (Cooper 2000; Pugner et al. 2000).

Eine schnelle Uberweisung vom Allgemeinmediziner an den Rheumatologen
(Criswell et al. 1997), eine darauffolgende rasche Diagnosestellung sowie ein unver-
zuglicher Therapiebeginn mit DMARDs im therapeutischen Fenster, den ersten 3-6
Monaten nach Beschwerdebeginn, sind essentiell fur ein erfolgreiches Management
der RA (O'Dell 2002; Boers 2003).

Eine frihzeitige Therapie eroffnet folgende Mdglichkeiten:

e FUr das Erreichen des Therapieziels, d.h. einer Remission der RA, besteht
eine dreifach hohere Chance als bei gleicher Therapie in spateren Erkran-
kungsphasen (Mottonen et al. 2002; Nell et al. 2004).

e Die Langzeitprognose der Erkrankung wird entscheidend verbessert (Lard et
al. 2001; Wiles et al. 2001; Mottonen et al. 2002).

e Das Risiko des wesentlichen Funktionsverlusts durch progrediente
Gelenkzerstorung, den etwa 2/3 der Patienten erleiden, kann um die Halfte
reduziert werden (Wiles et al. 2001).

¢ DMARDs hemmen die radiologisch fassbare Progression der Gelenk-

zerstorung (Jones et al. 2003).

In einer Untersuchung zur zeitlichen Verzégerung des Therapiebeginns mit 98
Patienten unterscheiden Chan et al. zwei Komponenten des Verzdgerungs-
zeitraumes: zum einen den Zeitverlust von Symptombeginn bis zum ersten
(Allgemein-) Arztbesuch, dieser betrug durchschnittlich 4 Wochen; zum anderen der
Zeitraum vom ersten Arztkontakt bis zur Diagnose: Hier vergingen ca. 18 Wochen

(Chan et al. 1994). Eine andere Studie mit 527 Patienten ergab eine mittlere
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Verzdgerung zwischen Symptombeginn und DMARD-Therapiebeginn von 19
Monaten, hier vergingen 17 Monate zwischen Symptombeginn und Erstvorstellung
beim Rheumatologen, wahrend dann nur noch 2 Monate vergingen, bis auch eine
DMARD-Therapie begonnen wurde (Hernandez-Garcia et al. 2000).

Diese Zahlen zeigen die Notwendigkeit einer Verkirzung des Zeitraums auf, der bis
zur Erstvorstellung beim Rheumatologen vergeht. Moglicherweise kann durch den
Einsatz eines Schnelltests fur die RA eine Verkurzung dieser zeitlichen Verzogerung
zwischen Symptom- und DMARD-Therapiebeginn erzielt werden.

In dieser Studie wurde erstmals ein Anti-MCV-Ak und RF IgG Schnelltest (Anti-MCV-
Ak als ein neuer hochspezifischer Marker fir die RA) zur Diagnostik der RA an 230
Patienten mit rheumatologischen Erkrankungen und 200 gesunden Blutspendern

durchgefuhrt und die Ergebnisse ausgewertet und mit denen des ELISA verglichen.

5.1 Durchfuhrbarkeit und Praxistauglichkeit des POCT

Bei dem im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Lateral-flow
Immunochromatographic Assay handelt es sich um einen einfachen Schnelltest, der
leicht durchzufuhren ist: Es werden 1-2 Tropfen Blut aus der Fingerbeere des
Probanden bendtigt, diese werden auf das Probenfeld aufgetragen. Anschliefend
werden wenige Tropfen Pufferldsung auf das Pufferfeld aufgetragen. Ein integriertes
Kontrollsystem zeigt die korrekte Testdurchfihrung an und das Ergebnis kann in
Form von keiner, einer oder zwei roten Ergebnislinien nach 10-15 Minuten vom
Untersucher abgelesen werden. Der Schnelltest ist ein einfach anzuwendender und
daher sehr praxistauglicher Test.

Die Durchfuhrung des Schnelltests gelang ausnahmslos bei allen 430 Probanden. In
allen Fallen zeigte das integrierte Kontrollsystem eine positive Kontrolllinie zur

Bestatigung der korrekten Testdurchfihrung an.

