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1. Aufgabenstellung

Die angewandte Forschung in der Immunologie befasst sich aus vergleichend-medizinischer
Sicht vorrangig mit klinischen Aspekten der Immunantwort, insbesondere der Erkennung und
Bekdmpfung von Krankheiten, die Immunreaktionen auszuldsen vermogen, sowie mit

Fehlreaktionen des Immunsystems.

Der systemische Lupus erythematodes (SLE; Synonyme: Lupus erythematodes viscerales,
Lupus erythematodes disseminatus) ist eine nichtinfektiose, schubweise verlaufende,
chronisch-entziindliche Autoimmunerkrankung mit Befall zahlreicher Organsysteme wie
beispielsweise Haut, Gelenke, serdse Héaute, Nieren, Blutgefde, Blutzellen und ZNS.
Charakteristisch ist der Nachweis von Autoantikdrpern gegen Zellkernbestandteile
(antinukledre Antikorper), wobei Autoantikorper gegen native, doppelstrangige dsDNA und
gegen Sm-Antigen Markerantikorper darstellen (1-5). Die Atiologie von SLE ist bisher nicht
geklart (6).

Die Arbeitsgruppe von Prof. Hiepe an der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt
Rheumatologie und Klinische Immunologie der Charité - Universititsmedizin Berlin,
Centrum fiir Innere Medizin und Dermatologie und dem Deutschen Rheuma-
Forschungszentrum (DRFZ) Berlin beschiiftigt sich seit vielen Jahren mit der
diagnostischen und pathogenetischen Bedeutung der Autoantikorper bei SLE und

anderen systemischen Autoimmunerkrankungen.

Von Herrn Univ.-Prof. Dr. med. F. Hiepe erhielt ich den Auftrag, vergleichende
Untersuchungen mit verschiedenen Testsystemen zum Nachweis von Anti-dsDNA-
Autoantikorpern beim Systemischen Lupus Erythematodes (SLE) des Menschen

hinsichtlich ihrer diagnostischen Relevanz durchzufiihren.

In der vorliegenden Arbeit wurden vier verschiedene, kommerziell erhéltliche
Enzymimmunoassays ( ELISA) (Farrzyme, Bindazyme, Orgentec und Varelisa) mit zwei
Tests, die als sehr spezifisch fiir den SLE gelten, dem Critidia luciliae Immunfluoreszenztest
(CLIF) und dem Farr-Test, einem Radioimmunoassay (RIA), zur Bestimmung der Anti-

dsDNA-Autoantikdrper bei SLE-Patienten und bei Patienten mit anderen entziindlichen und




Aufgabenstellung

infektiosen Erkrankungen als Kontrollgruppe eingesetzt, um die diagnostische Relevanz der

verschiedenen Testsystem fiir den SLE besser zu verstehen und zu bewerten.




2. Literaturibersicht

2.1. Allgemeine Ubersicht der Autoimmunerkrankungen

Autoimmunkrankheiten sind lokale oder systemische Krankheiten, bei denen
krankheitsspezifische Autoimmunphidnomene (Autoantikorper, autoreaktive Lymphozyten) in
Verbindung mit charakteristischen klinischen, histopathologischen oder funktionellen
Veranderungen nachgewiesen werden konnen. Autoimmunreaktionen durch Autoantikorper
oder autoreaktive zytotoxische T-Zellen ausgeldst, sind von entscheidender Bedeutung fiir die
Pathogenese (7). Autoantigene/Autoantikorper sind korpereigene Molekiile, die als Antigene
erkannt werden bzw. Antikérper, die mit Autoantigene reagieren. Autoreaktive Zellen sind
Lymphozyten mit Rezeptoren, die Autoantigene binden konnen. Diese Zellen haben das
Potenzial, eine autoreaktive Immunantwort hervorzurufen. Autoimmunitit ist die Reaktion
des Immunsystems gegen korpereigene Gewebe. Der Zusammenbruch der zentralen oder
peripheren Toleranz, ein Versagen der Autoregulation, kann Autoimmunitit hervorrufen (8).
Der Systemische Lupus erythematodes (SLE) gilt als Prototyp einer Autoimmun- und
Immunkomplexerkrankung. Patienten bei denen eine Vielzahl von Autoantikdérpern, die mit
verschiedenen  nukledren, zytoplasmatischen und  Zellmembranantigenen  sowie
immunkomplexvermittelten Pathomechanismen reagieren, zu multiplen Organbeteiligungen
fithren, sind besonders betroffen (1). Plasmablasten konnen sich aus jeder Art von aktivierten
B-Zellen und Gedichtnis-B-Zellen entwickeln; bisher ist nicht gekldart ob aus allen
Plasmablasten langlebige Plasmazellen entstehen. Die Erzeugung von autoreaktiven

Antikorpern ist ein Markenzeichen der Autoimmunerkrankung (9).

Das Immunsystem besteht wie bereits dargelegt, aus Zellen der angeborenen und erworbenen
Immunitat, die bei der Abwehr von Infektionskrankheiten und Tumoren einer strengen
Regulation unterliegen und miteinander interagieren. Nach der Aktivierung von adaptiven
Immunmechanismen besteht die Gefahr, dass unreife Lymphozyten nicht entsprechend ihrer
eigentlichen Funktion korperfremde Strukturen angreifen, sondern auch auf korpereigene
Strukturen reagieren und somit autoreaktiv titig sind. Wahrend der Reifungsprozesse der B-
Lymphozyten im Knochenmark bzw. der T-Lymphozyten im Thymus werden solche
autoreaktiven Immunzellen gew6hnlich liquidiert oder dauerhaft inaktiviert. Hierbei spricht
man von einer natiirlichen Selbsttoleranz gegen korpereigenes Gewebe. Kommt es zum

Ausfall dieser Selbsttoleranz, resultiert daraus eine Immunantwort gegen korpereigenes
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Gewebe. Dabei sind die Komponenten des Immunsystems in der Regel nicht imstande, die

korpereigenen Antigene vollstindig zu beseitigen. Die Folge ist eine chronisch-entziindliche
Gewebeschiddigung (10). Bei Autoimmunerkrankungen gerdt die Regulation dieser Prozesse
auBer Kontrolle, was dazu fiihrt, dass das Immunsystem korpereigene Strukturen angreift.
Autoimmunerkrankungen entstehen durch eine unkontrollierte Reaktion des Immunsystems
gegen korpereigene Bestandteile. Diese pathogenen Immunreaktionen haben ihren Ursprung
vornehmlich in einer komplizierten Kaskade verschiedener Mechanismen, die
,hormale Funktionen einer effektiven Immunantwort z.B. gegen Pathogene darstellen. Das
Immunsystem erkennt irrtlimlicherweise korpereigenes Gewebe als zu bekdmpfende
Fremdkorper. Dadurch kommt es zu Entziindungsreaktionen, die zu Schidden an den
betroffenen Organen fithren. Bei Autoimmunerkrankungen richtet sich das Immunsystem
nicht gegen eindringende Infektionserreger sondern gegen den Korper selbst.

Gegenwirtig sind etwa 60 Erkrankungen bekannt, bei denen eine Autoimmunpathogenese
beteiligt ist. Die Symptomatik von Autoimmunerkrankungen ist vielfdltig und héngt vom
betroffenen Organ oder Gewebe ab, das in seiner Funktion durch die Autoantikérper meist
empfindlich gestort wird (11).

Autoimmunerkrankungen treten in fast allen klinischen Fachdisziplinen auf. Mit einer
Hiufigkeit von 3% stellen sie eine wichtige Erkrankungsgruppe dar. Aus klinischen
Gesichtspunkten lassen sich die Krankheitsbilder in organspezifische und organunspezifische
systemische Autoimmunerkrankungen sowie in eine intermedidre Gruppe einordnen. Sie
verlaufen chronisch-progredient oder chronisch-rezidivierend. Spontane Remissionen sind
moglich (1, 7, 12).

Organspezifische Autoimmunerkrankungen sind primér gegen bestimmte Gewebe gerichtet
wie anti-Thyreoglobulin bei der Hashimoto-Thyreoiditis oder Autoantikdrper gegen
pankreatische 3-Zellen beim Typ I-Diabetes. Systemische Autoimmunerkrankungen sind im
Korper gegen weitverbreitete Autoantigene gerichtet, wie die anti-dsDNA Autoantikorper
beim SLE. Im Zusammenhang mit diesen Erkrankungen treten hiufig durch Immunkomplexe
vermittelte Hypersensitivititsreaktionen vom Typ III auf (8). Die folgende Tabelle zeigte die

Einteilung der Autoimmunerkrankungen in verschiedenen Kategorien.
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Tab.1: Einteilung der Autoimmunerkrankungen (1):

Organspezifische

Autoimmunerkrankungen:

Systemische

Autoimmunerkrankungen:

-Autoimmune Thyreoiditis
Hashimoto-Thyreoiditis

Priméres Myxddem

Morbis Basedow

-Autoimmune Gastritis
Perniziose Andmie

-Autoimmune Adrenalitis

Morbis Addison
-Autoimmunerkrankungen der Blutzellen
Autoimmunh@molytische Andmie
Autoimmune Granulozytopenie
Autoimmune Lymphozytopenie

Autoimmune Thrombozytopenie

Systemischer Lupus erythematodes
(SLE)

Sjogren-Syndrom
Polymyositis/Dermatomyositis
Sklerodermie

,,Mixed Connective tissue
disease“MCTD

Chronische Polyarthritis
Juvenile Chronische Arthritis
Antiphospholipidsyndrom
Sytemische Vaskulitiden

Intermediire Gruppe von

Autoimmunerkrankungen:

Myasthenia gravis
Thymom
Autoimmune Hepatitis
Primér-bilidre Zirrhose
Pemphigus
Pemphigoid

Goodpasture-Syndrom
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Tab.2:Einteilung der Autoimmunkrankheiten (modif.nach Mackay IR etal, 1992) (7, 12)

Organspezifisch:

e autoimmunhidmolytische Andmie
e Hashimoto-Thyreoiditis
e Pemphigus vulgaris

e Idiopathischer M.Addison

Pseudo-organspezifisch:

e Primér bilidre Zirrhose
e Priméres Sjogren-Syndrom

e Subakuter kutaner LE

Nichtorganspezifisch:

e Systemischer Lupus erythematodes
e Systemische Sklerose

e Idiopathische Myositiden

Pseudo-nichtorganspezifisch:

e Wegenersche Granulomatose

e Mikroskopische Polyangiitis

Hashimoto's thyroiditis
organ specific primary myxedema

thyrotoxicosis
f E pernicious anemia
autoimmune atrophic gastritis

Addison's disease

premature menopause (few cases)
insulin-dependent diabetes mellitus
stiff-man syndrome

Goodpasture’s syndrome
myasthenia gravis

male infertility (few cases)
pemphigus vulgaris

pemphigoid

sympathetic ophthalmia
phacogenic uveitis

multiple sclerosis {2}

autoimmune hemolytic anemia
idiopathic thrombocytopenic purpura
idiopathic leukopenia

primary biliary cirrhosis

cryptogenic cirrhosis (some cases)
ulcerative colitis

atherosclerosis (7}

Sjogren's syndrome

rheumatoid arthritis
dermatomyositis

scleroderma

mixed connective tissue disease
anti-phospholipid syndrome
discoid lupus erythematosus
systemic lupus erythematosus (SLE)

non-organ specific

active chronic hepatitis {HBsAg negative)

brain
multiple sclerosis (7}

thyroid
Hashimoto's
thyroiditis =
primary myxedema P
' e

thyrotoxicosis Iv muscle

|

|

m
uscle dermatomyositis

myasthenia gravis
stomach {

pernicious anemia kidney
b4 SLE
adrenal | /|
Addison’s disease / (| - b
Y, /N skin
scleroderma
pancreas L t SLE
insulin-dependent \
diabetes mellitus
joints

rheumatoid arthritis

Abb. 1: Einteilung der Autoimmunerkrankungen und betroffene Korperteile des Menschen (13)
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2.2. Systemischer Lupus Erythematodes (SLE)

Der Systemische Lupus Erythematodes ist eine komplexe chronische Autoimmunerkrankung
bisher unbekannter Atiologie, deren Inzidenz und Privalenz erheblich nach Geschlecht,
Rasse, ethnischer Herkunft und soziookonomischem Status variiert (14, 15). Der Systemische
Lupus Erythematodes (Lat. lupus: Wolf, griech. erythema: Rot) ist eine chronisch-
entziindliche Erkrankung mit genetischer Pradisposition, bei der sich das Immmunsystem
gegen das korpereigene Bindegewebe richtet und dadurch Organe zerstort. Durch einen
bisher nicht bekannten ,,Trigger” kommt es zu einer polyklonalen B-Zell-Stimulation mit der
Ausbildung von Autoantikorpern. Diese bilden mit den Autoantigenen Immunkomplexe,
deren Ablagerungen zu Organschiden fiihren (16). SLE ist eine Immunkomplexerkrankung,
iberwiegend betrifft sie Frauen im gebirfihigen Alter. Hierbei werden mehrere
Autoantikorper, einschlieBlich Anti-dsDNA, - RNP und - SM gebildet, diese binden diverse
nukledre Antigene. Danach werden diese Autoantikorper in verschiedenen Organen deponiert
und verursachen Entziindungserscheinungen (3, 4). Dabei sind junge Frauen haufiger
betroffen als Minner. Der klinische Verlauf ist durch Remissionen im Wechsel mit
chronischen oder akuten Schiiben charakterisiert. Die speziellen Untersuchungen zur
Diagnose des SLE setzen den Nachweis von typischen klinischen und immunologischen
Kriterien voraus. Die Prognose ist variabel und abhingig von der Schwere und Art der
Organbeteiligung. Eine effektive Behandlung basiert auf einer genauen Erfassung der
Krankheitsaktivitit aufgrund der klinischen Untersuchung, dem Nachweis von
charakteristischen Autoantikdrpern wie anti-dsDNA-Antikorpern sowie der Bewertung von
Organfunktion mit Fokus auf eine Beteiligung von Niere und ZNS. Das Therapieziel ist eine
stabile Remission, die durch immunsuppressive Therapien mit Kortikosteroiden,
Antimalariamitteln, Azathioprin oder Cyclophosphamid erreicht werden kann. Die
Langzeitbehandlung erfordert die Beachtung von Nebenwirkungen der medikamentdsen
Therapie, von Infektionen und Auswirkungen einer erhéhten Disposition zur Artherosklerose
(6). Insbesondere die Lupusnephritis und der neuropsychiatrische Lupus stellen
Organmanifestationen mit einer ungiinstigen Prognose dar. Charakterisiert ist die Erkrankung
durch den Nachweis von weit mehr als 100 verschiedenen Autoantikdrpern, die u.a. gegen
Zellkernantigene (antinukledre Antikorper, ANA), zytoplasmatische Antigene, Phospholipide,

Zellmembranen und Komplementkomponenten gerichtet sind (17).