5.2 Anti-MCV-Antikorper

Der POCT fand bei einem Cut-off-Wert von 40 U/ml insgesamt 62 (14,4 %) positive
von 430 Proben des untersuchten Gesamtkollektivs, davon stammten 59 Proben aus
der RA-Gruppe und drei aus der Blutspendergruppe. Unter den 59 positiven Proben
befanden sich 13, die nur fur Anti-MCV-AK, nicht jedoch fur RF 1gG positiv waren.
Die verbleibenden 368 Proben waren negativ. In Bezug auf die Diagnose RA ergibt
dies eine Sensitivitat von 54,6 % und eine Spezifitat von 99,1 %. Einschlusskriterium
fur die RA-Gruppe war ein bisher von RF- und/oder ACPA-Positivitat
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gekennzeichneter Krankheitsverlauf. Ein Teil der Patienten stand zum Testzeitpunkt
unter DMARD-Therapie, fur die eine Verminderung der Produktion und damit
Nachweisbarkeit von Autoantikdrpern beschrieben worden ist; das Absinken der
Autoantikdrpertiter eignet sich maoglicherweise sogar zum Therapiemonitoring
(Nicaise Roland et al. 2008). Der Therapieeinfluss erklart moglicherweise die geringe
Anzahl richtigpositiver Proben. Andererseits lag die Sensitivitat des ELISA bei 75%,
das ist mit den in den bisher durchgefuhrten Studien vorbeschriebenen Sensitivitaten
gut in Einklang zu bringen (Dejaco et al. 2006; Bang et al. 2007; Bizzaro et al. 2007;
Coenen et al. 2007; Soos et al. 2007; Innala et al. 2008; Poulsom et al. 2008; Ursum
et al. 2008). Die Spezifitdat von 99,1 % des POCT in Bezug auf die Diagnose ist
exzellent: In der Kontrollgruppe von Patienten mit anderen rheumatologischen
Erkrankungen fand sich kein positives Ergebnis fur Anti-MCV, lediglich in der Gruppe
der Blutspender fanden sich drei Anti-MCV-Ak positive Probanden, die im ELISA
ebenfalls positiv waren. Demzufolge ergibt sich gegenuber den Kontrollen mit
rheumatologischen Erkrankungen eine Spezifitat von 100 %, wahrend die Spezifitat
gegen gesunde Probanden 98,5 % betragt.

Eine Anti-MCV-Ak-Positivitat bei gesunden Probanden wurde im Rahmen
vorangegangener Studien bereits beschrieben: So fanden Bang et al. unter 232
gesunden Probanden vier Anti-MCV positive Proben (Bang et al. 2007), Matthson et
al. beschrieben unter 100 gesunden Kontrollen zwei sicher positive und drei Proben,
deren Titer grenzwertig zwischen 20 und 30 U/ml lagen (Mathsson et al. 2008).
Poulsom et al. fanden einen grenzwertigen Befund von 20 U/ml bei einem gesunden
Kontrollprobanden (Poulsom et al. 2008). Zudem beschrieben Soos et al. positive
Proben unter 44 gesunden Kontrollen, ohne jedoch deren genaue Zahl anzugeben
(Soos et al. 2007).

Die drei positiven Blutspender wiesen folgende Charakteristika auf: Die
Konzentrationen der Anti-MCV-Ak im ELISA lagen bei 100, 124 und 322 U/ml,
zudem waren alle drei Probanden auch RF-IgG positiv, sowohl in POCT als auch in
ELISA, so dass bei ihnen zumindest eine erhdhte Wahrscheinlichkeit fur das
Vorliegen einer rheumatologischen Erkrankung besteht.

Der positive pradiktive Wert des Anti-MCV-POCT lag bei 100 %, der negative
pradiktive Wert bei 71,3 %. Die Berechnung dieser Werte ist abhangig von der
Pravalenz der Erkrankung, in diesem Fall von der Pravalenz der Erkrankung

innerhalb des untersuchten Kollektivs. Hierzu wurde der Anteil der an einer
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seropositiven RA Erkrankten an der Gesamtzahl rheumatologisch Erkrankter
bestimmt, dies ergab eine Pravalenz von 47 %.

Sensitivitat und  Spezifitat des Anti-MCV-Ak POCT in Bezug auf das
Standardverfahren ELISA lagen bei 69,3 % bzw. 99,7 %. Es fanden sich ein
falschpositives und 27 falschnegative Ergebnisse im POCT, das ergibt einen Anteil
falschpositiver Ergebnisse von 1,6 % und falschnegativer von 7,3 %.

Bei dem falschpositiven Ergebnis handelt es sich um eine 74-jahrige RA-Patientin mit
einer Anti-MCV-Konzentration im ELISA von 31,8 U/ml. Bei der Bestimmung des RF
IgG war die Patientin sowohl im POCT als auch im ELISA mit > 400 U/ml positiv.

Von den 27 falschnegativen Anti-MCV-Ak POCT-Proben waren 23 aus der RA-
Gruppe, diese wiesen im ELISA Resultate von 45,7 U/ml bis 867 U/ml auf, der
Mittelwert lag bei 188,2 U/ml.