Literaturibersicht

Die Erkrankung kommt weltweit in territorial unterschiedlicher Haufigkeit vor (1, 15). In den

USA, in Afrika, Siidamerika und Asien neigen Menschen im Vergleich zu anderen
ethnischen Gruppen zu einer erhohten Prdvalenz von SLE, wobei vorrangig die
lebenswichtigen Organe betroffen sind (3). Sie betrdgt in Mitteleuropa etwa 25 pro 100,000
Einwohner (14) und hat eine Spanne von etwa 40 Fillen pro 100,000 Personen in Nordeuropa
bis zu mehr als 200 pro 100,000 Personen bei Schwarz-Farbigen. In den USA liegt die Anzahl
der Lupus-Patienten bei tiber 250,000 (18). Frauen erkranken 10-mal hdufiger als Minner.
Die Priavalenz bei Frauen betrigt in Mitteleuropa 12,5:100 000, in den USA bis zu 1:1000. In
den USA erkrankten afroamerikanische Frauen drei mal haufiger. Die Inzidenzrate variiert
zwischen 1,8 und 7,6 Erkrankten pro 100 000 Personen pro Jahr. Das Préadilektionsalter liegt
zwischen dem 15. und 30. Lebensjahr (1). Etwa 15-20% aller SLE - Erkrankungen
manifestieren sich im Kindes- und Jugendalter. Die Inzidenz variiert zwischen 0,3 und 0,9 pro
100 000 Kinder/Jahr. Die Privalenz liegt bei 5-10/100 000 Kindern; dies entspricht in
Deutschland etwa 1500, in Ostereich 150 Patienten. Bei Kindern unter 5 Jahren ist die
Erkrankung (abgesehen vom neonatalen Lupus) extrem selten und verlduft ungiinstig.
Wihrend bei Erwachsenen deutlich mehr Frauen betroffen sind (1:10), wird bei Kindern unter
12 Jahren eine Relation von Jungen zu Miadchen von 1:5 und bei Jugendlichen ein Verhéltnis
von 1:4 bis 1:10 angegeben. Bei 10% aller SLE-Patienten ist ein Verwandter 1. Grades
ebenfalls von SLE betroffen. Ein besonders erhdhtes Erkrankungsrisiko besteht fiir eineiige
Zwillinge. Ausgeprigte ethnische Unterschiede zeigen sich in der bei Kaukasiern etwa 10-mal
und bei Afrikanern fiinfmal hoheren Priavalenz als bei Asiaten. Renale Manifestationen sind

bei Kindern und auch in der schwarzen Bevdlkerung haufiger (15, 16, 19-21).
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Tab.3: Klassifikationskriterien des SLE der ACR nach Tan et al.1982 Vol.25, No.11 pp.1271-1277,
modif. in 1997 (1, 3, 6, 22-26)

1. Schmetterlingserythem: Symmetrisch makuldses erhabenes Erythem der
Wangen, iiber dem Nasenriicken zusammenflieBend

2. Diskoide Hautverinderung (Diskoider Lupus): Erythematdose Plaques mit
festhaftender, in den Haarfollikeln fixierte Schuppung, narbig-atroph abheilend

3. Photosensitivitit: Durch UV-Provokation ausgeloste Hautldsion (anamnestisch
oder drztlich beobachtet)

4. Orale Ulzera, orale oder nasopharyngeale Ulzeration, gewohnlich schmerzlos
(arztlich beobachtet)

5. Arthritis: nichterosive Arthritis an 2 oder mehr Gelenken (Schmerzhaftigkeit,
Schwellung oder Erguss)

6. Serositis

6a. Pleuritis oder
6b. Perikarditis
7. Nephritis
7a. Anhaltende Proteinurie > 0,5g/1 (> 0.5g tagl.) oder
7b. Zylinderurie oder Erythrozyturie
8. ZNS - Beteiligung (nicht durch Medikamente oder metabolisch bedingt)
8a. Krampfanfille oder
8b. Psychosen
9. Héamatologische Befunde:
9a. Himolytische Andmie oder
9b. Leukozytopenie < 4000/ul
9c. Lymphozytopenie < 1500/ pl
9d. Thrombozytopenie 100000/ pl
10. Immunologische Befunde
10 a. Nachweis von Anti-dsDNA-Antikorpern oder
10 b. Nachweis von Anti-Sm-Antikérpern oder
10 c. Nachweis von Antiphospholipidantikdrpern fiir mindestens 6 Monate durch
- Antikardiolipinantikérper der Ig G- oder Ig M- Klasse oder
- positiver Test fiir Lupusantikoagulans oder
- falsch-positiver Test auf Syphilis und bestitigter Treponema pallidum -
Immobilisation-(TPI) oder Flureszenz— Treponemaantikdrper -
Absorptionstest (FTA)
10 d. falsch-positive WaR (Antikardiolipinantikorper), mindestens 6 Monate
persistierend
11. Antinukleire Antikorper (ANA): erhohter ANA-Titer bei fehlender Einnahme
von Medikamenten, die zu einem ,,drug-induced SLE* fithren kénnen

Wenn 4 der 11 Kriterien vorliegen, kann definitiv die Diagnose eines SLE gestellt werden (1).
Die modifizierten ACR-Kriterien wurden zur Klassifikation von SLE-Patienten in
Abgrenzung zu anderen rheumatischen Erkrankungen entwickelt. Die Abgrenzung gegeniiber

anderen rheumatischen Erkrankungen gelingt mit einer hohen Sensitivitit und Spezifitit (ca.

96%) (14).
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2.2.1. Klinische Erscheinungsbilder des SLE

Der SLE stellt wie bereits interpretiert eine systemische Erkrankung dar, die prinzipiell jedes
Organsystem befallen kann. Dadurch ergibt sich eine grole Bandbreite an moglichen
klinischen Erscheinungsbildern. Zusétzlich ist der Krankheitsverlauf haufig sehr variabel, im
Sinne eines Wechsels von Phasen relativ geringer Krankheitsaktivitdt mit Phasen von akuten
oder chronischen Krankheitsschiiben (27). Allgemeinsymptome wie Fieber, Miidigkeit und
Gewichtsverlust treten im Laufe der Erkrankung bei fast allen Patienten mit SLE auf, wobei
die Miidigkeit dominiert und bei 80 bis 100% aller SLE-Patienten auftritt, jedoch nicht
zwangsldufig mit der Krankheitsaktivitdt korreliert (28). Die hdmatologischen Befunde sind
selten so ausgeprigt, dass sie mit klinischen Symptomen einhergehen. Generell konnen alle
hamatopoetischen Zelllinien, allein oder in Kombination, im Rahmen des SLE betroffen sein.
Andmie ist bei SLE-Patienten oft an verschiedene Mechanismen gebunden, z.B. mit
chronischen Entziindungen, Niereninsuffizienz, chronischer Blutung, medikamentos-
toxischen Nebenwirkungen oder Hypersplenismus. Bei bis zu 10% der SLE-Patienten wird
die autoimmunhidmolytische Andmie beobachtet. Die Leukopenie kommt mit ca. 50% sehr
hiufig bei SLE-Patienten vor und korreliert meistens mit einer erhohten Krankheitsaktivitét.
Thrombozytopenie ist je nach Schweregrad bei ca. 10 % - 50% aller SLE-Patienten zu
beobachten. Das Auftreten einer Lymphopenie kann sowohl Ausdruck der Erkrankung selbst
wie auch Folge einer immunsupressiven Therapie sein. Verschiebungen innerhalb der
Lymphozytensubpopulation (beispielsweise Anstieg der Geddchtnis-B-Zellen) konnen auf

eine zunechmende Krankheitsaktivitdt hinweisen (6, 27).

Hautverdnderungen gehdren zu den héufigsten initialen Symptomen des SLE. Charakterstisch
sind hellere, meist scharf begrenzte Erytheme, die mitunter einen papulésen bzw. urtikariellen
Charakter aufweisen.Typischerweise treten sie in sonnenexponierten Gebieten auf, was auf
die Photosensitivitidt hinweist. Das typische schmetterlingsformige Erythem im Gesicht ist
diagnostisch wegweisend. Es tritt initial bei etwa 1/3 der Patienten auf, ist auf den Wangen
lokalisiert, kreuzt manchmal die Nasenbriicke und spart die Nasolabialen aus. Seine Morphe
kann makul6s, makulopapulds, noduldr oder vesikuldr sein. Nach einer Abheilung bleiben
meist keine Narben. In etwa einem Viertel der Fille sind Lisionen zu beobachten, wie sie bei
einem chronisch-diskoiden Lupus erythematodes (CDLE) auftreten. Eine Sonderform des
SLE ist der subakut-kutane Lupus Erythematodes (SCLE), der sich weitgehend auf die Haut

(und Gelenke) beschrinkt und durch einen milderen Verlauf auszeichnet. Er ist durch im
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Gesicht, an der oberen Thoraxapertur und den oberen Extremitidten auftretende, randbetonte,

polyzyklisch begrenzte, psoriasisforme Plaques gekennzeichnet mit Photosensitivitit und heilt

narbenlos (6, 19, 29).

ZNS-Manifestationen sind hdufig und die Symptomatik reicht von unspezifischen
Symptomen wie Kopfschmerzen oder Schwindel bis hin zu Krampfanfillen aufgrund
entziindlicher Verdnderungen. Am hdufigsten liegt eine gering ausgeprigte kognitive
Dysfunktion vor. Das periphere Nervensystem ist vergleichsweise selten betroffen.
Psychiatrische =~ Manifestationen  konnen  infektbedingt oder durch  sekundire
Befindlichkeitsstorungen auftreten. Die klinische Manifestation des neuropsychiatrischen
SLE umfasst eine sehr groBe Spannbreite und reicht vom diskreten Papillenddem bis zum
Koma. Jede wesentliche Verhaltensidnderung eines an SLE erkrankten Kindes muss den
Verdacht einer zerebralen Organmanifestation befiirchten lassen. Schwere SLE-
Manifestationen im ZNS sind neben einer Psychose die ZNS-Vaskulitis, die Optikusneuritis,
die Chorea minor und die transverse Myelitis. Neurologische Manifestationen gehen mit einer

Erhéhung der Kardiolipin-AK einher (30, 31).

Die klinischen Symptome einer Lupusnephritis sind sehr variabel. Sie reichen von einer
Protein- und Himaturie (etwa 30-70% aller piddiatrischen Patienten), bis hin zur akuten
Niereninsuffizienz mit Retention harnpflichtiger Substanzen, Odemen und Bluthochdruck
(etwa 17%). Insgesamt scheint eine Nierenbeteiligung bei SLE hdufig zu sein, da sich bei
nierenbioptischen Untersuchungen bei bis zu 90% aller SLE-Patienten glomeruldre
Ablagerungen von Immunglobulin- bzw. Komplementfaktoren nachweisen lassen. Die
Lupusnephritis verlduft bei Kindern im Vergleich zu erwachsenen Patienten hiufig akuter und
schwerer, wobei v.a. dltere Kinder und Jugendliche mit einem Geschlechtsverhéltnis
Maidchen : Jungen von etwa 4,5:1 (32, 33) betroffen sind. Als hdufigstes renales Symptom
findet sich bei etwa 80-90% der Patienten die Kombination aus Mikrohdmaturie und
Proteinurie ( > 150mg/m2/Tag oder Protein-Kreatinin-Quotient > 0,15) (33). Einige
Indikatoren einer ungiinstigen Prognose bei SLE sind hohe Krankheitsaktivitdt, erhohter
Kreatininspiegel, nephritisches Syndrom, Bluthochdruck, niedriger Komplementspiegel,

ZNS-Beteiligung, Andmie sowie Thrombozytopenie bei dlteren Patienten (6).
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2.2.2. Autoantikorperdiagnostik

Der SLE ist eine Autoimmunerkrankung, die fast immer von der Produktion von
Autoantikorpern begleitet wird. Es wurde bereits gezeigt, dass Autoantikorper direkt zu der
pathologischen Verdnderung des SLE fiihren. Sie besitzen zentrale Bedeutung fiir die
Pathogenese der Erkrankung (34). Der SLE ist durch eine besondere Vielfalt an mdglichen
Autoantikorperprofilen gekennzeichnet. Eine groBe diagnostische Rolle kommt den SLE-
spezifischen Antikérpern und denen gegen dsDNA, Sm und Nukleosomen zu, weniger denen
gegen PCNA und ribosomalen Proteinen (35). Dem Auftreten von Autoantikdrpern bei SLE-
Patienten folgt eine fortschreitende Akkumulation von spezifischen Autoantikdrpern vor dem
Ausbruch des SLE, wihrend dem die Patienten noch asymptomatisch sind (34). Die
immunologische Diagnostik wurde eingeleitet durch die Entdeckung der LE-Zellen im
Knochenmark von SLE Patienten im Jahr 1948 und dem anschlieBenden Nachweis von
antinuklearen Antikorpern (ANA) (1). Die Bestimmung der ANA ist eines der wichtigsten
diagnostischen Mittel, da sie bei nahezu allen Patienten mit SLE erhoht sind. Trotz hoher
Sensitivitit ist ihre Spezifitdt jedoch gering. ANA sind neben dem SLE mit einer Reihe von
anderen Erkrankungen assoziiert, wie etwa dem Sjogren-Syndrom, der Sklerodermie oder der
Rheumatoiden Arthritis. Fallweise konnen auch ANA bei Erkrankungen auBlerhalb des
autoimmunologischen Formenkreises (z.B. bei viralen Hepatitiden oder Lymphomen),
wiéhrend der Schwangerschaft und altersabhidngig auch bei Gesunden nachgewiesen werden.
Anti-dsDNA Antikorper und anti-Sm Antikorper sind im Vergleich zu ANA wesentlich
spezifischer, wobei die Sensitivitit im Vergleich zu ANA allerdings deutlich abnimmt.
Antikorper gegen Ribonukleoproteine (RNP) findet man neben dem SLE auch bei der
Sklerodermie und bei Mischkollagenosen. Antikorper gegen Ro (SS-A und La (SS-B) kénnen
auch bei Patienten mit einem Sjégren-Syndrom nachgewiesen werden (27). Bei Patienten mit
SLE findet sich ein grofles Spektrum verschiedener Autoantikorper, die hdufig gegen
Kernantigene gerichtet sind. ANA sind auch bei anderen Autoimmunerkrankungen und in
niedrigen Titern sogar bei Gesunden, so z.B. bei SLE (fast 100%), Sjogren-Syndrom (68%),
Sklerodermie (40-75%), Juveniler rheumatoider Arthritis (16%), rheumatoider Arthritis (25-
50%) und Gesunden (3%, Titer 1:320 bis 30%, Titer 1:40) nachweisbar (6, 36). Anti-dsDNA
kann gegen die denaturierte, einzelstrangige Form (Anti-ssDNA) und gegen die native
doppelstrangige DNA (anti-dsDNA) nachgewiesen werden, wobei nur Anti-dsDNA-
Antikorper eine hohe Spezifitit (97%) aufweisen und als wichtige Verlaufsparameter dienen

(6, 37). Fiir die Bestimmung von Anti-dsDNA—Antikorpern eignet sich als Suchtest die
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ELISA-Technik, die eine hohe Sensitivitit aufweist. Die Klassifikation eines SLE verlduft

weiterhin auf dem Nachweis von Anti-DNA-Autoantikdrpern auf Crithidia luciliae
(Hamoflagellat, einzelliger Organismus mit gro3en, ds-DNA-haltigen Mitochondrien) mittels
indirekter Immunfluoreszenz (hohe Sensitivitdt, schwierigere Quantifizierung). Fiir die
Verlaufskontrolle eignet sich besonders die Bestimmung hochaffiner anti-DNA-Antikorper.
Diese konnen mit dem Farr-Assay bestimmt werden, der fiir den Nachweis prazipitierter Anti-
DNA-Antikorper allerdings ein radioaktiv markiertes Antigen bendtigt. Der Anti-dsDNA
Titer korreliert in vielen Féllen mit der Krankheitsaktivitdt, insbesondere mit der Lupus —

Nephritis (6).

Tab.4: Einige ausgewiihlte ,Markerantikorper* bei rheumatischen Erkrankungen (35, 38)

1. Systemischer Lupus Erythematodus (SLE):

Autoantikorper gegen:— - ANA, ds-DNA, SM, Nukleosomen,

Ribosomen (P-Proteine), SS-A/Ro, SS-
B/La

2. Medikamentinduzierter LE:

Autoantikorper gegen:— - Histone

3. Primires Sjogren-Syndrom:

Autoantikorper gegen: — - ANA, SS-A/Ro, Anti-SS-B/La

4. Systemische Sklerose:

Autoantikorper gegen: — -Zentromeren, Topoisomerase |
(Scl-70), RNA-Polymerase I, II, I11

5. Polymyositis-Overlap:

Autoantikorper gegen: — - PM-Scl

6. Polymyositis/Dermatomyositis:

Autoantikorper gegen: — -ANA, Mi-2, tRNA-Synthetasen (Jo-1),
Signalerkennungspartikel (SRP)

7. Sklerodermie-Overlap:

Autoantikorper gegen:— - PM-Scl

8. Mischkollagenose (Sharp Syndrom,MCTD):

Autoantikorper gegen:— - ANA, Ul-snRNP/U1-70K

9. Primiéres und sekundires Antiphospholipidsyndrom:

Autoantikorper gegen:— - Lupusantikoagulans, Cardiolipin,
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32-Glykoprotein 1

10. Rheumatoide Arthritis:

Autoantikorper gegen:— - Antizyklisches citrulliniertes Peptid (CCP),

Rheumafaktor

11. Systemische Vaskulitiden:

Autoantikorper gegen:— -Anti-Neutrophilen-Zytoplasma (ANCA),
PR3-ANCA (Anti-Proteinase), MPO-ANCA
(Anti-Myeloperoxidase)

2.2.3. Atiopathogenese

Es ist seit langem bekannt, dass B-Zellen Autoantikérper produzieren konnen; dadurch leisten
sie einen Beitrag fiir die Entstehung vieler Autoimmunerkrankungen. Die Produktion von
Autoantikorpern ist ein typischer Marker fiir zahlreiche Autoimmunerkrankungen inklusive
SLE. Die Storung bei SLE ist charakterisiert durch erhdhte zirkulierende Autoantikdrpertiter,
Dysregulation zwischen T-, B-, und myeloiden Zellkompartimenten und die Ablagerung von
Immunkomplexen. Diese verursachen inflammatorische Schidden in multiplen Organen,
Organsystemen einschlieBlich Haut, hdmatopoetischen und lymphoretikuldren Organen,
Gelenken, Lunge, kardiovaskliren Strukturen, Nervensystem und Nieren. Uberexpressionen
von Zytokinen spielen eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese der Lupusnephritis.
Verschiedene pro- und anti-inflammatorische Zytokine, einschlieBlich TGF-, IL-10, BAFF,
IL-6, IFN-y, IL-17 und IL-23 spielen eine entscheidende Rolle fiir die Pathogenese des SLE
(39-41). SLE ist eine Autoimmunerkrankung mit typischen klinischem Erscheinungsbild in
multiplen Organen, die iliberwiegend Frauen betrifft. Abweichungen des Immunsystems,
sowie erbliche, hormonelle und okologische Faktoren tragen zur Manifestation von
Organschédden bei. Inmunkomplexe, Autoantikdrper, autoreaktive Lymphozyten, dendritische
Zellen und lokale Faktoren beteiligen sich an den klinischen Manifestationen von SLE (34) .
SLE ist eine systemische episodische Autoimmunerkrankung, die durch die Produktion von
zahlreichen AutoantikOrpern, insbesondere antinukledren Antikdrpern (ANA) und
Antikorpern gegen Doppelstrang-DNA (anti-dsDNA), aber auch von Autoantikdrpern gegen
verschiedene Organe und Zellsysteme charakterisiert ist. Die Bindung von Autoantikorpern
an Zellen und im Gewebe sowie die Ablagerung von Autoantikdrpern und Immunkomplexen
fithren zu einer entziindlichen Schiddigung in zahlreichen Organen (Hirn, Nieren, Muskeln,
Haut, Gefdlen, Blutzellen) und machen den SLE zu einer vielgestaltigen

Multisystemerkrankung (42). Fiir die Pathogenese des humanen SLE werden 4
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Hauptmechanismen als wichtige Ursache vermutet. Durch Fehlregulation der Apoptose

entsteht eine erhohte Menge an nuklearen Antigenen. Es kommt zur Stimulation von B- und
T-Lymphozyten, die zur Produktion von Autoantikdrpern und schlieBlich zur Entstehung und

Ablagerung von Immunkomplexen und somit dem Beginn von Organschiadigungen fiihrt (43).