Um die falschnegativen Ergebnisse genauer zu charakterisieren, wurde eine Analyse
nach Antikdrperkonzentration, Patientengeschlecht, Patientenalter und, sofern
vorhanden, nach Erkrankungsdauer durchgefuhrt. Dabei ergab sich bezlglich der
Antikérperkonzentration eine sehr gute Ubereinstimmung in den Bereichen < 40 und
> 400 U/ml, wahrend die meisten diskrepanten Ergebnisse zwischen diesen
Konzentrationen lagen. Insgesamt ergaben sich bessere Sensitivitaten des POCT
unter den Proben mannlicher Patienten, 66,7 % versus 51,7 % unter den Proben der
Patientinnen in Bezug auf die Diagnose RA und 87,5 % versus 67 % in Bezug auf
den ELISA. Eine leicht hdhere Sensitivitat unter der Proben mannlichen Patienten
wurde ebenfalls von Wagner et al. gefunden, auch wenn diese nicht signifikant war
(Wagner et al. 2009). Die Geschlechterverteilung seiner Studie war mit 19,2 %
mannlichen Patienten und 80,8 % Patientinnen nahezu gleich.

Die Spezifitatsunterschiede hingegen in Bezug auf die Diagnose RA waren mit 99,1
% unter den Proben der Probandinnen und 98,9 % unter den Proben mannlicher
Probanden sowie auf den ELISA bezogen mit 95 % unter den Proben der
Probandinnen und 100 % unter den Proben mannlicher Probanden eher gering.
Altersbezogen zeigte sich keine Fehlerhaufung. Bezlglich der Erkrankungsdauer
lasst sich hervorheben, dass sich gerade in der Gruppe mit Symptombeginn
innerhalb des letztes Jahres eine hohe Ubereinstimmung zwischen POCT- und
ELISA-Ergebnissen fand; das steht im Einklang mit der bereits bekannten hohen
Sensitivitat der Anti-MCV-Antikérper in der frihen Erkrankungsphase (92 % bei

Poulsom et al, 71 % bei Coenen et al.)(Coenen et al. 2007; Poulsom et al. 2008).
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Madglicherweise sind die weit verteilten falschnegativen Werte und der oben
beschriebene Fall der RA-Patientin Ausdruck dessen, dass die fixierte Antigenregion
bzw. das Epitop in POCT und ELISA nicht hundertprozentig Gbereinstimmen.

Die vier falschnegativen Ergebnisse in der Kontrollgruppe lieRen sich folgenden
Diagnosen und Antikérperkonzentrationen zuordnen: (1) Eine Patientin mit
seronegativer RA und 40,3 U/ml: Hier handelt es sich um einen Wert im
Grenzbereich fur Anti-MCV-Ak, zudem ist eine Serokonversion im Krankheitsverlauf
maglich. (2) Eine Patientin mit Sjogren-Syndrom und 381 U/ml: positive Anti-MCV-
Antikdrperwerte  bei  Patienten mit Sjogren-Syndrom  wurden  mehrfach
vorbeschrieben (Bang et al. 2007; Nicaise Roland et al. 2008; Poulsom et al. 2008;
Wagner et al. 2009). (3) Eine Patientin mit Polyarthrose und 232 U/ml sowie (4) eine
Patientin mit Arthrose und 68 U/ml: Hier ware die Diagnose zu Uberprifen oder aber
der Ubergang in eine rheumatoide Arthritis in Betracht zu ziehen.

Insgesamt stimmten die qualitativen Ergebnisse des POCT und die quantitativen des
ELISA auf alle Proben bezogen zu 93 % uberein. Hierbei ergaben sich in der RA-

Gruppe 78 %, in der Kontrollgruppe 97 % und in der Blutspendergruppe 100 %.

5.3 Rheumafaktor IgG

Der RF 1gG-POCT fand bei einem Cut-off-Wert von 30 U/ml insgesamt 87 (20,2 %)
positive Proben von 430. Davon stammten 61 aus der RA-Gruppe, 10 aus der
Kontrollgruppe und 16 aus der Blutspendergruppe. Die ubrigen 343 POCT-Assays
waren negativ. Sensitivitdt und Spezifitat in Bezug auf die Diagnose RA lagen bei
56,5 % bzw. 91,9 %. Die 16 positiven Blutspender waren durch einen Altersmittelwert
von 68,3 Jahren gekennzeichnet, wahrend der insgesamte Mittelwert in der
Blutspendergruppe 47,4 Jahre betrug; dieser deutliche Unterschied lasst sich
moglicherweise der erhdhten Pravalenz des RF im hoheren Alter zuordnen.

Im Vergleich zum ELISA ergaben sich 8 (9,2 %) falschpositive und 63 (18,4 %)
falschnegative Ergebnisse. Dies fuhrt zu einer Sensitivitdt von 55,6 % und einer
Spezifitat von 97,2 %. Um die falschnegativen Ergebnisse genauer zu
charakterisieren, wurde ebenfalls eine Analyse nach Antikdrperkonzentration,
Patientengeschlecht, Patientenalter und, sofern vorhanden, nach Erkrankungsdauer
durchgefuhrt.