Vermutlich liegt beim SLE eine multifaktoriell bedingte Erkrankung vor, bei deren
Entstehung z.B. hormonelle Faktoren bei Frauen und genetische Pradisposition, die erhdhte
Konkordanz bei eineiigen (24%-58%) gegeniiber zweieiigen (0-6%) Zwillingen, sowie
eineiige genetische Merkmale verantwortlich sind. Als weitere wichtige Faktoren werden
nicht klar definierte duBere Ausloser, wie beispielsweise Viren oder Umweltfaktoren,
vermutet. Ein Zusammentreffen der genannten Faktoren fiihrt zu einer fehlgesteuerten

Immunregulation, als deren Folge sich die Erkrankung entwickelt (6, 44).

Die Atiologie der Erkrankung ist unklar (42). Diskutiert wird eine multifaktorielle Genese, an
der endogene (genetische, hormonelle) und exogene (mikrobielle Erreger, UV-Exposition)
Faktoren zusammenwirken. Gesichert ist eine Autoimmunpathogenese. Es werden eine
Vielzahl von Autoantikorpern, die mit nukledren, zytoplasmatischen- oder Zellmembran -
Antigenen reagieren, im Serum nachgewiesen. Durch die Ablagerung von zirkulierenden
Immunkomplexen in den kleinen Gefdlen kommt es zu den entsprechenden entziindlichen
Organverdnderungen. Moglich ist auch ein direkt pathogener Effekt der Autoantikorper,
wenn sie beispielsweise gegen die Zellmembran (antierythrozytire Antikorper) gerichtet sind
(1). Wie bereits erklirt, ist die Atiologie des SLE weitgehend unbekannt, wobei
unterschiedliche Faktoren (Genetik, Hormone, Immundefekte, Umweltfaktoren, usw.) an der

Entstehung der Erkrankung beteiligt zu sein scheinen (1, 27).

Genetik: Familienstudien weisen auf einen Zusammenhang zwischen SLE und genetischen
Faktoren hin. Bei bis zu 10% der Patienten haben ein oder mehrere Verwandte einen
Autoimmunprozess (1). Bis zu 12% der Verwandten von SLE-Patienten erkrankten selbst an
einem SLE, und die Konkordanzrate bei eineiigen Zwillingen liegt zwischen 14% und 57%.
Desweiteren findet man ein erhdhtes Auftreten von anti-Clq, anti-Kardiolipin-Antikérpern
und Verdnderungen der Komplementfaktoren C3 und C4 bei nahen Verwandten von SLE-
Patienten (45). HLA-Klasse II-Gene (DR und DQ) sind mit der Bildung bestimmter
Autoantikorper (Anti-dsDNA, Anti-SM, Anti-UIRNP, Anti-Ro/SSA, Anti-La/SS-B,
Antiphospholipid) assoziiert. Weiterhin besteht ein Zusammenhang zwischen SLE und T-

Zell-Rezeptor-, Immunglobulin-, Komplementrezeptor-, TNF-, Fcy-Rezeptor, sowie
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Apoptosegenen (1). Die genetische Pridisposition zur Entwicklung eines SLE resultiert

jedoch selten nur aus einer einzelnen genetischen Komponente (z.B. Clq), sondern in den
meisten Fillen wahrscheinlich aus einer vorldufig nach wie vor weitgehend unbekannten

Kombination von unterschiedlichen Einzelfaktoren (45).

Hormone: Obwohl auch Minner an SLE erkranken, weisen Frauen eine deutlich hohere
Priavalenz auf; dies 1d6t einen Einfluss von Sexualhormonen auf die Krankheitsentwicklung
vermuten. Die Verwendung von oralen Kontrazeptiva, der Einsatz von Hormonpriparaten in
der Menopause und ein frithes Einsetzen der Menarche sind mit einem erhdhten SLE-Risiko
assoziiert. SLE-Patientinnen haben einen niedrigen Spiegel von Testosteron, Progesteron und
Dehydroepiandrosteron, wihrend der Ostradiol- und Prolaktin-Spiegel hoch sind. Gleichzeitig
kann auch bei minnlichen SLE-Patienten ein erniedrigter Testosteron-Spiegel und erhohter
Ostradiol-Spiegel nachgewiesen werden (27, 45). In tierexperimentellen Untersuchungen
unter Verwendung von Lupusmiusen konnte gezeigt werden, dass Ostrogene eine wichtige
Rolle bei der Akzeleration der Erkrankung spielen, wihrend Androgene einen
krankheitshemmenden Effekt haben (1).

Immundefekte: Mehrere Immundefekte werden mit der Entstehung eines SLE in
Zusammenhang gebracht. Die Mediatoren des SLE sind Autoantikdrper und
Immunkomplexe, welche schon Jahre vor den ersten Krankheitssymptomen auftreten konnen.
Die Ablagerung von Immunkomplexen und eine damit verbundene Komplementaktivierung
fihren zu dem Gewebeschaden der Lupusnephritis. Zusdtzlich koénnen SLE Patienten
Antikorper gegen den Phospholipid-beta-2-Glykoprotein-I-Komplex entwickeln, welcher
normalerweise einen antikoagulatorischen Effekt hat. Dadurch erklért sich, dass Patienten mit
einem Antiphospholipid-Syndrom eine erhohte Thromboseneigung aufweisen bzw. dass eine
erhohte Inzidenz von Plazentainfarkten beobachtet wird (27, 34, 46).

Einen wesentlichen Punkt in der Pathogenese des SLE diirften Defekte im Bereich der
Phagozytose und der sogenanten physiologischen Abraummechanismen von apoptotischen
und nekrotischen Material darstellen, welches durch genetische Defekte in SLE-Patienten
vermutlich anfillt (47). Im Rahmen des programmierten Zelltodes werden Autoantigene in so
genannten apoptotischen Blidschen auf der Zelloberfliche prisentiert. Dies konnte eine
Erklarung fiir die Induktion von Autoantikorpern gegen Zellkernantigene und andere
intrazelluldre Antigene sein. Die Apoptose kann durch eine Virusinfektion oder UV-

Exposition ausgeldst werden (1, 48).
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Immunkomplexe: Die Bildung zirkulierender Immunkomplexe ist ein physiologischer

Abwehrmechanismus, der der schnellen Eliminierung von pathogenen Antigenen dient. Beim
SLE ist die Ablagerung von Immunkomplexen an den kleinen GefaBlen der verschiedenen
Organe wesentlich an den Entziindungsvorgingen beteiligt. Durch die iiberschieBende
Produktion von Autoantikdrpern kommt es zu einer stindig erhohten Immunkomplexbildung,
die sich aus den Autoantikérpern und Autoantigenen zusammensetzt. Diese exzessive
Immunkomplexbildung fiihrt zu einer Erschopfung des RES, sodass sich die Clearance der
Immunkomplexe  verschlechtert.  Auflerdem  wird {iber die  Storungen  der
Immunkomplexclearance durch Defekte der Fc-und Komplementrezeptoren des Monozyten-
Makrophagen-Systems berichtet. Auch die Immunkomplexclearance iiber die CRI1-
Rezeptoren der Erythrozyten ist vermindert. Der Komplementverbrauch sowie genetische
Komplementdefekte verringern die Loslichkeit der zirkulierenden Immunkomplexe und
fordern ihre Ablagerung. Neben der Entstehung zirkulierender Immunkomplexe, die mittels
verschiedener Tests im Serum nachgewiesen werden konnen, ist auch die Insitu-Bildung von
Immunkomplexen moglich. Dieser Mechanismus spielt bei der Entstehung der Lupusnephritis
eine Rolle, wobei liber die In-Situ-Bindung von Nukleosomen an die glomerulire
Basalmembran durch nachfolgende Reaktion mit Anti-dsDNA- und
Antinukleosomenautoantikdrpern eine pathogenetisch bedeutsame Immunkomplexablagerung
zustande kommt (1).

SLE Patienten weisen hidufig eine Storung bei der Beseitigung apoptotischer Zellen auf. In
den Keimzentren dienen Uberreste apoptotischer Zellen als Uberlebenssignale von B-Zellen,
die im Zuge der somatischen Hypermutation zuféllig autoreaktiv geworden sind. Genetische
und erworbene Defekte der Opsonine apoptotischer Zellen begiinstigen die Entwicklung von
SLE. Eine Aufriumdefizienz apoptotischer Zellen beeinflusst Atiologie und Pathogenese des
SLE (47). Atiologisch spielen bei der Manifestation eines SLE neben einer genetischen
Pridisposition und hormonellen Faktoren vor allem Infektionen mit Parvovirus B19 und
EBV, sowie Nahrungsstoffe, UV-Licht und moglicherweise Hormone als Ausloser eine Rolle.
Einige Risikofaktoren fiir das Auftreten von Infektionskrankheiten sind immunsupressive
Therapien, der Einsatz von Kortikosteroiden, Proteinurie, Niereninsuffizienz, aktiver SLE und
ZNS-Beteiligung (49, 50).

Neben Genen aus dem Bereich der Klasse MHC scheinen insbesondere Gendefekte, die zu
einer Aktivierung des Komplementssystems fiihren, die Gefahr fiir die Entwicklung eines

SLE zu erhohen. Die involvierten Gene beeinflussen auch die Aktivierung, die
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Differenzierung und die Komposition der Immunkomplexe, aber auch die Pridsentation und

Clearance von apoptotischem Material und Autoantigenen durch antigenpréisentierende Zellen
(APC) und Phagozyten. Dendritische Zellen phagozytieren alternde Zellen und préisentieren
ihre Antigene den autoreaktiven B- und T-Zellen; dies kann eine Minderung der Toleranz zur
Folge haben. Pathogenetisch wirksam ist eine T-Zell-Dysfunktion, eine polyklonale B-Zell-
Aktivierung, eine Storung der Apoptose und Defizienz der Clearance apoptotischer Zellen
sowie eine abnorme Zytokinproduktion. Zur T-Zell-abhidngigen Differenzierung von ICS
kommt es infolge der kontinuierlichen Stimulation durch den B-Zell-aktivierenden Faktor
(BAFF). Es entwickelt sich eine B-Zell-Hyperaktivitit mit der Bildung von Autoantikdrpern
gegen nukleare, zytoplasmatische und Oberflichenantigene, so dass es zu einer lokalen
Entziindungsreaktion kommt. Die physiologische Depletion von autoreaktiven B-Zellen ist
beeintrachtigt. Die ausgepriagte Autoantikorperproduktion vermittelt die Ablagerung von
destruierenden Immunkomplexen an den Organen mit einer vorzeitigen Zellalterung. Die
Krankheitsaktivitit korreliert beim SLE mit der Komplementaktivitit und mit dem Anti-ds-
DNA-Titer. Angeborene oder erworbene Komplementdefekte gehen mit schwerem
Krankheitsverlauf einher. Eine hohe Priavalenz haben Cl-, C4- und mit schwerem
Krankheitsverlauf einhergehend C2-Defizienzen (16, 51-57).

Bei Lupus-Nephritis kommt es zur Ablagerung von zirkulierenden Immunkomplexen
und/oder zur direkten Bindung der Autoantikorper an endogene renale Antigene wie
Zelloberflichen und Basalmembranen oder an zirkulierende Antigene, die sich innerhalb der
Glomeruli aufhalten. So konnte eine Bindung von ds-DNA-Antikdrpern an Laminin,
Heparansulfat und o-Actinin gezeigt werden. Durch Apoptose konnen intrazellulére
Bestandteile freigesetzt werden, die dann wie die Nukleosomen fiir eine Exazerbation der
autoreaktiven Entziindung sorgen. Moglicherweise kommt es auch durch direkte Penetration
der Autoantikorper durch die Zellwand zur Organschddigung. Bei der SLE-
Glomerulonephritis findet sich ein erhohter Nachweis von TNFoa und IL-6, welches
Akutphaseproteine und die B-Zellen zur Antikorperproduktion stimulieren kann. Der erhohte
IL-6-Nachweis korreliert positv mit einer Proliferation der mesangialen Zellen. Eine AK-
Therapie gegen die IL-6 Rezeptoren sollte zu einer Reduzierung der Aktivititen bei SLE-
Nephritis fithren. Auch IL-1, IL-18 und IL-4 sind bei der Lupus-Nephritis hochreguliert. IL-4
stimuliert einerseites IL-6 und induziert eine mesangiale Fibrose, scheint aber als Th2-
Zytokin eine proinflammatorische Th1-Antwort zu antagonisieren und Reparaturvorginge an
den Nieren von SLE-Patienten mit GN auszuldsen. Eine Migration von Leukozyten wird bei

der SLE-GN moglicherweise durch Chemokine (CXC) wie IL-8 in die Wege geleitet (58, 59).
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Der Ausbruch im Kindes- und Erwachsenalter von SLE tritt bei genetisch anfilligen Personen

auf. Das Entziindungskaskadensystem kann aufgrund einer sekunddren Ursache aus der

Umwelt z.B. durch Infektion ausgeldst werden. Daraus ergibt sich ein anormales Milieu von

Zytokinen. Die Zytokin-Funktionen sind in den folgenden verschiedenen Phasen der

Entwicklung von SLE beteiligt: IFNa, IFNy, IL-6, IL-10, IL-17, IL-23, BAFF und TGF-f§ und

andere. Allerdings muss die genaue Atiopathogenese des SLE noch bewiesen werden (40,

60).
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Abb.2: Ubersicht iiber die Pathogenese des SLE und die betroffenen Organe (3).
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Tab.5: Selektive pathogene Autoantikorper bei SLE (18)

Antigene Spezifitit Privalenz (%) bedeutende klinische Folgen
Anti-dsDNA 70-80 Nieren- und Hauterkrankung
Nukleosomen 60-90 Nieren-und Hauterkrankung

Ro 30-40 Haut- u. Nierenerkrankung,fetale Herzprobleme
La 15-20 Fetale Herzprobleme

Sm 10-30 Nierenerkrankung

NMDA Rezeptor 33-50 Gehirnerkrankung

Phospholipide 20-30 Thrombose, Abort

a-Actinin 20 Nierenerkrankung

Clq 40-50 Nierenerkrankung

Tab.6: Mogliche Autoantikorper von Patienten mit Lupusnephritis (60)

Autoantikorper Hiufigkeit Spezifitit Assoziation mit Krankheitsaktivitit

Anti-dsDNA 40-90% Hoch Ja: LN und Hautkrankheit
Anti-SSA/Ro 30-40% Niedrig Ja: LN und Hautkrankheit plus FCI
Anti-SSB/La 12-20% Niedrig Nein: FCI

Anti-Sm 5-30% Hoch Ja: LN

Anti-Clq 40-100% Hoch Ja: LN

NMDA Rezeptor  30-50% Niedrig Ja: Zerebrale Lupus

Nukleosome 60-90% Hoch Ja: LN und Hautkrankheit
Phospholipiden 20-30% Hoch Nein: Thromése und Fehlgeburten
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Abb.3: Lipsky PE. Systemischer Lupus Erythematodes : Eine Autoimmunerkrankung der B-Zellen-
Hyperaktivitit (61).

2.2.4 SLE bei Tieren und biomedizinische Tiermodelle

Neben Menschen kénnen auch andere Primaten sowie Hunde, Pferde, Katzen, Miause, Ratten,
Kaninchen, Meerschweinchen, Schweine, Hamster, Nerze und einige poikilotherme Spezies
(Schlangen, Iguanas) von SLE betroffen sein. SLE ist der Prototyp einer
immunkomplexvermittelten Autoimmunerkrankung, die mehrere Organe befallen kann.
Immunkomplexvermittelte Gewebeschiddigungen kommen in Nieren, Haut, Gefiflen und
Gelenken vor. Die Ursache der Krankheit ist auch bei Tieren unbekannt, jedoch vermutet
man, dass genetische Komponenten, Umweltfaktoren, Infektionskrankheiten, Medikamente
und Erndhrung wie beim Menschen eine Rolle spielen. SLE ist eine chronische,
multisystemische entziindliche Erkrankung mit einem grofen Spektrum verschiedener

Autoantikorperbildungen. Einige Symptome von SLE bei Tieren sind Polyarthritis,
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Dermatitis, Andmie, Thrombozytopenie, Glomerulonephritis und Vaskulitis (62-65). Von

SLE betroffene Tiere zeigen Anormalititen in B-Zellsignalen, Migrationen, Uberexpressionen
von CD154 (CD40L) und eine erhohte Produktion von IL-6. Experimentelle Mausmodelle
zeigen Uberexpressionen von B-Zellen stimulierenden Molekiilen bei T-Zellen und
dendritischen Zellen. Deshalb ist die Produktion von multiplen Autoantikorpern bei Lupus
das kombinierte Resultat von geschidigten Apoptosen, Uberexpressionen von B-Zellen und

dem Versagen selbst-reaktive B-Zellen zu eliminieren (62).

Tab.7: Diagnostische Kriterien fiir SLE bei Tieren (62)

Zwei der folgenden Punkte miissen erfiilllt werden:

e Typische Hautldsionen

e Polyarthritis

e Antiglobulin-positive hdmolytische Andmien

e Thrombozytopenien

e Proteinurien und entweder

e cin positiver antinuklearer Antikorper -Test oder

e ein positiver Lupus-Erythematodes-Zell-Test

2.2.4.1 SLE beim Hund:

Klinische Symptome beim SLE des Hundes sind zu 60% Polyarthritis, 45% Dermatitis, 28%
hdmolytische Andmie, 21% Glomerulonephritis, 14% Thrombozytopenie und 10%
Leukopenie als Hauptsymptome. Als Nebensymptome sind erhdhte innere Kérpertemperatur,
neurologische Ausfallerscheinungen, Pleuritis, Perikarditis und Polymyositis zu beobachten.
Zu den typischen dermatologischen Verdnderungen im Kopfbereich zdhlen die Alopezie,
Hypopigmentation, Schuppen, und Erytheme. Beim Hund wurde eine genetische
Pradiposition vor allem in Beagle-Kolonien vermutet. Deutsche Schiferhunde, Collies, Pudel
Setter und Beagles sind hédufig betroffene Hunderassen (64, 66, 67). Etwa 20% der Hunde mit
Lupus produzieren Antikorper gegen IgG (RF). Es gibt viele Hinweise auf genetische
Pridispositionen auch bei Hunden. Sie sind verbunden mit ererbten Méngeln einiger
Komplementkomponenten und Fcy Rezeptoren (62, 68). In der aktuellen Literatur werden
folgende klinische Symptome des SLE beim Hund beschrieben: Polyarthritis (91%),
Glomerulonephritis ~ (65%), mukokutane  Lidsionen (60%), Lymphadenophathie,
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Splenomegalie und einige seltene Symptome, wie hidmolytische Andmien,

Thrombozytopenien, Thrombosen, sowie vollstindige Herzblockaden. Antikorper gegen ss-
DNA (2%), anti-dsDNA (21%), Histonproteine (71%), Anti-soluble-nukleare Antigene
(74%), Anti-Sm-Antigene (24%), und Anti-Ribonukleoproteine Antikorper (10%) (65).

Auch beim Hund sind viele Risikofaktoren, wie z.B. UV-Strahlen, Medikamente, Viren,
endokrine Storungen und genetische Faktoren mit dieser Erkrankung assoziiert. Die
Pathogenese ldsst sich folgendermaflen erkldren: Die Bildung von Autoantikérpern und
Immunkomplexen beginnt nach dem Auftreten der Primirstorungen. Die Ansammlungen von
Entziindungszellen (neutrophilen Granulozyten) und die Ablagerungen der Immunkomplexe
in Gelenken, Haut und Nierenglomeruli verursachen die Gewebeschddigungen (64).

Die ANA sind zu 97 -100% bei dem Lupus des Hundes gefunden worden. Bei anderen
gesunden Kontrolltieren wurden diese jedoch nur bei 16%- 20% festgestellt (62). Beim Hund
gibt es keine Geschlechtspradisposition (64). Einige Quellen weisen jedoch darauf hin, dass
mehr minnliche Hunde als weibliche betroffen sind. Lupus tritt bei Hunden im mittleren Alter
zwischen 2 und 12 Jahren auf (62). Im Verlauf eines SLE werden mehrere Autoantikorper
gebildet. Die Hauptantikorper sind gegen nukledre Antigene gerichtet. Sie sind beim Hund
ausdriicklich gegen Histone gerichtet. Die Bildung von Autoantikérpern gegen ds-DNA ist
beim Hund umstritten (64). Lupus des Hundes unterscheidet sich vom Lupus des Menschen
durch die Entwicklung bestimmter Autoantikorper, die sich nicht gegen native dsDNA
entwickeln, sondern gegen Histone und Ribonukleoproteine (62). Beim Menschen sind die
Anti-Histonantikorper  gegen den Trypsin-sensitiven Bereich gerichtet. Bei Kaninchen
hingegen sind die Anti-Histonantikdrper mit dem Trypsin resistenten Bereich reaktiv (63).
Mikroorganismen, insbesondere Viren, werden als Verursacher des SLE nicht nur bei Mensch
sondern auch bei Hund und Katze vermutet. Beim SLE des Hundes befinden sich
Immunkomplexe in der synovialen Auskleidung der Gelenkhohle, sowie in den Blutgefd3en.
Verminderte Serumkonzentrationen an den Komplementkomponenten C3 und C4 wurden bei
ANA-positiven Hunden mit nicht-erosiver Polyarthritis belegt (64, 66). Infizierte Hunde mit
Bartonella visonii spp. Berkhoffi, Ehrlichia canis und Leishmania infantum haben eine
signifikante ANA. Bei Lupus-Hunden mit multiplen Krankheitserregern neigt die ANA ins
Positive (62).

23



Literaturibersicht

2.2.4.2 SLE bei der Katze:

SLE wird bei Katzen selten diagnostisiert. Klinische Manifestationen sind Fieber,
Hautverdnderungen, Thrombozytopenie und Glomerulonephritis. Andmie ist das hdufigste
klinische Zeichen. Polyarthritis ist wie bei Hunden der hiufigste klinische Befund. Die
Immunpathogenese der Gelenkverdnderungen beim SLE ist von den Ablagerungen von
Immunkomplexen in der Synovialis gepragt. Meist sind gesunde Katzen ANA positiv (62, 64,
66).

2.2.4.3 SLE beim Pferd:

Hauterkrankungen, wie z.B. Alopezie, Ulzera, ser6se Krusten, hdufig kombiniert mit
antiglobulin-positiver Andmie, manifestieren sich beim Lupus Erythematodes erkrankten
Pferd. Glomerulonephritis, Synovitis und Lymphadenopathie treten ebenfalls bei einigen
Pferden auf. Betroffene Pferde sind ANA-positiv. Die Prognose ist beim Pferd oft ungiinstig
(62, 64).

2.2.4.4 Die Maus als ,,SLE-Topmodell der Tiere* in der biomedizinischen Forschung

Studien zwischen 1980 und 1990 belegen, dass Maiuse mit spontanem Lupus als
ausgezeichnete Tiermodelle fiir die genetische Architektur des humanen SLE dienen. Diese
Erkenntnisse ebneten einen wichtigen Weg fiir die weitere biomedizinische Erforschung des
humanen und animalen Lupus. So konnte in den letzten Jahren ein besseres Verstehen von der
genetischen Architektur des SLE und der Identifikation von Kandidatgenen, die
verantwortlich fiir SLE sind, erzielt werden (69). Tiermodelle sind im Rahmen der
biomedizinischen Forschung fiir das Studium der Lupuspathogenese und fiir die Entwicklung
neuer Therapien fiir humane organspezifische Autoimmunkrankheiten unverzichtbar.
Idealerweise sollten Kleintiermodelle die klinischen Eigenschaften von Humankrankheiten in
ihrer Gesamtheit reprasentieren. Die Lupuskrankheiten bei Tieren sollten aus vergleichend-
medizinischer Sicht bearbeitet werden (70).

Derzeit gibt es zahlreiche Mausmodelle, die es ermdglichen die zelluldren und genetischen
Verdnderungen des SLE zu verstehen und weiter zu erforschen. Die klassischen Modelle, die
spontan SLE entwickeln, sind FI-Hybriden zwischen dem New Zealand Black (NZB)- und
den New Zealand White (NZW)-Stamm (NZB/W F1) und ihren Derivaten, dem MRL/Ipr
und BXSB/Yaa-Stamm inklusive der Pristine-Induced-Modelle und den chronischen-Graft-
versus—Host-Disease-Modellen (65, 71). Die NZB/W-Mausstimme sind die anerkanntesten

Tiermodelle fiir die Forschung und Therapieentwicklung von SLE. NZB/W-Miuse sind
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Mausmodelle, die dem humanen SLE sehr dhnlich sind. Die F1-Hybridgeneration aus der

Kreuzung der New Zealand Black (NZB) - mit den New Zealand White Méusen (NZW)

(NZB/W F1) entwickelt ab dem 4. - 5. Lebensmonat spontan eine systemische
Autoimmunerkrankung, die dem systemischen Lupus Erythematodes des Menschen sehr
dhnlich ist. Wahrend die NZW-Méuse im wesentlichen klinisch gesund sind und allenfalls
intermittierend nicht-pathogene Antikorper aufweisen, fallen die NZB-Maiuse durch die
Produktion von pathogenen Autoantikdrpern (Anti-Erythrozyten-Antikérper der IgM- und
IgG-Klasse, IgM-Anti-ssDNA-AK, Anti-gp70-Ak und antinukledre Antikorper im hoheren
Lebensalter) auf, die wahrscheinlich zur Entstehung einer autoimmunhidmolytischen Anidmie
sowie einer Glomerulonephritis beitragen. In diesem Mausstamm sind die B-Zellen
hyperaktiviert und in sich ausdifferenziert. Sie sezernieren spontan Antikorper bereits im
Fetalstadium und bei Neugeborenen. Die CD5-positive Zellanzahl im Peritoneum und in der
Milz ist erhoht. Diese Zellen produzieren reichlich IgM-Antikorper. Die B-Zellen sind
resistent gegeniiber der Toleranzinduktion gegen T-Zell-unabhdngige Antigene. Sie zeigen
einen Defekt in der Fc-vermittelten Clearance von Immunkomplexen. Die NZB-Maiuse zeigen
auf der T-Zell-Seite eine Reihe von Anomalien (65, 72-75).

F1-Hybride dieser beiden Mausstimme (NZBxNZW) gelten als dem humanen SLE sehr
anndhernde Maus-Modelle. Die Erkrankung ist bei weiblichen Tieren stirker ausgepriagt und
tritt frither auf als bei Méannchen. Sie zeigen hohe Titer von IgG Anti-dsDNA-Antikoérpern,
Anti-Chromatin-Antikorpern und antinukledren Antikorpern (ANA). LE-Zellen sind
weitestgehend bei allen Weibchen nachweisbar. Die Todesursache ist meist eine terminale
Niereninsuffizienz als Folge der Glomerulonephritis (71, 73). Die B-Zell-Hyperaktivitét der
NZB-Maiuse findet sich ab dem ersten Monat auch bei den Hybriden in der abnormalen hohen
Immunglobulinproduktion wider. Allerdings scheinen die T-Zellen bei den NZB/W-Miusen
eine grofere Rolle zu spielen als bei den NZB-Maiusen. Sie sind zumindest mitverantwortlich
fir den Klassenwechsel von IgM-anti-DNA zu IgG-anti-DNA, welche der klinischen
Krankheitsmanifestation vorausgeht(76). Grosse Mengen von IgG Antikorpern gegen dsDNA
sowie ssDNA werden sezerniert. Ein Teil dieser Antikorper konnen eine Nephritis
verursachen (76, 77). Die bedeutsamsten Antikorper fiir die Entwicklung der
Glomerulonephritis  bei  NZB/W-Méusen sind  Anti-DNA-Autoantikérper  und
Immunkomplexe. Ab einem Alter von 2-3 Monaten sind die ANA bei weiblichen NZB/W-
Mausen nachweisbar. Hierunter fallen Antikorper gegen Subnukleosomen, Nukleosomen,
Chromatin, dsDNA, ssDNA, dsRNA, tRNA, Polynukleotide und Histone. IgM-anti-DNA-AK
sind ab einem Alter von 3-5 Monaten und IgG-anti-DNA-AK wird ab den 5.-7.

25



Literaturibersicht

Lebensmonaten nachweisbar. Hier sind die Isotypen IgG2a and IgG2b am hiufigsten. Kurz

nach dem Immunglobulinklassenwechsel lagern sich IgG und Komplement im Mesangium
der Nierenglomeruli ab. Im Alter von 3 bis 4 Monaten beginnen NZW/B-Méiuse Anti-DNA-
Antikorper im Serum auszubilden und Proteinurie zu entwickeln. Ab einem Alter von 5 bis 7
Monaten tritt eine Proteinurie, ab einem Alter von 6 bis 12 Monaten eine terminale
Niereninzuffizienz auf. Immunkomplexe mit gp70 sind bei NZB/W-Maiusen hauptséichlich
nachweibar als DNA/Anti-DNA-Komplexe. Anscheinend 16sen Antikdrper gegen DNA die
Organschiadigungen in der Niere durch direkte Bindung an die glomeruldre Basalmembran
aus, wohingegen gp70-Immunkomplexe durch Ablagerung zur Glomerulonephritis beitragen
(73, 78, 79). Den grofiten Anteil an Ablagerungen in den Nieren haben IgG-anti-DNA-AKk.
Hier ist die IgG2a die dominante Klasse (77). Die hohen Anti-DNA-IgG-Spiegel treten zur
selben Zeit wie eine Hypokomplementimie auf. Gleichzeitig ist der Spiegel der
zirkulierenden Immunkomplexe erhoht (74). Die NZB/W-Ménnchen entwickeln auch ANA,
unter denen Anti-DNA-Antikorper sind, allerdings meist vom IgM-Isotyp. Autoantikdrper des
IgG-Isotyps treten bei ihnen erst sehr spdt auf, normalerweise erst ab einem Alter von 12
Monaten. Die Ménnchen sterben mit 15 bis 20 Monaten an einer langsam verlaufenden
progredienten chronischen Nephritis (73).

NZB/W-Miuse haben den hyperaktivierten B-Zell Typ der NZB-Miuse geerbt. Der Defekt
zeigt sich jedoch spiter als bei NZB-Maiusen. Sie zeigen im Alter von einem Monat eine
abnormale  hohe IgM-Sekretion. Stammzellen der B-Zell-Linie koénnen die
Krankheitssymptomatik bei gesunden Miusen transferieren (76, 79, 80). Bei den NZB/W F1-
Miusen finden sich andererseits weniger B-Vorldufer-Zellen im Knochenmark als bei
gesunden Madusen, dafiir aber mehr Marginalzonen-B-Zellen, die jedoch nicht direkt mit
pathologischen Verdnderungen in der Niere zu korrelieren scheinen (81). Autoreaktive B-
Zellen werden bei BWF1-Mdusen nicht wie bei gesunden Maiusen eliminiert, sondern
aktiviert und zum Klassenwechsel und zur somatischen Hypermutation angeregt, wodurch
hochaffine Autoantikorper produziert werden (82). Generell entwickeln NZB/W-Mduse eine
zur terminalen Niereninsuffizienz fiihrende Glomerulonephritis, die primér durch IgG-Anti-
dsDNA-AK und von gp70/Anti-gp70-Immunkomplexen ausgelost wird. Diese Antikorper
treten bei weiblichen Tieren friiher auf. Die Entstehung dieser Antikorper kann durch
Sexualhormone beeinflusst werden. Fiir die Entwicklung hoher IgG-anti-DNA-Antikorper-
Titer und die Ausprdagung der Nephritis werden MHC und Nicht-MHC genetische Merkmale
bendtigt, beim Auftreten von Verdnderungen des Krankheitsbildes, das dem humanen SLE

dhnlich ist (74).
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Aus NZB/W Maiusen ist der New Zealand Mixed (NZM) Stamm abgeleitet. In dieser Gruppe
wurde lediglich NZM/Aeg2410 (NZM2410) gut charakterisiert. Im Gegensatz zu NZM2410,

entwickeln NZM2328-Méuse Autoantikérper und eine akute und schwere chronische
Glomerulonephritis (GN) mit weiblicher Pradominanz, dhnlich zu NZB/WF1 und Menschen
mit SLE. Bei einer Riickkreuzungsanalyse von (C57BL/6 x NZM2410)F1 x NZM2410
Mausen, wurden drei genomische Intervalle (Sle 1, 2, 3) mit modifizierter Wirkung durch
die H2-Regionen identifiziert, welche NZM2410 zu erhohter penetrant akuter GN
begiinstigen. Es wurde kein groBerer Suszeptibilititslocus fiir Anti-dsDNA-Antikorper
identifiziert (83). Antikorper gegen ds-DNA sind bisher nur bei NZB/W, NZB/SWR und
MRL/ Ipr Méusen gefunden worden (84). Die Wichtigkeit des Mausmodells beziiglich der
Erforschung von Krankheiten und deren Moglichkeiten und Grenzen der Therapie beim
Menschen haben Radbruch und Isaacs in ihrer gemeinsamen Publikation besonders stark zum

Ausdruck gebracht (85).