In der RA-Gruppe verteilten sich 32 falschnegative RF IgG-POCT-Ergebnisse auf
Antikorperkonzentrationen von 31,2 U/ml bis 396,2 U/ml im ELISA, der Mittelwert
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betrug 103,7 U/ml. Auffallig war, dass zwischen 30 und 100 U/ml nur 34 % der
Ergebnisse in POCT und ELISA Ubereinstimmten. Die Sensitivitat des Assays unter
den Proben der Patientinnen in Bezug auf die Diagnose RA lag bei 56,3 %, unter den
Proben mannlicher Patienten bei 57,1 %. Die Spezifitat war unter den Proben beider
Geschlechter mit jeweils 91,9 % gleich. Die Ubereinstimmung der POCT-Ergebnisse
mit denen des ELISA war bei den Proben der Probandinnen mit 81,6 % jedoch
besser als bei den mannlichen Probanden (66,7 %). Hinsichtlich Patientenalter und
Erkrankungsdauer liel3en sich keine Schlussfolgerungen anstellen.

In der Kontrollgruppe gab es im Vergleich zum ELISA vier falschpositive und 29
falschnegative POCT-Ergebnisse. Die vier falschpositiven Ergebnisse traten bei
Patienten mit folgenden Diagnosen auf: (1) CREST-Syndrom ELISA: 19,8 U/ml, (2)
Ankylosierende Spondylitis ELISA: 24,8 U/ml, (3) Psoriasis-Arthritis ELISA: 11,9 U/ml
und (4) bisher seronegative RA ELISA: 23,7 U/ml.

Unter den 29 falschnegativen Ergebnissen fanden sich Patienten mit folgenden
Diagnosen: ankylosierende  Spondylitis (n=6), seronegative RA (n=6),
Psoriasisarthritis  (n=4), Arthrosen/Polyarthrosen (n=2), Oligoarthritis (n=2),
Polymyalgia rheumatica (n=2), Sjogren-Syndrom (n=2) sowie Patienten mit
Borreliose (n=1), Uveitis (n=1), juveniler RA (n=1), SLE/Sjégren-Overlap (n=1) und
Arthritis bei Zoliakie (n=1).

Die Ubereinstimmung der qualitativen RF IgG-Ergebnisse mit den quantitativen des
ELISA betrug auf alle Proben bezogen 83 %: 67,7 % in der RA-Gruppe, 73 % in der
Kontrollgruppe und 98,5 % in der Blutspendergruppe.

5.4  Anforderungen an einen diagnostischen Test

Diagnostische Tests sollten folgende Anforderungen erfullen (Guckenmoos-
Holzmann et al. 1995): (1) Validitdt: AusmaR der Ubereinstimmung der
Testergebnisse mit dem tatsachlichen Sachverhalt. Der in der vorliegenden Arbeit
evaluierte Test erreichte 93% Ubereinstimmung fir Anti-MCV-Antikérper und 83%
Ubereinstimmung fir Rheumafaktor IgG mit dem Standardverfahren ELISA. (2)
Reliabilitat: AusmaR an Ubereinstimmung bei wiederholter Durchfiihrung des Tests.
Da es sich in der vorliegenden Studie um eine Querschnittsstudie handelt, konnte
dieses Kriterium nicht erfasst werden. Es ist wunschenswert, die wiederholte
Durchfihrung in einer weiteren Studie zu testen. (3) Relevanz: Einfluss des

Testergebnis auf weitere diagnostische Mittel oder die Therapiewahl. Liegt ein
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positives Ergebnis und damit ein Verdacht auf eine RA vor, so muss der Patient
dringend an den Rheumatologen Uberwiesen werden, damit dieser die Diagnose
stellen und mit der krankheitsmodifizierenden Therapie beginnen kann. Der positive
Nachweis von Anti-MCV-Ak ist mit einem schwereren Verlauf der Erkrankung
vergesellschaftet: Innala et al. zeigten, dass Patienten mit Anti-MCV-Antikoérpern
nach 24 Monaten Therapie eine signifikant geringere Abnahme der
Krankheitsaktivitat, gemessen am DAS 28, hatten (Innala et al. 2008). Matthson et al.
stellten fest, dass Anti-MCV-Positivitat auf starkere Gelenkdestruktionen vor allem in
den ersten beiden Erkrankungsjahren hinweisen kann (Mathsson et al. 2008). Zudem
konnte von Criswell et al. gezeigt werden, dass Patienten von einer Behandlung
durch Rheumatologen profitieren (Criswell et al. 1997). Insofern kann der Einsatz des
vorliegenden Tests zu relevanten Konsequenzen in Bezug auf Uberweisung zum
Spezialisten und frihzeitige Therapie fihren. (4) Effizienz: Kosten-Nutzen-Effekt, den
das Verfahren im Gesamtprozess der Krankenversorgung zeigt. Dieser wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht untersucht, jedoch ist mit einem positiven
Effekt zu rechnen, da frihe Diagnosestellung und rascher Therapiebeginn mit
héherer Wahrscheinlichkeit in die Remission fihren und die Langzeitprognose der
Erkankung bessern (Lard et al. 2001).