Tab.8: Merkmale von gemeinsamen spontanen Lupus-Méusestimmen und Pristan-induziertem

Lupus bei Miusen (65). 9(F):9Monate Female; 5(M):SMonate Male; 6(M/F):6Monate Male/Female

Erscheinungsformen Spontaner Lupus- BXSB/Yaa MRL / pr Induzierter Lupus-
NZB/W F1 Pristan
50% Sterblichkeit 9 (F) 5(M) 6 (M/F) Stammabhéngig *
(Monate)
Arthritis - - +
Serositis - - - +
Ausschlag - - + -
Nephritis + + + +
Neurologisch - + + -
Vaskulitis +/- + + "
Anti-Smith Antigene - - + +
Anti-ds-DNA + + + +
Anti-Ribosomal P - - + +
Anti-small nuklear - - - + +

Ribonukleoproteine

2.2.5 Therapie des SLE

Wegen der Assoziation von Anti-dsDNA-Antikérpern mit schwerwiegenden Krankheiten,
sollen  therapeutische = MalBlnahmen beir SLE  die  Weiterentwicklung  von

Krankheitserscheinungen verhindern und gleichzeitig zirkulierende Autoantikdrpern
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verringern (86). Gegenwartig ist eine Heilung des SLE nicht moglich, doch bei einer gro3en

Mehrzahl der Patienten kann eine deutliche Besserung des Krankheitsverlaufes erreicht
werden. Im Wesentlichen kommen bei der medikamentdsen Therapie des SLE Steroide und
Immunsuppressiva zum Einsatz. Nichtsteroidale Antirheumatika (NSAID) werden zur
Therapie von Schmerzen und Gelenkentziindungen verwendet, wie z.B. Nephroxan und
Ibuprofen. Steroide (Kortison) sind Medikamente, die insbesondere bei lebensbedrohlichen
Komplikationen (ZNS-Beteiligung, Lupus-Nephritis, Perikarditis) verwendet werden.
Steroide sind gut wirksam hinsichtlich Organmanifestation und Entziindungsaktivitit. In der
Langzeittherapie ~ sind  Steroide = zum  Remissionserhalt  meist  unverzichtbar.
Immunmodulierende Medikamente werden insbesondere bei Gelenkbeschwerden und oftmals
bei Hautmanifestationen eingesetzt. Die traditionelle Immunsupressiva-Therapie bei SLE
erfolgt mit Azathioprin, Methotrexat und Cyclosporin. Cyclosporin-A reduziert die
Proteinurie, birgt jedoch die Gefahr der Nephrotoxizitit in sich. Bei Nierenbeteiligung oder
schweren Organmanifestationen kommt auch Cyclophosphamid (CYC) zum Einsatz. Eine
optimale Wirkung wird erzielt, wenn die Leukozyten im peripheren Blutbild voriibergehend
auf unter 3000/mm’ gesunken sind (16, 87-90).

Hydroxychloroquin scheint effektiv zu sein bei der Behandlung einer subakuten, kutanen
Verlaufsform des SLE, beim medikamenteninduzierten SLE und bei mittelschwerem Verlauf
mit Beteiligung viszeraler Organe. Der Purinantagonist Azathioprin wirkt immunsuppressiv
aufgrund der Beeintrichtigung der DNA-Synthese. Es wird sehr hiufig beim SLE in
Kombination mit Kortikosteroiden eingesetzt und zeigt insbesondere bei leichten bis
mittelschweren Verldufen und in der Remissionerhaltung eine Wirkung. Cyclophosphamid ist
eine alkylierende Substanz, die durch Bindung an Guanin die Purinsynthese inhibiert und
damit eine Zellreplikation verhindert. Der Einsatz ist insbesondere bei schweren Verldufen
des SLE mit ausgeprégter renaler oder ZNS-Beteiligung gerechtfertigt; die Prognose wird
dadurch deutlich verbessert. Methotrexat (MTX) hemmt die Dihydrofolatreduktase,
beeintrachtigt die Purinbiosynthese und fordert die Ausschiittung des antiinflamatorisch
wirkenden Adenosins. Cyclosporin wirkt stark immunsuppressiv, indem es die Transkription
von IL-2 sowie anderen Zytokinen inhibiert. Mycophenolatmofetil (MMF) inhibiert die
Inosinmonophosphatdehydrogenase, der bei der Purinbiosynthese eine Bedeutung
beizumessen ist. Die Wirkung auf proliferierende Zellen ist stirker als auf ruhenden Zellen.
Damit wird insbesondere die Proliferation von aktivierten T- und B-Zellen beeintrichtigt.
Unter MMF treten weniger Infektionen und damit verbundene Komplikationen auf. Mittels

Plasmapherese oder Immunadsorption kénnen pathogenetisch bedeutsame Autoantikdrper
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und Immunkomplexe bei Patienten mit SLE aus der Zirkulation entfernt werden. Desweiteren

ist die Plasmapherese/Immunadsorption eine wichtige Therapieoption bei der im Rahmen
eines Antiphospholipidantikorpersyndroms bei SLE-Patienten auftretenden thrombotisch-
thrombopenischen Purpura. Bei einer autologen Stammzelltransplantation werden
Stammzellen des Patienten gesammelt und auBlerhalb des Korpers aufbewahrt. Dann werden
mit einer ablativen Therapie alle Lymphozyten des Patienten, die fiir die Funktion des
Autoimmungeschehens im Patienten, aber auch fiir die Infektionsabwehr notwendig sind,
vernichtet. Schlielich werden die zuvor gesammelten Stammzellen an den Patienten
zuriickgegeben. Das Immunsystem des Patienten wird somit auf die native Situation im
Neugeborenenalter zuriickgestellt. Das Immunsystem lernt erneut sich mit pathogenen
Keimen auseinander zu setzen, Geddchtniszellen und Effektorzellen miissen neu gebildet
werden. Intravends applizierbare Immunglobuline (IVIG) sind bei verschiedenen
Autoimmunkrankheiten mit unterschiedlichem Erfolg eingesetzt worden. Analog zur
Behandlung der Immunothrombopenie ist die Thrombopenie bei SLE positiv durch IVIG
beeinflussbar. Ein moglicherweise aussichtsreicher Therapieansatz ist die Depletion von B-
Zellen mittels eines monoklonalen Antikorpers gegen CD20. Hierbei werden die
autoantikdrperproduzierenden Zellen, die Antigenprisentation und die durch B-Zellen
erfolgte T-Zell-Aktivierung beeintrachtigt. Ein Risiko ist jedoch die durch diese Therapie
entstechende humorale Immundefizienz (91-95). Koblockaden von LFA-1 und VLA-4-
Adhisionsmolekiilen haben zeitweise langlebige Plasmazellen aus dem Knochenmark
deplitiert. Die CD20"-B-Zell-Depletion und die LFA-1/VLA-4 mAb-Behandlung verlingert
die Ag-spezifische Plasmazellen-Depletion vom Knochenmark signifikant, mit einem
signifikanten Riickgang des Ag-spezifischen IgG-Serums. Einige Studien zeigen, dass die
Reife- und Gedichtnis-B-Zellen nicht fiir die Aufrechthaltung der Anzahl der Plasmazellen
im Knochenmark benétigt werden, jedoch fiir die Repopulation der Plasmazellen-Defizienz
im Knochenmark (96). Bis zum jetzigen Zeitpunkt gibt es noch keine genligenden Beweise
fiir die ausreichende Wirkung einer Antizytokinen Therapie fiir humane Lupusnephritis. Die
Identifizierung und Entwicklung des neuartigen Ziels wird eine der groften
Herausforderungen fiir die therapeutischen Massnahmen sein, obwohl sie ein grosses
therapeutisches Potential fiir humane Lupusnephritis besitzen (40, 41). Aktuelle Studien
beschiftigen sich mit der Reduktion von Proteinurie und der Verbesserung der renalen

Funktion durch die Zytokinblockade-Therapie (97).
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2.3 Anti-dsDNA-Autoantikorper beim SLE

Anti-dsDNA-Autoanikérper wurden erstmals 1957 beschrieben (4, 38, 98-103). Antikorper
gegen DNA sind eine Manifestation der Autoimmunkrankheit SLE und spielen eine
entscheidende Rolle bei der Pathogenese der Erkrankung sowohl beim Menschen, als auch
bei Méusen (NZB X NZW) F1 (37, 104). Antikorper gegen ds-DNA sind die wichtigsten und
hdufigsten Markerantikorper (105) und als solche auch ein Bestandteil der ACR-
Klassifikationskriterien des SLE. Der Begriff DNA-Antikorper umfasst allerdings eine sehr
heterogene Gruppe von Antikorpern.
o Antikorper gegen ds-DNA, die nur mit natiirlicher DNA in Helixkonformation und
nicht mit denaturierter DNA (ss-DNA) reagieren.
e Antikorper gegen ds-DNA, die sowohl mit natiirlicher DNA als auch mit denaturierter
DNA reagieren.
e Antikorper gegen Einzelstrang-DNA (ss-DNA), die sich gegen die Purin- und
Pyrimidinbasen richten (35).
Antikorper gegen dsDNA sind charakteristisch fiir humanen und murinen Systemischen
Lupus Erythematodes. Sie sind zuverldssige Marker fiir SLE. Einige dieser Untergruppen
verursachen Nieren und Gefaferkrankungen. Die meisten Untergruppen sind IgG—Antikdrper.
Die nachhaltige Produktion dieser Antikérper erfolgt mit Hilfe der T-Zellen und tritt bei
Personen mit multipler Anfillikeit auf, sie besitzen sogenannte Suszeptibilititsgene (106).
Diese sind aus verschiedenen Subgruppen von antinuklearen Antikdrpern gebildet und binden
ss-DNA, ds-DNA oder auch beide. Ds-DNA konnen IgM-Antikorper oder eine der
Unterklassen von IgG-Antikérpern sein. Studien mit monoklonalen Antikérpern haben
gezeigt, dass Antikorper, die sich ausschliesslich an ds-DNA binden, selten vorkommen. Die
am hdufigsten vorkommenden Antikorper, welche ds-DNA Antikorper binden, sind ds-
DNA und/ oder ss-DNA Antikorper. Beim Grofiteil der gesunden Probanden sind IgM-
Antikorper gegen einzelstingige DNA im Serum nachweisbar. Diese haben eine niedrige
Affinitdt zu DNA und vielen verschiedenen Selbst-Antigenen. Im Gegensatz dazu wurden
IgG-Antikorper gegen ds-DNA bei relativ wenig gesunden Probanden nachgewiesen. Sie sind
eher hoch-affine Untergruppen mit geringerer Kreuzreaktivitit. Anti-dsDNA ist von grof3ter
Bedeutung fiir die Diagnostik von SLE-Patienten. Wenn diese Glomerulonephritis besitzen,

zeigt sich auch eine Krankheitsaktivitét (106-109).
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Potentielle Reaktivititen von Antikorpern gegen ssDNA und dsDNA (106)

e Antikorper gegen einzelstringige DNA:
Antigene - (besser Epitopbestandteile) in der DNA z.B.: Nukleinsdurebasen, Nukleoside,
Nukleotide, Oligonukleotide und Ribose-Phosphat-Riickgrat

e Antikorper gegen doppelstriangige DNA:
Antigene - (besser Epitopbestandteile) in der DNA z.B.: Basenpaare (Deoxyguanosin-
Deoxyzytidin, Desoxyadenosine — Desoxythymidine), Desoxyribose - Phosphat-Riickgrat und
Kreuzreaktive - Antigene mit den Antikorpern, die gegen doppelstringige DNA
kreuzreagieren z.B.: Chromatin, Nukleosome, Heparansulfate, Typ IV-Kollagen und

Antigene, die gefangen in Membranen sind, z.B. DNA und Nucleosomen.

2.3.1. Entstehung und Struktur von Anti-dsDNA-Autoantikorpern

SLE ist eine chronisch-entziindliche Autoimmunerkrankung, bei der das Immunsystem das
gesunde Gewebe angreift (110). Beim SLE sind weit liber 100 verschiedene Autoantikorper
im Serum bekannt, von denen ein Teil direkt oder indirekt an der Pathogenese beteiligt ist.
Diese Antikorper sind mehr oder weniger gegen Zellkernantigene (Antinukledre Antikorper,
ANA) zytoplasmatische Antigene, Phospholipide, Zellmembranen und
Komplementkomponenten gerichtet (17, 111). Viele unterschiedliche Mechanismen fiihren
zur Produktion von Antikdrpern gegen DNA. Antikorper gegen DNA konnen bei Stimulation
mit bakterieller DNA, bakterieller Zellwand, Phospholipiden und mit Viren gebildet werden.
Antigene, die die Bildung von potentiellen pathogenen Antikérpern gegen DNA initieren,
konnten Chromatin oder Nukleosomen sein. Durch Nukleosome aktivierte T-Lymphozyten
von SLE-Patienten konnen den B-Lymphozyten helfen, IgG-Antikorper zu produzieren.
AuBerdem vermogen DNA-Protein-Komplexe und RNA-Protein-Komplexe Antikorper gegen
DNA zu induzieren. Im Allgemeinen kdnnen multiple Expositionen gegen Bakterien, Viren
oder chemische Antigene, aber auch die eigenen Antigene zur Formation von Antikorpern
gegen DNA fiihren (106, 112, 113). Anti-dsDNA Antikorper sind aus nicht autoreaktiven B-
Zellen wihrend einer normalen Immunantwort generiert. Einige humane anti-DNA-
Autoantikorper sind von nicht - DNA-reaktiven B-Zellen wihrend des Vorganges auf
somatische Hypermutationen generiert. Die defektive Beseitigung von apoptotischen Zellen
in dem Keimzentrum kann die positive Selektion der Anti-DNA-Antikorper begiinstigen (2).

Antikorper gegen einzel— und doppelstrangige DNA sind ein Teil vom normalen Repertoire

natiirlicher Antikérper. Die meisten sind niedrig affine IgM-Antikorper, die schwach mit
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verschiedenen Auto-Antigenen reagieren. Wenn sich diese natiirlichen Antikorper von IgM

zu IgG Isotypen umwandeln, dann steigert sich das Pathogenititspotenzial. Die Produktion
von hoch affinen IgG-Antikérpern gegen DNA steht hdufig in Zusammenhang mit
Glomerulonephritis bei SLE-Patienten. Die Antigene, die die Bildung von potenziell
pathogenen Antikorpern gegen DNA initieren, konnen Chromatine oder Nukleosomen sein
(106, 108, 109, 112, 114-118).

Zusitzlich zu den DNA-Proteinkomplexen konnen RNA-Proteinkomplexe Antikorper gegen
DNA induzieren. Einzelne T- und B-Zellen, die zunichst durch ein einzelnes Antigen
aktiviert werden, konnen schlieBlich mit mehreren selbst- und nichtselbst Antigenen
reagieren. Die mehrfache Exposition mit Bakterien, Viren oder chemischen Antigenen und
Autoantigenen (Nukleinsdure-Protein-Komplexen) koénnen zur Bildung von Antikérpern
gegen die DNA fiihren. Nukleosomen aus sterbenden Zellen vermdgen die Produktion von
Antikorpern gegen DNA zu fordern. Ein relevantes Ergebnis hat gezeigt, dass Lymphozyten
von SLE-Patienten erhohte Mengen von Nukleosomen freigesetzt haben (106, 119-121).
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Abb.4: Ursprung pathogener Antikorper gegen DNA (106)

Teil A zeigt das normale Immunsystem

Teil B zeigt die Aktivierung vom normalen Immunsystem bei Autoantigenen und Umweltantigenen
Teil C zeigt die Freisetzung von Zytokinen durch Kontakt mit den B-Zellen, sodass die T-

Helfer Zellen die B-Zellen zu den hoch affinen Ig G- Antikdrpern gegen DNA sezernieren und zu einer
Autoimmunkrankheit fiihren konnen (106).
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Einige Urspriinge von Antikorpern gegen DNA (106)

e Natiirliche Antikérper (normales Repertoire von polyreaktiv-briichenden und niedrig-
affinen AntikGrpern)

e Polyklonale B-Zell-Aktivierung

e Spezifische Antigenstimulation, durch z.B.: Bakterien (Phospholipide, DNA, DNA-
Protein-Komplexe), Viren, chemische Reizstoffe (z.B. Pristiane), DNA-Protein
Komplexe (z.B. Nukleosome, Chromatin) und RNA-Protein-Komplexe

e T-Zell-Hilfe durch z.B.: Die Aktivierung durch nukleosomale Peptide, die Aktivierung
durch Immunglobulin-Peptide, Verbreitung der Kreuz-Reaktivititen von heftigen
Immunantworten, Determinanten, die sich in T- und B-Lymphozyten verbreiten,

Degeneration im T-Zell-Repertoire und Idiotypischen Netzausbau

Abb 5: Anti-dsDNA-Autoantikorper sind die am hiufigsten diagnostizierten Autoantikorper
beim SLE (122, 123). Sie sind spezifisch fiir SLE and haben sehr gute Korrelation mit SLEDAI.

2.3.2. Klinische Assoziation/Bedeutung von Anti-ds DNA-Autoantikorpern
Die pathogenen Autoantikorper sind die Hauptursache fiir Gewebeschidden bei SLE Patienten.

Die Produktion dieser pathogenen Autoantikdrper entsteht durch einen komplexen
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Mechanismus des Immunsystems (18). Antikorper gegen Anti-dsDNA sind besonders im

Serum zu finden. Anti-dsDNA-Antikdrper werden in den Glomeruli von Lupuspatienten
gespeichert und gefunden. Sie korrellieren mit ihrer Krankheitsaktivitdt (2). SLE-Patienten
entwickeln eine Vielzahl von klinischen und serologischen Manifestationen. Das
Vorhandensein grofler Mengen von Serumantikdrpern gegen ds-DNA ist spezifisch fiir SLE.
Einige der Subgruppen dieser Antikorper sind pathogen (106). Allerdings ist die Spezifitit
von dsDNA-Antikorpern fiir die Diagnose von SLE nicht notwendig fiir ihre prognostischen
Fahigkeiten, wie z.B. die Identifizierung der organspezifischen Beteiligung (124). Klinisch
sind Anti-dsDNA-Antikorper mit Nierenerkrankungen und Krankheitsaktivititen assoziiert,
jedoch ohne Beteiligung des Zentralen Nervensystems (125).