5.5  Screeningtest oder Bestatigungstest?

Die ValiditatsmalRe Sensitivitat und Spezifitdt erreichen nicht gleichzeitig 100%,
sondern die Zunahme des einen Maldes zieht die Abnahme des anderen nach sich,
sie verhalten sich gegenlaufig. In der jeweiligen Testsituation muss demzufolge
entschieden werden, welches Mal} optimiert werden soll. Beide Validitatsmalie
werden entscheidend vom Cut-off-Wert bestimmt. Prinzipiell gibt es zwei Moglich-
keiten: (1) Die Entwicklung eines Screening-Tests. Dieser erfordert eine hohe
Sensitivitat, da kein Kranker Ubersehen werden soll, und somit moéglichst wenig
falschnegative Ergebnisse auftreten. (2) Die Entwicklung eines Bestatigungstests.
Der Test und/oder die auf ihn folgende Therapie ist mit Risiken fur den Patienten
verbunden, im Falle der RA Dbeispielsweise erfolgt eine Therapie mit
immunsuppressiven Medikamenten, die potentiell schwere Nebenwirkungen mit sich
bringen kdnnen. Ziel ist eine hohe Spezifitat und damit eine mdglichst geringe Anzahl
an falschpositiven Testergebnissen, damit ein moglicherweise gesunder Patient nicht

unnotig belastet wird. Dem spezifischen Test sollten vorbereitende Verfahren, wie
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beispielsweise eine gute arztliche Anamnese und Untersuchung, vorausgegangen
sein, damit das Patientengut vorselektiert ist. Ein POCT-Assay als Bestatigungstest
sollte immer durch einen Standardtest bestatigt werden: Im Fall des POCT zur
Bestimmung von Anti-MCV-Ak und RF IgG ist dies der ELISA.

Der in der vorliegenden Arbeit erstmals untersuchte POCT-Assay wurde als
Bestatigungstest fur die rheumatoide Arthritis entwickelt. Da sich in den
Patientengruppen unter den vorliegenden Ergebnissen fur die Bestimmung von
Antikorpern gegen MCV nur ein falschpositives Ergebnis befindet und er eine

Spezifitat von 99,1% aufweist, erflllt er die geforderten Bedingungen.

5.6  Vergleich mit anderen Arbeiten zum Thema

Bis heute zahlen die Rheumatologie und insbesondere autoimmune Erkrankungen
nicht zu den klassischen Einsatzgebieten von patientennahen Schnelltests. Das
vorrangige Anwendungsgebiet ist die Intensiv- und Notfallmedizin, und der am
haufigsten bestimmte Parameter ist Glucose im Serum. Der Nachweis von
Rheumafaktoren zur Diagnose der rheumatoiden Arthritis — der RF stellt eines der
Klassifikationskriterien der RA dar - erfolgt mittels Latexagglutinationsverfahren (Plotz
et al. 1956), Nephelometrie und Turbidimetrie sowie inzwischen als Standard-
methode mittels ELISA (Greiling et al. 1994). Heute wird die alleinige Bestimmung
der Rheumafaktoren zur Diagnose der RA als obsolet betrachtet; empfohlen wird der
Nachweis von ACPA (Egerer et al. 2009).

Bezlglich des Einsatzes von Schnelltests zeichnet sich jedoch eine neue
Entwicklung ab. In 2008 wurde von Snijders et al. ein Schnelltest zur Bestimmung
von Anti-CCP2-Antikdrpern vorgestellt (Snijders et al. 2008). Dieser wurde im
Rahmen einer Studie mit 109 RA-Patienten, 351 Patienten mit anderen
rheumatologischen Erkrankungen und 420 gesunden Kontrollen untersucht. Unter
anderem wurde auch der Vergleich der Bestimmung aus dem Kapillarvollblut und der
Bestimmung der Antikérper mittels ELISA untersucht. Die Sensitivitat in Bezug auf
den ELISA gaben die Autoren mit 95 %, die Spezifitat ebenfalls mit 95 % an. Die
Sensitivitat in Bezug auf die Diagnose wurde nicht explizit erwahnt, jedoch fanden
sich 61 positive von insgesamt 109 Patienten, so dass die Sensitivitat bei 56 % liegt.
In der vorliegenden Arbeit wurde nun erstmals ein Schnelltest untersucht, der dem
Nachweis von Anti-MCV-Ak und RF IgG dient. Da eine vergleichbare Studie bisher

nicht durchgefuhrt worden ist wurden die Ergebnisse eingangs mit den bisher zur
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Bestimmung von Anti-MCV-Ak gelaufenen Studien verglichen, auch wenn es sich
dabei um Bestimmungen mittels ELISA handelte. Weitere Studien sind zur
Einordnung von Schnelltests in der Rheumatologie vonnoéten. Jedoch scheint der in
dieser Arbeit untersuchte Schnelltest zur Bestimmung von Anti-MCV-Ak und RF 1gG
die bisher vorhandenen diagnostischen Moglichkeiten sinnvoll erganzen zu konnen,
und, betrachtet man den zeitlichen Aspekt, um ein wertvolles Werkzeug erweitern zu

konnen.

5.7  Limitierung der Studie

Das Patientenkollektiv entstammt der einer Medizinischen Universitatsklinik mit
Schwerpunkt Rheumatologie und einer spezialisieten Rheumaklinik und ist
demzufolge vorselektiert. Daher ergibt sich auch eine sehr hohe Pravalenz von 47 %
der seropositiven RA, die derjenigen in einer normalen Arztpraxis nicht entspricht.
Das ist fur die Bewertung des positiven pradiktiven Wertes der Anti-MCV-AK-
Positivitat von 100 % zu berucksichtigen. Fir verschiedene Therapien wurden
Einfluisse auf die Produktion von Autoantikdrpern gezeigt (Nicaise Roland et al.
2008), das konnte zum einen deren Nachweisbarkeit beeinflussen und erklart
andererseits maoglicherweise den relativ niedrigen Anteil von 54% seropositiven
Ergebnissen in der RA-Gruppe. Ebenfalls zu bedenken sind Limitationen des RF IgG
hinsichtlich seiner Detektierbarkeit und Aussagekraft: Der Nachweis des RF IgG wird
durch die Neigung zur Selbstaggregation erschwert und die Aussagekraft wird durch
die eingeschrankte Spezifitat des Rheumafaktors im Allgemeinen vermindert. Auf die
Berechnung positiver und negativer pradiktiver Werte der RF-Ergebnisse wurde aus
diesen Grunden verzichtet. Auch konnten flr den RF IgG bisher keine prognostische
Relevanz wie beispielsweise fur IgM und IgA nachgewiesen werden. Daher wird
Rheumafaktor IgG normalerweise nicht routinemalig bestimmt. Erfolgt die
Auswertung des Schnelltests nach mehr als 15 Minuten, kann es zur unspezifischen
Antikérperbindung kommen, die ein falschlicherweise positives Ergebnis hervorrufen
kann. Dies ist vom durchfiUhrenden Personal zu beachten. Zudem muss in weiteren
Studien gezeigt werden, dass der Einsatz des POCT tatsachlich die zeitliche
Verzogerung reduzieren und zu schnellerem Therapiebeginn fuhren kann. Bei einer
aktuellen Weiterentwicklung dieses POCT-Assays wurde der RF IgG durch den RF
IgM ersetzt.
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5.8  Starken der Studie

Die Durchfuhrung aller Tests und die Auswertung der 230 Ergebnisse des
Patientenkollektivs erfolgten durch einen Untersucher, somit herrschten konstante
und reproduzierbare Bedingungen. Die vielversprechenden Eigenschaften von MCV,
insbesondere die vergleichsweise hohe Sensitivitat in der Frihphase der Erkrankung
und seine potentielle Rolle in der Pathogenese der RA stellen eine Starke des POCT
dar (Coenen et al. 2007; Poulsom et al. 2008). Antikorper gegen MCV sind als
Marker fur die rheumatoide Arthritis mit einer Sensitivitat von 82 % und einer
Spezifitat von 98 % beschrieben worden (Bang et al. 2007). Die Kosten des POCT
gegenuber dem ELISA sowie das zeitnahe Erfahren des Ergebnisses stellen eine

weitere Starke des Verfahrens dar.

5.9  Schlussfolgerungen fur die Praxis

Zur optimalen Nutzung eines Testverfahrens sind entsprechende Rahmen-
bedingungen fur die Anwendung des Tests noétig. Bezuglich des vorliegenden Tests
stehen mehrere Optionen zur Wahl: Der Test kdnnte in der Apotheke frei erhaltlich
sein und anschlielend vom Patienten zuhause durchgefuhrt werden. Wirde der Test
in der Arztpraxis oder Ambulanz durchgefuhrt, stellt sich die Frage, ob dies beim
erstbehandelnden Arzt oder bei Rheumatologen geschehen soll. Auch die Frage
nach dem Anlass zur Testdurchfihrung muss beantwortet werden: Ist eine
Durchfuhrung zu jedem Zeitpunkt geeignet, beispielsweise wenn ,Rheuma“ in der
Familie vorkommt und die Patienten ihr eigenes Risiko kennen wollen, oder erst nach

Symptombeginn?