Die Sanierung von Immunkomplexen durch Phagozyten ist bei SLE Patienten defekt. Dies
geschieht zum Teil aufgrund einer reduzierten Anzahl von CRI1 Rezeptoren fiir ein
Komplementbestandteil auf Zelloberflichen. Defekte Sanierung kann auch durch
unzureichende Phagozytose von IgG2 und IgG3 enthaltenen Komplexen geschehen (126-
129). Einzelmessungen der Serumtiter von Antikérpern gegen dsDNA sind in der Diagnose
von SLE niitzlich (106). Die Bestimmung der Antikorper gegen dsDNA ist deshalb ein
sinnvoller Test in der Diagnostik des SLE.

Antikorper von IgG-Isotypen mit hoher Affinitdt sind von groer Bedeutung fiir die klinische
Diagnostik (25, 130). Anti-dsDNA-Autoantikorper werden als Marker in Kombination mit
dem Komplementverbrauch fiir die Entwicklung einer Lupusnephritis und die
Krankheitsaktivitit verwendet (17, 131). Das TNF-induzierte-Adhdsionsmolekiil-Siglec1-
(CD169) -Expression auf Monozyten korreliert eng mit den Anti-dsDNA-Antikérperspiegeln
im Serum und SLEDAI (17, 132).

Antikorper, welche nur gegen die ds-DNA gerichtet sind, sind spezifisch fiir den SLE. Die
Privalenz betrdgt beim aktiven SLE mit Nierenbeteiligung etwa 90%, beim aktiven SLE ohne
Nierenbeteiligung liegt sie zwischen 50% und 70%, beim inaktiven SLE unter 40% und bei
gesunden Personen unter 0,1%. Hochaffine ds-DNA-Antikoérper der Immunglobulinklasse
IgG bei noch asymptomatischen Personen, gelten als besonderer Risikofaktor fiir die
Entwicklung des SLE. Ein negatives Ergebnis der Untersuchung auf dsDNA-Antikorper
schlieft einen SLE nicht aus, wenn im ANA-Test andere hochwertige Antikorper gegen
Zellkerne nachgewiesen werden. Es ist moglich, dass DNA-Antikérper zu einem spéteren

Zeitpunkt im Krankheitsverlauf auftreten konnen (35).
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Abb.6: Vorgeschlagene Theorien fiir Anti-dsDNA-Antikoper in Situ Inmunkomplex-Ablagerungen (133)

2.3.3. Pathogenetische Mechanismen von Anti-dsDNA-Autoantikorpern

Die immunpathogenetischen Faktoren, die schlieBlich zur Entwicklung eines SLE fiihren,
sind vielschichtig. Der iibliche Nachweis von pathogenetisch relevanten Autoantikdrpern
beim SLE stellt B-Zellen in das Zentrum der Immunregulation. Die Hohe der Autoantikérper
gegen dsDNA korreliert mit dem Auftreten klinisch schwerwiegender SLE-Manifestationen
wie der Lupusenzephalitis und der Lupusnephritis. Autoantikoérper und Autoantigene bilden
Immunkomplexe, die im Gewebe abgelagert unter bestimmten Voraussetzungen eine
Entziindungsreaktion bewirken (42, 104, 134). Die Pathogenitit von Autoantikdrpern ist
abhéngig von ihrer Konzentration, Affinitdt und Immunglobulinklasse bzw. Subklasse. Dies
konnte vor allem beim SLE fiir die Antikérper gegen Nukleosomen bzw. gegen dsDNA
gezeigt werden. Unmittelbar vor und wihrend der aktiven Krankheitsphase des SLE,
insbesondere mit einer diffusen proliferativen Glomerulonephritis, finden sich regelmafBig
hohe Titer von dsDNA-Antikorpern der IgG-Klasse mit hoher Affinitdt, wahrend dsDNA-
Antikorper vom IgM-Typ negativ mit einer SLE-Nephritis assoziert sind (135-137).
Pathogenetische Anti-dsDNA-Antikorper haben typische IgG-Isotypen und zeigen eine hohe
Affinitit fiir ds-DNA (106, 138). Die DNA bindet an Antikérper. Diese wiederum binden
sich- mit Antigenen und nackter DNA, welche durch Kreuzreaktionen
Krankheitserscheinungen verursachen konnen. Faktoren, die die Ursache fiir die Pathogenitit
von Antikoérpern gegen DNA sein konnen, sind z.B. Komplement-fixierende Fihigkeiten,
Affinitdt zu DNA und kreuzreaktiven Antigenen, die Ladung von Antikdrpermolekiilen oder
Immunkomplexen und die Aminosdurensequenzen der gebundenen Proteine (106, 112, 114-

116, 138-142). Die Anreicherung mit bestimmten Aminosduren wie Arginin, ist bei einigen
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Molekiilen fiir die Bindung von DNA kritisch. Die Bindung von Antikérpern gegen

Gewebeantigene ist wahrscheinlich erh6ht, wenn die Antikorper positiv oder negativ geladene
Aminosduren enthalten und die Antigene entgegengesetzt geladene Bereiche besitzen. Daher
kann die Anreicherung von Antikérpern gegen DNA in geladenen Aminosduren die
Antigenspezifizitit und Pathogenitit bewirken (106, 122).

In einer Studie von schwarzen Lupuspatienten wurde gezeigt, dass die DNA-Antikdrper mit
der Krankheitsaktivitdt in der Niere und im Kardiovaskularsystem korrelieren, nicht aber mit
anderen Organen oder Systemen (143). Einige Antikorper gegen dsDNA verursachen
Glomerulonephritis durch die Bildung von Komplexen mit DNA, die passiv in die Glomeruli
eingebilinden sind, andere fithren zu Glomerulonephritis durch direkte Bindung an die

glomeruldren Struktur (106, 138).
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Abb. 7:Wege der Zirkulierenden Immunkomplexe und pathogenen Antikoérper gegen DNA in der
Nierengewebe (106)

Es ist nicht klar mit welchen Merkmalen man zwischen pathogenen und nicht pathogenen
Antikorpern gegen DNA unterscheiden kann. Einige humane monoklonale Antikdrper gegen
DNA, die von B-Zell-Hybridomen gewonnen wurden und in Méiuse mit schwerer
kombinierter Immundefizienz transplantiert wurden, verursachten Glomerulonephritis. IgG1
und IgG3 in Kombination mit Komplementaktivierung konnen zu Gewebeschiaden fiihren. Ig

G2 Antikorper sowie auch IgGl, IgG3 und IgM Antikorper gegen DNA sind in den
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glomeruldren Lisionen von Patienten mit Lupusglomerulonephritis gefunden worden (139,

140, 144-147). Einige Antikorper gegen DNA von SLE-Patienten binden in vitro an
Membranen von lebenden Zellen. Sie dringen in die Zelle ein und binden an Zytoplasma oder
nukleédre Strukturen (148-150). Die Folgen dieser Zellpenetration sind nicht bekannt, konnten
aber die Zellproliferation, Proteinsynthese und die Apoptose beinflussen (106).

Die Autoantikdrper beim SLE sind meist nicht gegen ein einzelnes Protein, sondern in den
meisten Fillen gegen ganze Komplexe aus Eiweil und Nukleinsduren gerichtet.
Autoantikorper sind in Gruppen reaktiv gegen Eiweil, Nukleinsduren und Phospholipide
dieser Komplexe. Anti-dsDNA Antikorper zum Beispiel sind normalerweise mit dem
Auftreten von Anti-Histon- und Anti-Chromatin-Antikdrpern assoziiert. Das Autoantigen ist
in diesem Fall wahrscheinlich das gesamte Nukleosom (151-157).

Erhohte Affinitdit zur DNA ergibt wahrscheinlich einen Pathogenitdtsvorteil auf einen
Antikorper, zumindest im Bezug auf induzierende Glomerulonephritis. Abgelagerte
Immunglobuline in Lupusldsionen sind in Idiotypen angereichert. Sie sind hiufig in
Antikorpern gegen DNA vorhanden. Diese Idiotypen konnen als Marker von pathogenen
Antikorpern dienen (138, 158-161). Antikorper gegen DNA, die mit Nukleosomen binden,
scheinen besonders pathogen zu sein, weil sie mit Heparinsulfat und ebenfalls mit in
Kollagen-Typ-IV gefangenen Nukleosomen in glomeruldren Basalmembranen binden kdnnen
(112, 114-116, 162, 163). Bei ,,normalen” Mausen konnte lupusdhnliche Glomerulonephritis
durch die Ubertragung von monoklonalen Maus-Antikorpern gegen DNA oder durch die
Einflihrung in die Keimbahnen von Genen der schweren und leichten Ketten eines Maus-IgG-

Antikorpers gegen dsDNA festgestellt werden (162, 164).
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Abb. 8: Pathogene Mechanismen von Anti-dsDNA-Antikorpern: Anti-dsDNA-Antikorper konnen durch Wirkung einer Vielzahl
nicht-exklusiver Mechanismen Pathologie verursachen. Sie dringen direkt in die Zelle ein und induzieren Apoptose durch Bindung
zellulirer DNA (oben links). Anschliefend binden sie sich an die Zelloberfliche als nicht-ds-DNA-Antigene in einer polyreaktiven
Form (unten links). Dann iiberbriicken sie elektrostatisch eine Bindung mit den DNA-Komponenten von Nukleosomen mit den
Immunkomplexen auf der Zelloberfliche (oben rechts) und induzieren IFN-o —Sekretion nach Fe-vermittelter Aufnahme durch die

Bereitstellung der dsDNA-Liganden an TLR 9 (unten rechts) (86).
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2.3.4. Ausgewihlte diagnostische Immunoassays fiir den Nachweis von Anti-

dsDNA-Autoantikorpern im SLE-Serum

Die Messung von Autoantikorpern, die spezifisch fiir Anti-dsDNA sind, ist essentiell fiir die
Diagnose von SLE. Es gibt eine Reihe verschiedener Testmethoden um die Anti-dsDNA
Antikérper im Serum nachzuweisen (37, 165). Die derzeit am hiufigsten verwendeten
technischen Methoden fiir die Detektion fiir Anti-dsDNA-Antikorper sind ELISA, Farr RIA
und CLIF (37). Die wichtigsten und fiir diese Arbeit relevanten Methoden werden im
Folgenden kurz dargelegt. Dabei sei besonders auf die Unterschiede der einzelnen
Testmethoden zueinander eingegangen; eine ausfiihrliche Erlduterung erfolgt in Abschnitt

3.1.

Farr RIA:

Dieses Assay kann die Isotypen zwischen IgM- und IgG-Antikérpern gegen DNA nicht
unterscheiden. Hohere Titer werden diagnostisch fiir SLE genutzt, wenn Krankheitsmerkmale
vorhanden sind. Eine Anderung der Titer kann der beste Prediktor fiir die Verhinderung der
Exazerbation sein, besonders bei Glomerulonephritis oder Vaskulitiden (37, 106). Farr RIA
ist mit radioaktiver DNA markiert und stellt eine Gefahr fiir die Gesundheit der Mitarbeiter
dar; es ist sehr spezifisch fiir die Diagnostik von SLE und wird auf Grund der
umweltschidlichen radioaktiven Strahlenaktivitdt nur in wenigen Laboratorien verwendet.
Mit dem Farr-RIA werden Anti-dsDNA—Antikorper bei anderen rheumatischen Erkrankungen
in der Regel nicht nachgewiesen (35). Der Farr RIA wird in einigen Forschungseinrichtungen
und Routine-Laboratorien immer noch genutzt, allerdings ist die Verwendung stark

zuriickgegangen (37).

ELISA:

ELISA ist ein weit verbreitetes Assay, da es leicht durchfiihrbar ist. Hohere Titer werden bei
SLE diagnostiziert, wenn auch andere Krankheitsmerkmale vorhanden sind. Bei einigen
Patienten korrelieren die Testergebnisse mit der Krankheitsaktivitit (106). Bei ELISA handelt
es sich um eine Testmethode, welche eine hohere Sensitivitit, jedoch geringere Spezifitdt bei
SLE-Patienten aufweist (37, 166). Positive Ergebnisse lassen sich auch bei anderen
Erkrankungen finden, so z.B. Sjorgen-Syndrom, Sklerodermie, rheumatoide und juvenile
idiopathische Arthritis, Myasthenia gravis, autoimmune Hepatitis, arzneimittelinduzierte

SLE-dhnliche Syndrome und verschiedene Infektionskrankheiten (35). Der ELISA wird fiir
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die Detektion verschiedener Isotypen genutzt. In der Klinik wird dieses Verfahren meistens

fiir die Nachweise von IgG-Anti-dsDNA-Antikdrpern verwendet. Er kann auch Antikorper
mit geringer oder hoher Affinitdt detektieren. Im direkten Vergleich sind Farr RIA und CLIF
mehr spezifisch, jedoch weniger sensitiv als ELISA (37).

CLIF:

Der Vorteil dieser Testmethode ist der, dass Antikorper nicht gegen ss-DNA erkannt werden.

Er diagnostiziert also ausschlieBlich ds-DNA-Antikorper ungebunden von Histone-Proteinen.
Hohere Titer werden bei SLE diagnostiziert, wenn zugleich andere Krankheitsmerkmale
vorhanden sind. CLIF wird fiir die Detektion von IgG Anti-dsDNA, IgM Anti-dsDNA bzw.
alle Isotypen von Anti-dsDNA-Antikérpern benutzt (37, 106). Der CLIF mit Crithidia
luciliae, deren Kinetoplast reine doppelstringige mikrozirkulierende DNA enthélt, besitzt
eine hohe Spezifitit, jedoch nur eine relativ geringe Sensitivitit. Fiir das Monitoring der
Krankheitsaktivitit ist er wenig geeignet, da nur ein 4-facher Titeranstieg (d.h. 400%) als

signifikant unterschiedlich angesehen werden kann (35).

2.3.5. Kurz- und langlebige Plasmazellen als Anti-dsDNA-Autoantikorper

sezernierende Zellen

Autoantikdrper werden von CDS5-positiven B-Lymphozyten als sogenannte natiirliche
Autoantikorper  gebildet.  Natiirliche = Autoantikoérper — gehdren  liberwiegend — zur
Immunglobulinklasse IgM, sind niedrig-affin und polyspezifisch. Sie sind vermutlich bei der
Etablierung des Idiotyp-Netzwerks, bei der Antigenprisentation und bei der
Toleranzinduktion von Bedeutung. In einigen Féllen kann die monoklonale Bildung derartiger
Antikorper in hohen Konzentrationen zu pathogenen Autoimmunreaktionen fiihren (167,
168). Die Mehrzahl der bei verschiedenen Autoimmunkrankheiten nachweisbaren
Autoantikorper wird von CD5-negativen B-Zellen mit Unterstiitzung von T-Zellen gebildet.
Die Autoantikdrperbildung weist ein antigengetriebenes Muster mit somatischer Mutation
auf. Es erfolgt eine Affinitdtsreifung und ein Klassenswitch von IgM- auf IgG-, IgA- oder
IgE-Antikorper. Die  iliberwiegende Menge an  Autoantikdrpern — gehort — zur
Immunglobulinklasse IgG. Es konnen aber auch Antikorper der Klasse IgM, IgA und IgE
gebildet werden (7).
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Anti-dsDNA Autoantikoérper von SLE-Patienten konnen von nicht-DNA-reaktiven B-Zellen

somatische Hypermutationen entwickeln. Die schrittweise Reifung von nicht-Anti-dsDNA

reaktiven B-Zellen konnte in Anti-dsDNA-autoreaktiven B-Zellen umgewandelt werden (2).
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Abb.9: Autoantikérper im friihen Stadium von SLE: Die typischen mit SLE assozierten

Autoantikorper sind in schwarz dargestellt. Diejenigen, die auch mit anderen
Erkankungen assoziert sind, sind in blau dargestellt. Gleichzeitig ist der Zusamenhang
von autoreaktiven B-Zellen und SLE durch verschiedene Autoantikorperproduktion in

der Abbildung deutlich sichtbar (169).

Plasmazellen sind terminal differenzierte B-Lymphozyten, die fiir die Sekretion von
Antikorpern zustdndig sind. Unter pathologischen Bedingungen produzieren sie auch
Autoantikorper (104, 111). Ein Grofiteil (55 — 75%) der Antikorper exprimiert Selbst-
Reaktivitdten durch frithe unreife B-Zellen; dazu zihlen auch polyreaktive und anti-nukleare
Spezifititen. Auf zelluldrer Ebene, wird eine deutliche Steigerung von Plasmablasten beim
aktiven SLE sichtbar. Nur einige Subpopulationen dieser gebildeten Plasmablasten bilden
Anti-dsDNA-Antikorper (169, 170). Die Klonalitdt von B-Zellen, die Antikérper gegen DNA
produzieren, ist eingeschriankt, wahrscheinlich aber nicht mehr als die, der normalen B-Zellen,
die durch externe Antigene stimuliert werden. Antikorper gegen DNA sind die Produkte
vieler verschiedener Kombinationen von normalen Genen der V-, D und J-Regionen, die die
schweren und leichten Ketten kodieren (117, 118, 122, 171). Einige Antikorper gegen DNA
werden von der Keimbahn-DNA codiert und nicht verdndert. Die meisten jedoch

(insbesondere IgG) enthalten somatische Mutationen. Viele Antikorper gegen DNA werden
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als Reaktion auf eine Stimulation durch Antigene gebildet. Einige entstehen auch aus

unspezifischer Stimulation von polyklonalen B-Zellen (106, 109, 117, 122, 144, 171).