Bezuglich der Vorselektion des Patientenguts empfiehlt sich die Durchfuhrung des
untersuchten POCT nur in der arztlichen Praxis bei vorliegendem arztlichen Verdacht
aufgrund einer klinischen Diagnose; ein freier Verkauf des POCT in der Apotheke —
und damit dessen Verwendung als Screeningtest - kann in Einklang mit den in

Kapitel 5.4 diskutierten Argumenten nicht empfohlen werden.
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Patient mit unklaren Gelenkbeschwerden beim
Allgemeinmediziner/ hausarztlichen Internisten/
Orthopdden in die Sprechstunde; Arzt hat Verdacht auf RA

Schnelltest wird in der Sprechstunde durchgefiihrt, bei
positivem Ergebnis

Uberweisung an einen Rheumatologen

Abbildung 18. Empfohlenes Vorgehen mit dem Schnelltest

Der Test wird beim erstversorgenden Arzt bei Symptombeginn von eingewiesenem
Personal unter konstanten Bedingungen durchgeflihrt. Somit kann im Anschluss an
das Ergebnis unverzlglich gehandelt werden. Ein weiterer Vorteil dieses Vorgehens
ist, dass der Patient bei einem positiven Ergebnis durch den Arzt aufgefangen
werden kann und sich nicht allein zuhause mit der Diagnose RA konfrontiert sieht,
zumal die Moglichkeit besteht, dass der Test schon vor Beschwerdebeginn ein
positives Ergebnis zeigt, da MCV bereits Jahre vor Erkrankungsbeginn nachweisbar
sein kann. Auch die theoretische und ethisch schwierige Entscheidung der Einleitung
einer aggressiven Therapie ohne Vorliegen von Symptomen bei hoher
Wahrscheinlichkeit der Entwicklung einer RA im weiteren Verlauf kann so umgangen
werden. In Anbetracht des hohen positiven pradiktiven Wertes sollte auf einen
positiven Test grundsétzlich eine Uberweisung an den Rheumatologen erfolgen. Der
Nachweis von Anti-MCV-Antikorpern allein stellt noch keine Diagnose und es konnte
gezeigt werden, dass Patienten mit RA von einer Behandlung durch den Spezialisten
profitieren (Criswell et al. 1997).

Im Falle eines negativen Testergebnisses sollten regelmalige Verlaufskontrollen der
klinischen Beschwerden des Patienten erfolgen.

Heute und in Zukunft sind Labormarker, die zu einer schnellen und sicheren
Diagnosestellung der RA fuhren, hilfreich und vonnéten. Einfache, gut zugangliche,
leicht durchfuhrbare und gunstige Testverfahren wie der in dieser Studie erstmals
klinisch evaluierte POCT zur Bestimmung von Anti-MCV-Antikérpern und

Rheumafaktoren sind gefragt. Ob er tatsachlich zu einem haufigeren Therapiebeginn
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im therapeutischen Fenster der RA und damit zu einem verbesserten Outcome der
Patienten mit rheumatoider Arthritis fUhren kann, muss in zukunftigen breiteren
Studien mit groRerer Fallzahl analysiert werden. Diese erste Untersuchung zeigt die
Mdglichkeiten des POCT, ein wertvollen Werkzeug fur ein besseres Management der

RA zu werden, auf.
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6 Zusammenfassung

Die rheumatoide Arthritis ist eine ca. 1% der Bevolkerung betreffende entzindliche
Gelenkerkrankung, welche vorwiegend chronisch-progredient verlauft. Das flhrt nicht
selten zu Invaliditat und Arbeitsunfahigkeit. Wie bei vielen Autoimmunerkrankungen
sind Frauen haufiger betroffen als Manner. Die Diagnosestellung der rheumatoiden
Arthritis beruht vorwiegend auf der arztlichen Anamnese und koérperlichen Unter-
suchung, zudem erfolgt neben weiteren unspezifischen Laborbefunden die
Bestimmung von Rheumafaktoren und Antikorpern gegen citrullinierte Peptide. Die
Diagnosestellung ist aufgrund der im frGhen Stadium noch recht unspezifischen
Symptome schwierig und teils langwierig. Eine frihzeitige Diagnosestellung und ein
unverzuglicher Therapiebeginn in den ersten drei Monaten nach Symptombeginn
sind jedoch Voraussetzungen fur ein erfolgreiches Management der RA und
konsekutiv fur das Vermeiden oder Eindammen von Komplikationen, die der
naturliche Verlauf der Erkrankung mit sich bringt.