Die Herstellung von IgG-Antikorpern gegen DNA bendtigt die Wechselwirkungen zwischen
B-Zellen, welche die Antikorper produzieren und Helfer T-Zellen, die die Synthese und
Sekretion von Antikorpern aktivieren. Bei SLE-Patienten aktivieren sowohl CD4, als auch
CDS8 und auch die doppelt negativen CD4" _ ;4 CDS8™- Zellen die Synthese und Sekretion von
Antikorpern (107, 113, 172). Nach Literaturangaben spielen B-Zellen beim SLE auch als
Antigen-priasentierende Zellen eine Schliisselrolle (151, 155-157). Der B-Lymphozyten
Stimulator (BLys), der bei der Aktivierung autoreaktiver B-Zellen wichtig ist, korreliert mit
dem Anti-dsDNA-Antikorper-Spiegel und dem SLEDALI (6, 173).

Langlebige Plasmazellen sind verantwortlich fiir die Bildung pathogener Autoantikdrper
(104), deren Titer sich trotz aggressiver Behandlungsschemata nicht oder nur missiggradig
reduzieren lassen. Die Sekretion pathogener Antikorper durch langlebige Plasmazellen,
gegeniiber konventioneller Therapien resistenter Plasmazellen, kann zu therapierefraktiren
Verldufen des SLE beitragen (111).

Obwohl die Pathogenese der SLE nicht vollstindig bekannt ist, spielen B-Zellen durch den
Verlust der B-Zell-Toleranz vermutlich eine zentrale Rolle fiir die Entstehung autoreaktiver
B-Zellen. Dies ist ein Erkennungsmerkmal fiir die Pathogenese des SLE (174). B-Zellen und
die sich daraus differenzierenden (Auto-)Antikorper-sezernierenden Plasmablasten und
Plasmazellen, spielen in der Pathogenese des SLE eine Schliisselrolle. Bei aktivem SLE findet
sich eine ungewohnlich hohe Zahl von CD27-hoch-positiven Plasmazellen im peripheren
Blut. Die Anzahl der Plasmazellen korreliert sowohl mit dem Serumspiegel der Anti-dsDNA-
Antikorper, als auch mit dem Systemic Disease Activity Index (SLEDAI) und European
Consensus Lupus Activity Measure (ECLAM). Diese Korrelation ist groftenteils durch
kiirzlich generierte, proliferierende Plasmablasten bedingt, die statt zu reifen, als
nichtproliferierende Plasmazellen HLA-DR exprimieren. AuBlerdem befinden sich im
peripheren Blut von SLE-Patienten aktivierte Gedéichtnis-B-Zellen, denen der typische
Memory-Zellmarker CD27 fehlt. Diese Population zeigt auch eine Korrelation mit dem
SLEDAI und assoziiert einen Komplementverbrauch (14, 17, 175, 176).

B-Zellen differenzieren zunichst zum Plasmablasten-Precursor fiir reife Plasmazellen.
Plasmablasten und Plasmazellen sezernieren gleiche Antikorper. Im Gegensatz zu
Plasmazellen, haben die Plasmablasten die Fahigkeit zu proliferieren und in die entziindeten
Gewebe, oder zum Knochenmark zu migrieren, wo der Hauptort fiir die Antikdrperproduktion

ist. Plasmazellen konnen sich aus jeder Art von aktivierten B-Zellen entwickeln. Es ist aber
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unklar, ob Plasmazellen jeder Herkunft langlebige Plasmazellen werden. Die Lebensdauer

einer langlebigen Plasmazelle scheint dabei abhiingig von der Uberlebensnische (177).
Autoantikorper, die von zirkulierenden autoreaktiven Zellen produziert werden, bilden einen
Immunkomplex in den inneren Organen und verursachen Entziindungen und Organschiden.
Anti-dsDNA produzierende B-Zellen scheinen eine direkte pathogenetische Rolle bei der
Lupusnephritis zu haben (174).

Bone marrow
Autoantigens

@ "%,

Survival niche

Autoreactive
long-lived PC

Autoreactive
memory B cell
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Autoreactive \ﬁ

plasmablast

Relapse

Abb. 10: Nat.Rev.Rheumatol. 2011. Der Zusammenhang zwischen Autoantikérper-Produktion von

Autoantibodies

langlebigen Plasmazellen und Immukomplexen (177)

B-Zellen sind hochkomplexe Zellen mit zahlreichen Aufgaben im Immunsystem. Sie
differenzieren nicht nur Antikorper produzierende Plasmazellen, sondern auch kompetente
Antigen-prisentierende Zellen und Trager des immunologischen Geddchtnisses. Die Anzahl
zirkulierender B-Zellen ist beim SLE erhoht und besteht in der Regel aus einer
Hypergammaglobindmie. Diese reflektiert eine polyklonale B-Zell-Aktivierung durch
exogene oder endogene Antigene bzw. eine Stimulation von B-Zellen durch Antigene oder
Zytokine. Diese werden schlieflich zu Autoantikorper-sezernierenden Plasmazellen. Bei
SLE-Patienten scheinen reife B-Zellen stindig und in groBer Zahl zu Plasmazellen zu
differenzieren, die dann durch den Blutstrom zum Knochenmark migrieren, dort als
langlebige Plasmazellen verbleiben und sich schlieBlich im entziindeten peripheren Organ
einfinden. Hochspezifische und hochaffine Antikérper gegen dsDNA sind charakterstisch fiir
den SLE (42). Plasmazellen, die bei der sekundiren systemischen Immunantwort erzeugt

werden, konnen aus Milz und Lymphknoten in das Knochenmark wandern. Ein Bruchteil
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dieser werden langlebige Plasmazellen, welche in speziellen Plasmazellnischen iiberleben

(178).

Tab. 9: Autoantikorperproduktion von B-Zellen und deren klinische Relevanz bei SLE des Menschen (39)

B-Zellen — Plasmazellen — Anti-dsDNA — Spezifisch fiir Diagnostik
— Nephritis

— Anti-SM — Spezifisch fiir Diagnostik
— Anti-ribosomale P — Neuropsychiatrisch

— Anti-Cardiolipin — Vasculidre Thrombose

— Anti-Ro (SS-A) — CHB bei Neugeborenen
— Anti-RNP — MCTD

Die B-Zell-Zahlen und der Phdnotyp bei klinischem Riickfall unterscheiden sich nach
Rituximab-Therapie bei SLE-Patienten entsprechend der Anti-dsDNA-Antikorper-Ebenen.
Der Riickfall der hohen Anti-dsDNA-Antikorperwerte ist mit einem erhdhten Anteil von IgD"
CD27"" - Plasmablasten assoziiert, wihrend niedrige Anti-dsDNA-Antikdrperwerte von
einem erhohten Anteil an IgD'CD27 - B-Zellen begleitet werden (179). Bei
Autoimmunerkrankungen tragen Plasmazellen zur Pathogenese  durch Sekretion und
Produktion von Autoantikorpern bei (104). Die HLA DR"" - Plasmablasten korrelieren mit
SLE-Aktivititen und Anti-dsDNA-Antikorpern. Langlebige Plasmazellen sezernieren
Antikorper, wie z.B. Anti-dsDNA-Autoantikorper in entziindeten Geweben oder der Niere
(104, 180). Autoantikorper, die von kurzlebigen Plasmazellen und Plasmablasten sezerniert
werden, verursachen einen Schub bei SLE Patienten. Autoreaktive langlebige Plasmazellen
erhalten Autoimmunitit und kénnen zu einer Reaktivierung von Autoimmunerkrankungen
beitragen. Antikorper gegen Autoantigene, die DNA oder RNA enthalten, sind von
langlebigen Plasmazellen sezerniert und bilden Immunkomplexe (177). Die humanen
Gedédchtnis-B-Lymphozyten proliferieren und differenzieren sich in Plasmazellen als Antwort

auf polyklonale Stimuli mithilfe von Bystander-T-Zellen und CpG-DNA (181).
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Abb.11a: Anti-dsDNA-Antikorper, Nucleosomen und SLE (182).
Diese Abbildung zeigt den Entwicklungsgrad von Anti-dsDNA-Autoantikorpern und

Nukleosomen bei SLE-Patienten.
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Abb.11b: Modif. nach Elin S. Mortensen; Kristin A. Fenton und Ole P.Rekvig (183).
Hier wird die Kklinische Auswirkung der Antikorper-Produktion gegen dsDNA im menschlichen
Korper dargestellt. Zudem erkennt man in welchem Entwicklungsstadium die Antikorper durch

die einzelnen Immunoassay-Messmethoden erfasst werden kénnen.
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3. Eigene Untersuchungen

3.1. Material und Methoden

3.1.1. Patienten und Serumproben

Das Serum von 200 Patienten mit unterschiedlichen Autoimmunkrankheiten und Patienten
mit infektiosen Erkrankungen wurde mit verschiedenen Immunoassay-Methoden auf Anti-
dsDNA-Autoantikorper getestet. Fiir diese Studie wurden 100 SLE Patienten (87 weiblich
und 13 ménnlich) ausgewéhlt und untersucht (s.Abb.12), welche die Klassifikationskriterien
des American College of Rheumatology (ACR) in 1982 (22) erfiillten. Die Seren stammten
von Patienten aus der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Rheumatologie und Klinische
Immunologie der Charité — Universitdtsmedizin Berlin. Sie waren bei -20 Grad Celsius
gelagert. Der jiingste SLE-Patient war 16 Jahre und der édlteste 75 Jahre alt (Mittelwert +
SD:38+1.54).

B Mannlich

m Weiblich

Abb. 12: Einteilung der SLE Patienten nach Geschlecht

Die Krankheitsaktivitit der SLE-Patienten wurde mit Hilfe des Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index Score (SLEDAI) evaluiert. Der SLEDAI Score lag
zwischen 0 und 27 (Mittelwert = SD:8.9 + 6.3).

Auf der Basis des SLEDAI wurden die Patienten hinsichtlich ihrer Aktivitdt des
Krankheitsgeschehens unterteilt: aktiver SLE mit SLEDAI > 6, (n = 81), und inaktiver SLE
mit SLEDAI < 6, (n = 19). Der SLEDAI mit aktivem SLE lag zwischen 6 und 27 (Mittelwert
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+ SD; 11 £ 5.7), wogegen derjenige der inaktiv SLE Kranken zwischen 0 und 4 lag
(Mittelwert = SD, 1.2 £ 0.98).

Der SLEDAI wurde als zuverldssiger Aktivitits-Score in den meisten klinischen
Lupusstudien eingesetzt; er korreliert mit anderen Aktivitits-Scores wie z.B. Systemic
Lupus Activity Measure (SLAM) und British Isles Lupus Assessment Group (BILAG) (184).
Als Kontrollgruppe wurden die Serumproben von 70 Patienten mit anderen
Autoimmunerkrankungen und 30 Seren von Patienten mit einer infektiosen Erkrankung
verwendet (s.Tab. 10). Von den Kontrollseren lag der Anteil der Erkrankten mit
rheumatoider Arthritis bei 23%, davon waren 19 weiblich und 4 maénnlich. 6% litten an
Sklerodermie, wobei 5 weiblich und 1 Patient médnnlich waren. 8% betrug der Anteil der
CREST- Kranken, 7 waren dabei weiblichen, einer mannlichen Geschlechts. Au3erdem litten
4% unter MCTD (diese waren alle weiblich), 6% unter SS/pSS (ebenfalls alle weiblich), 1%
an Myositis (ein weiblicher Patient), sowie 2% an PBC (beide weiblich), 11% an Colitis
ulcerosa und 9% an Lyme Borreliose. 10% der Patienten hatten eine HBV-, 10% eine HCV-
Infektion und weitere 10% waren HIV-positiv. Die Seren der HBV-, HCV- und HIV-
positiven Patienten wurden mit freundlicher Genehmigung des Instituts fiir Medizinische

Virologie der Charite -Universitidtsmedizin Berlin gesammelt und zur Verfiigung gestellt.

Tab 10 : Verteilung der Kontrollgruppen nach Krankheiten und Geschlecht
(RA: rheumatoide Arthritis; SCL:diffuse Sklerodermie; CREST: CREST-Syndrom; MCTD: Mischkollagenose; SS/pss: Sjogren-
Syndrom; PBC: Primire billiire Zirrhose; CU, C.ulcerosa: Colitis ulcerosa; LB:Lyme Borreliose; HBV: Hepatitis B Virus;

HCV:Hepatitis C Virus; HIV: Humanes Immundefizienz Virus)

Geschl. RA SSC CREST MCTD pSS Myoesitis PBC CU LB HBV HCV HIV

Weibl. 19 5 7 4 6 1 2 0.a o0.a 0.2 0.a 0.a
Minnl. 4 1 1 0 0 0 0 0.a 0.2 0.2 0.a 0.a
Ges. 100 23 6 8 4 6 1 2 11 9 10 10 10

3.1.2.Immunoassays zum Nachweis von Anti-dsDNA-Autoantikorpern

Fiir die Detektion von Anti-dsDNA-Autoantikdrpern im Serum von SLE-Patienten und den
Kontrollgruppen wurden 6 verschiedene kommerziell vorhandene Immunoassays verwendet.

Die folgenden Assays wurden auf der Basis der Herstellerangaben durchgefiihrt.
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Diese verschiedenen Tests zum Nachweis von Anti-dsDNA-Autoantikorpern basieren auf
unterschiedlichen immunologischen Methoden, die von den jeweiligen Firmen beschrieben
worden sind. Insbesondere, die Cut-off von ELISA und Farr RIA weichen voneinander ab

(s.Tab.11)

Tab. 11: Eigenschaften der verwendeten Immunoassays zum Nachweis von Anti-dsDNA-Antikérpern

(105)
Name des Messbereiche Cut —off Antigene Methode
Immuno-Assay (IU/ml) (IU/ml)
Farrzyme™ 12.3-1000 30 Kalbsthymus ds- DNA ELISA
Bindazyme™ 12.3-1000 30 Kalbsthymus ds- DNA ELISA
BL (30-75)
Orgentec 0-200 20 Rekombinante ds- DNA ELISA
Varelisa 0-200 35 Rekombinante plasmid-
BL (35-55) ds DNA ELISA
Farr RIA 0-50 4.0 I'”-markierte rekombinante DNA RIA
CLIF Titer Negativ Native dsDNA in den Kineto-

plasten von Crithidia luciliac  indir. IF

3.1.2.1 Farrzyme Immunoassay

Bei dem Farrzyme-Immunoassay der Firma Binding Site GmbH sind Mikrotiterplatten mit
dsDNA aus Kalbsthymus beschichtet. Der Assay wurde auf der Basis der Herstellerangaben
eingesetzt.

Benutzte Materialien und Test-Durchfithrung

Benutzte Materialien:

Patientenproben

Mit Kalbsthymus beschichtete dsDNA-Mikrotiterstreifen
Probenverdiinnungspuffer, gelb

20x Konzentrat Waschpuffer

dsDNA Kalibratoren, gelb

dsDNA Positivkontrollen

dsDNA Negativkontrollen

ssDNA Einzelstrangkontrolle
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dsDNA-Konjugat (Peroxidase markierte Antikorper gegen Human Ig- G), rot
3,3,5,5 Tetramethylbenzidin (TMB)-Substrat

Stopp-Losung (3M Phosphsidure)

Destilliertes Wasser

Mikrotiterplatten Reader (ELISA Reader)

Test-Durchfiihrung:

Zuerst wurde das Kit bei 2-8°C im Kiihlschrank gelagert und danach bei Raumtemperatur wie
folgt durchgefiihrt:

100ul der Kalibratoren, Positiv- und Negativkontrollen und der 1:100 verdiinnten
Patientenproben wurden in die Mikrotiterplattenvertiefungen pipettiert. Nach 30 Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Vertiefungen dreimal mit 300ul Waschpuffer
griindlich gewaschen. Danach wurde 100ul Konjugat in jede Vertiefung (Well) pipettiert und
fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend 3mal griindliche Waschung mit
300ul Waschpuffer. Nach dem griindlichen Waschen wurden 100ul des Substrats TMB in
jedes Well pipettiert. Die Substratreaktion dauerte ca.30 Minuten im Dunkeln inkubiert: die
Positivreaktion entwickelte eine blaue Farbe. Um die Reaktion zu stoppen wird in jedem Well
100ul Stopp-Losung pipettiert: die Farbe schldgt von blau nach gelb um. Innerhalb von 30
Minuten nach Zugabe der Stopp-Losung kann die optische Dichte (OD) des
Reaktionsprodukts bei 450 nm in jedem Well mit einem Mikrotiterplatten-Reader (ELISA

Reader) gemessen werden.

3.1.2.2 Bindazyme-Immunoassay

Der Bindazyme-Immuoassay Mikrotiterplatten von Binding Site GmbH ist mit dSDNA aus
Kalbsthymus beschichtet.