Mit Antikorpern gegen MCV, mutiertes citrulliniertes Vimentin, wurde kulrzlich ein
neuer Marker fur die RA beschrieben. Er weist eine Sensitivitat von 82 % und eine
Spezifitat von 98 % auf, zudem konnte citrulliniertes Vimentin direkt aus der
Synovialflissigkeit der RA-Patienten gewonnen werden. Seine hohe Spezifitat fur die
RA und seine moglichen pathogenetischen Implikationen machen MCV zu einem
relevanten Antigen fur die RA.

Erstmals wurde nun ein einfacher, praxistauglicher POCT — ein patientennaher
Schnelltest — zur Bestimmung von Antikérpern gegen MCV und Rheumafaktor der
Klasse IgG entwickelt. Zur Durchfliihrung wurden ein bis zwei Tropfen Kapillarblut auf
den Teststreifen aufgetragen, Pufferldsung wurde zugegeben und nach bereits 10-15
Minuten konnte das Ergebnis in Form von farbigen Streifen abgelesen werden. Der
Schnelltest wies zudem ein integriertes Kontrollsystem auf, welches ein korrekte
Testdurchfihrung anzeigte, dies war bei allen durchgefuhrten Schnelltests der Fall.
Gegenstand der vorliegenden Arbeit war es, diesen neu entwickelten Streifentest in
der Klinik erstmals zu evaluieren und seine Ergebnisse mit dem ELISA-Verfahren zur
Bestimmung der entsprechenden Antikérper zu vergleichen. Hierzu wurden 230
Patienten der Medizinischen Klinik m. S. Rheumatologie und Klinische Immunologie
der Charité und der Rheumaklinik Buch sowie 200 gesunde Blutspender untersucht.

Unter den 230 Patienten befanden sich 108 Patienten mit bisher
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seropositivem/ACPA-positivem Verlauf der RA und 122 Patienten in der
Kontrollgruppe mit anderen rheumatologischen Erkrankungen. Den grofdten Anteil an
Diagnosen in der Kontrollgruppe stellten Spondylitis ankylosans, rheumatoide
Arthritis mit bisher seronegativem Verlauf sowie Psoriasisarthritis.

Die Sensitivitat des Tests flr die Bestimmung von Anti-MCV-Antikérpern lag bei 54,6
% in Bezug auf die Diagnose RA und die Spezifitat bei 99,1 %. Der positive
pradiktive Wert in Bezug auf die Diagnose seropositive RA betrug 100 %, der
negative pradiktive Wert betrug 71,3 %. In Bezug auf das Standardverfahren ELISA
ergab sich eine Sensitivitat von 69,3 % und eine Spezifitdt von 99,7 %. Zudem trat
lediglich ein falschpositives Ergebnis auf, insofern erfiillt der Test die Anforderungen
an einen Bestatigungstest. Die Gesamtubereinstimmung der Ergebnisse von POCT
und ELISA bezuglich MCV lag bei 93 %. Die Ergebnisse hinsichtlich des RF IgG
stellten sich wie folgt dar: Die Sensitivitat des RF 1gG POCT betragt 55,6 %, seine
Spezifitat 97,2 %. Die Ubereinstimmung der Ergebnisse der beiden Verfahren lag bei
83 %.

FUr den sinnvollen praktischen Einsatz des POCT empfiehlt sich folgendes
Vorgehen: Der POCT sollte in der Praxis des erstversorgenden Arztes durchgefuhrt
werden, sobald der Patient tGber unklare Gelenkbeschwerden klagt und der Arzt den
Verdacht auf eine rheumatoide Arthritis hat. Im Anschluss an ein positives
Testergebnis sollte im Sinne der Zeitersparnis eine sofortige Uberweisung an den
Rheumatologen erfolgen, damit dieser die Diagnose stellen und als Konsequenz die
krankheitsmodifizierende Therapie rechtzeitig einleiten kann.

In diesem Rahmen kann der Schnelltest in Zukunft ein wertvolles und durch seine
schnelle Ergebnislieferung ein den bisher vorliegenden Madglichkeiten Uberlegenes
Werkzeug zur Diagnosesicherung darstellen und so mdglicherweise zu einem

verbesserten und erfolgreicheren Management der rheumatoiden Arthritis beitragen.
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Anhang

Erklarung an Eides statt

»Ich, Franziska Renger, erklare, dass ich die vorgelegte Dissertationsschrift mit dem
Thema: ,Ein POCT-Assay zur Diagnostik der Rheumatoiden Arthritis‘ selbst verfasst
habe. Keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel wurden benutzt,
sie wurde ohne die Hilfe Dritter verfasst und stellt auch in Teilen keine Kopie anderer

Arbeiten dar.”

Berlin, 3. August 2009
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