Benutzte Materialien und Test-Durchfithrung

Benutzte Materialien:

Patientenproben

Mit Kalbsthymus beschichtete dsSDNA Mikrotiterstreifen

Probenverdiinnungspuffer, gelb

20x Konzentrat Waschpuffer

dsDNA Kalibratoren, gelb

dsDNA Positivkontrollen
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dsDNA Negativkontrollen

ssDNA Einzelstrangkontrolle

dsDNA-Konjugat (Peroxidase markierte Antikdrper gegen Human Ig- G), rot
3,3,5,5 Tetramethylbenzidin (TMB)-Substrat

Stopp-Losung (3M Phosphorsdure)

Destilliertes Wasser

Mikrotiterplatten Reader (ELISA Reader)

Test-Durchfiihrung:

Der einzusetzende Kit war bei 2-8°C im Kiihlschrank gelagert. Nach sorgféltigen
Vorbereitungen wurde nach dem Protokoll der Herstellungsfirma Binding Site GmbH der
Test durchgefiihrt.

100ul von jedem Kalibrator, Positiv- und Negativ-Kontrollen und von 1:100 verdiinnten
Patientenproben wurden in die Mikrotiterplattenvertiefungen pipettiert. Nach 30 Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Vertiefungen dreimal mit 300ul Waschpuffer
griindlich gewaschen und danach 100ul Konjugat in jedes Well pipettiert, fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und erneut 3mal griindlich mit 300ul Waschpuffer gewaschen.
Nach dem griindlichen Waschen wurden 100ul des Substrats TMB in jedes Well pipettiert.
Nach 30 Minuten Inkubation wurde die Substratreaktion mittels Stopp-Losung (100ul Stopp-
Losung pro Well) unterbrochen. Innerhalb von 30 Minuten nach Zugabe der Stopp-Losung
wurde die optische Dichte (OD) bei 450nm in jedem Well mit einem Mikrottiterplatten-
Reader (ELISA Reader) bestimmt.

3.1.2.3 Anti-dsDNA ELISA der Firma Orgentec-Immunoassay
Die Kavititen der Mikrotiterplatten von Orgentec-Immunoassay sind mit rekombinanter

doppelstrangiger DNA beschichtet.

Benutzte Materialien und Test-Durchfiithrung

Benutzte Materialien:

Patientenproben

Mit rekombinanter dSDNA beschichtete Mikrotitterplatte mit 96 Kavititen
Standardreihe mit Anti-dsDNA Antikorpern

Anti-dsDNA Positivkontrolle
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Anti-dsDNA Negativkontrolle

Probenpuffer

Anti-human Ig G Peroxidase Konjugat, pinke Farbe

3, 3,5, 5’-Tetramethylbenzidin (TMB) Substratlosung

Stopplosung

Waschpuffer

ELISA-Reader (Plattenphotometer mit einem optischen Filter der MeBwellenldnge 450 nm
Destilliertes Wasser

Test-Durchfiithrung:

Nach der erfolgreichen Vorbereitung von Probenpuffer, Waschpuffer und Patientenproben ist
das Experiment bei Raumtemperatur durchgefiihrt worden. Die Standardreihen,
Kontrollproben und Patientenproben wurden in der entsprechenden Reihenfolge
vorzubereitet. Jeweils 100ul von Standardproben, Postiv- und Negativkontrollen und von
vorverdiinnten Patientenproben wurden in die Kavitdten der Mikrotiterplatten pipettiert. Nach
30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Kavititen der Mikrotiterplatten
vollstdndig entleert. Unmittelbar danach wurden die Kavititen der Mikrotiterplatte 3mal mit
300ul Waschpuffer sorgfilttig gewaschen. Es ist sehr wichtig, dass die Waschpuffer
vollstindig von den jeweiligen Kavitdten entfernt werden. Nach dem Waschen wurde jeweils
100l Anti-human-IgG-POD in die Kavititen der Mikrotiterplatte pipettiert. Nach 15
Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Kavititen vollstindig entleert,
anschliessend 3mal mit 300ul Waschpuffer gewaschen. Danach wurden die Mikrotiterplatten
mehrere Male kriftig mit der Offnung nach unten auf eine saugfihige Unterlage geschlagen,
um den restlichen Waschpuffer zu entfernen. Anschlieend wurde die Substratlosung in die
Mikrotiterplattte pipettiert und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit
muf} die Farbe ins Blaue umschlagen. Nach Vollendung der Inkubation wurde anschlieBend
1001 Stopplésung in jede Kavitdt pipettiert und die Platte ca. 5 Minuten stehen gelassen.
Schliesslich erfolgte die Messung der optischen Dichte aller Proben im ELISA-Reader

innerhalb von 30 Minuten bei einer Wellenldnge von 450 nm.

3.1.2.4 Varelisa zur Anti-dsDNA-Autoantikorper-Bestimmung

Laut Protokoll der Varelisa Herstellungsfirma Pharmacia Diagnostics wird in diesem Assay

an der Festphase rekombinante Plasmid-DNA verwendet.
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Benutzte Materialien und Test-Durchfiithrung

Benutzte Materialien:

Patientenprobe (Serum- und Plasmaproben 1:101 mit Probenpuffer verdiinnt)
Mikrotiterplatte mit rekombinanter Plasmid-DNA beschichteten Kavititen
Anti-ds DNA- Standardlésungen

Positivkontrolle

Negativkontrolle

Waschpuffer-Konzentrat

Probepuftfer

Anti-human Ig G-POD Konjugat

TMB Enzymsubstrat (3,3,5,5 tetramethylbezidin)

Stopplosung (enthélt 0,5 molare Schwefelsduren)

Destilliertes Wasser

Mikrotiterplatten-Photometer mit Messwellenlédnge von 450 nm.

Test-Durchfiihrung:

Sédmtliche Reagenzien miissen vor Beginn auf Raumtemperatur gebracht werden und alle
Inkubationen werden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Das Patientenserum oder Plasma
wird 1:101 verdiinnt. Vor dem Reaktionsschritt miissen die Kavitdten einmal mit 300 pl
Waschpuffer gewaschen werden; nach 20 Sekunden Einwirkung muss es von dem
Waschpuffer befreit werden. Danach werden je 100ul der Standards, Kontrollen und
verdiinnten Proben in die Kavititen pipettiert und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach der Inkubation werden die Proben entfernt und die Kavititen mit je 300ul
Waschpuffer 3-mal griindlich gewaschen. AnschlieBend wird jeweils 100ul Konjugat in
samtliche Kavititen pipettiert und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Inkubation wird das Konjugat entfernt und 3mal sorgfiltig mit Waschpuffer gewaschen.
Danach erfolgt die Zugabe des Enzymsubstrats TMB. Nach 10 minutiger Substratreaktion im
Dunklen wurde die Reaktion mit jeweils 50ul voll 0.5 molarer Schwefelsdure gestoppt. Hier
ist der Farbumschlag in gelb zu verzeichnen. 10-30 Minuten nach dem Abstoppen wird die
optische Dichte mit einem Mikrotiterplattenphotometer (ELISA Reader) bei 450 nm

bestimmt.
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3.1.2.5 Farr-Radio Immunoassay (Farr-RIA) zur Anti-dsDNA-Autoantikorper-

Bestimmung

Farr RIA ist ein Radioimmunoassay, bei dem '*I-markierte rekombinante DNA an
Antikorper gegen native dsDNA in der Patientenprobe bindet. Der in diesem Anti-dsDNA-
Assay verwendete '*’I-Tracer besteht aus iodinierter dsDNA, hergestellt durch rekombinante

DNA-Technik; er ist dementsprechend frei von Kontaminationen mit ssDNA.
Benutzte Materialien und Test-Durchfiithrung:

Benutzte Materialien:

Patientenprobe

2] DNA (ADD2)

KADDZ

KADDI1

Anti-dsDNA Standards (ADD3-8)

Ammoniumsulfat Prazipitationsreagenz (AMS, SAMS)
Anti-DNA Kontrollen (ADCO1-2)

Destilliertes bzw. deionisiertes Wasser

Gamma- Counter im Kithlraum

Test-Durchfiihrung:

Die Anweisungen des Herstellers zur Handhabung und Lagerung von Proben und
Komponenten wurden beachtet. Alle Proben, Standards und Kontrollen sind doppelt bestimmt
und gemessen  worden.  Sdmtliche = Komponenten, aufler =~ Ammoniumsulfat-
Prézipitationreagenz, musste vor Testbeginn auf Raumtemperatur gebracht werden. Jeweils 2
Rohrchen mit T (Totalaktivitit) und A (unspezifische Bindung, 0-Standard) und von B bis F
(Maximalbindung) wurden ebenso wie jeweils 2 weitere Rohrchen fiir Kontrollen und
Patientenproben beschriftet. Danach wurden  25ul der Standards, Kontrollen und
Patientenproben in die vorbereiteten Rohrchen pipettiert. Patientenproben mit
Konzentrationen oberhalb des Messbereichs bis 50 IU/ml miissen vor der Messung mit 0-
Standard verdiinnt werden. AnschlieBend fiigt man 200ul '*I-markierte DNA in alle
Rohrchen hinzu, mischt diese und inkubiert sie fiir 2 Stunden bei 37°C im Wasserbad. Danach
wird je 1ml kaltes Ammoniumsulfat-Prizipitationsreagenz zu allen Réhrchen hinzugefiigt und
kraftig gemischt. Anschliessend wurde fiir 15 Minuten bei 2000xg zentrifugiert. Der

Uberstand wurde danach vorsichtig abgesaugt und das Prizipitat zur Messung
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zuriickgehalten. Danach sind in Minuten-Intervallen alle Rohrchen im Gamma-Counter

gemessen worden.

3.1.2.6 Crithidia luciliae Immunofluoresenz-Test (CLIF)

Der CLIF wurde im immunologisch-rheumatologischen Labor der Medizinischen Klinik mit
Schwerpunkt Rheumatologie und Klinischen Immunologie der Charité — Universitdtsmedizin
Berlin durchgefiihrt. Es handelt sich um einen indirekten Immunofluoresenztest. Auf den
Objekttragern der Firma Binding Site ist Crithidia luciliae, eine apathogene
Trypanosomenart, fixiert, die in ihren Kinetoplasten reine native ds-DNA enthdlt. Die
Serumproben wurden in unterschiedlichen Verdiinnungen beginnend mit 1:5 aufgetragen und
fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach ausgiebigem Waschen wurde ein Anti-
human-IgG, konjugiert mit FITC, aufgetragen und fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgt unter dem Fluoreszenzmikroskop Firma Olyumpus
die Auswertung. Die Anti-dsDNA-Autoantikorper positiven Proben produzieren eine griine

Fluoreszenz der Kinetoplasten.

3.1.3. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS Version 12, Graph Pad Prism 4 (Graph-Pad
Software, San Diego, Ca) und mit Excel 2003 /2007. Der Mann-Whitney U Test (nicht-
parametrischer Rangtest) wurde fiir die vergleichende Auswertung von SLE Patienten mit
Patienten mit anderen Autoimmunkrankheiten und weiteren Erkrankungen benutzt.
Ergebnisse von P < 0.05 wurden als signifikant bezeichnet. Sensitivitit, Spezifitit, Positiver
Pradiktiver Wert (PPV), Negativer Pradiktiver Wert (NPV), Odds Ratio (OR), ,,Positive
Likelihood Ratio* (PLR), ,,Negative Likelihood Ratio* (NLR) und die ,,Receiver Operating
Characterstic Curve® (ROC) in Zusamenhang mit Area Under the Curve (AUC) wurden fiir

alle SLE Patienten und Kontrollseren statistisch ausgewertet.
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Tab. 12: Berechnungsformel fiir Sensitivitit, Spezifitit, Prediktive Werte, Likelihood-Ratio und Odds -
Ratio (185-187).

Sensitivitit und Spezifitit:

Sensitivitit: Wahrscheinlichkeit, mit dem ein Kranker als krank erkannt wird
Spezifitit: Wahrscheinlichkeit, mit der ein nicht Kranker als nicht krank erkannt wird
Sensitivitiit: richtige Positive/richtige Positive + falsch Negative

Spezifitit: richtige Negative / richtige Negative + falsch Positive

Positiver Prediktiver Wert (PPV) und Negativer Prediktiver Wert (NPV):

PPV: Wahrscheinlichkeit, mit der eine Erkrankung vorliegt, wenn der Test positiv ist
NPV: Wahrscheinlichkeit, mit der eine Erkrankung nicht vorliegt,wenn der Test negativ ist
Positive PV: richtige Positive / richtige Positive + falsch Positive

Negative PV: richtige Negative/ richtige Negative + falsch Negative

Die Likelihood-Ratio (37, 185, 188):
Positive LR = Sensitivitiit / | 1-Spezifitiit |
Negative LR = [ 1-Sensitivitiit] / Spezifitiit

Odds Ratio (OR), Chancenverhiltnis wird wie folgendes in Kreuztabelle gerechnet
(185).
Odds Ratio (OR) = (a.d)/ (b.c)

a

c d

Richtige positive: Anzahl der Messungen, in denen ein positiver Befund vom Test
korrekt als positiv angezeigt wird

Richtige negative: Anzahl der Messungen, in denen ein negativer Befund vom Test
korrekt als negativ angezeigt wird.

Falsch positive: Anzahl der Messungen, in denen ein negativer Befund vom Test nicht
korrekt als positive angezeigt wird.

Falsch negative: Anzahl der Messungen, in denen ein positiver Befund vom Test nicht

korrekt als negativ angezeigt wird.
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3.1.4 Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI)

Bei diesem klinischen Parameter werden die Punkte zugewiesen wenn der Deskriptor zurzeit
des Arztbesuches oder wihrend der 10 vorausgegangenen Tage vorliegt. Die folgenden
klinischen Erscheinungen werden nach einem Punktsystem ausgewertet und am Ende addiert.

Diese Gesamtpunktzahl wird als SLEDAI bezeichnet (s. Anhang).
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3.2. Ergebnisse

3.2.1. Sensitivitit und Spezifitit der verschiedenen Testsysteme zum Nachweis

von Anti-dsDNA-Autoantikorpern fiir die Diagnose SLE

Zuerst wurden die Anti-dsDNA-Antikorper-Spiegel mit den beschriebenen 6 Methoden in den
Seren von SLE- Patienten (n = 100) und in den Kontrollgruppen (n = 100) untersucht. Hierbei
sind innerhalb der SLE-Proben die meisten positiven Befunde bei Orgentec und die wenigsten
im CLIF gefunden worden. 70% bis 90% der SLE Patienten reagierten positiv auf Anti-
dsDNA-Autoantikorper zum ELISA und Farr RIA; 68% der SLE- Seren waren im CLIF
Anti-dsDNA-Autoantikorper positiv (s.Tab.14)
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Abb.13 : Anti-dsDNA-Autoantikérper-positive Befunde

In der Kontrollgruppe befanden sich Patienten mit anderen Autoimmunkrankheiten (n =70)
und Patienten mit Infektionskrankheiten (n = 30). Innerhalb dieser Kontrollgruppe wurden
ebenfalls Anti-dsDNA-Autoantikorper in unterschiedlicher Hiufigkeit und Hohe der
Antikorper-Spiegel in Abhdngigkeit von dem verwendeten Test nachgewiesen (s.Tab. 13,
Abb. 14), was die deutliche Variation der diagnostischen Spezifitit zwischen den
Testmethoden erklart (s.Tab. 14). Die meisten positiven Befunde wurden mit dem
Bindazyme-Test und die wenigsten positiven Befunde mit dem CLIF erhoben. In den
Kontrollgruppen wurden Anti-dsDNA-Autoantikdrper bei 1% im CLIF und 29% mit dem

Bindazyme nachgewiesen.
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Abb. 14: Vergleichende Darstellung der Anti-dsDNA-Antikorper-Spiegel bei Patienten mit SLE und
anderen Erkrankungen (RA, rheumatoide Arthritis; aAl, andere Autoimmunerkrankungen; Inf,

infektiose Erkrankungen) unter Verwendung der verschiedenen Nachweismethoden.
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Tab.13: Privalenz/Positive Befunde der Anti-dsDNA-Antikorper verschiedener Testsysteme innerhalb

der Kontrollgruppen

Patienten n  Farrzyme Bindazyme Orgentec Varelisa Farr RIA CLIF
RA 23 4(17.4%) 4(17.4%) 6(26.1%) 11(47.8%) 1(4.4%) 0
SCL 6 1(16.7%) 1(16.7%) 1(16.7%) 1(16.7%) 1(16.7%) 0
CREST 8 2(25%) 0 1(12.5%) 1(12.6%) 0 0
MCTD 4 1(25%) 2(50%) 2(50%) 1(25%) 0 0
SS/Pss 6 2(33.3%) 4(66.7%)  4(66.7%) 4(66.7%) 2(33.3%) 1(16.7%)
Myositis 1 1(100%) O 0 1(100%) 0 0
PBC 2 0 0 0 0 0 0
C.ulcerosa 11 7(63.6%) 7(63.6%) 6(54.5%) 5(45.5%) 3(27.3%) 0
Borreliose 9 3(33.3%) 5(55.6%) 1(11.1%) 1(11.1%) 3(33.3%) 0
HBV 10 0 1(10%) 0 2(20%) 1(10%) 0
HCV 10 1(10%) 2(20%) 2(20%) 1(10%) 1(10%) 0
HIV 10 0 3(30%) 0 0 0 0
Gesamt 100 22 29 23 28 12 1

Die hochste Sensitivitét fiir Anti-dsDNA-Antikorper bei SLE wies der Orgentec-Test auf; sie

betrug 90%. Die niedrigste Sensitivitdit wurde mit dem CLIF erstellt; sie betrug 68%
(s.Tab.14, Abb.15). Die hochste Spezifitit von 99% erbrachte ebenfalls der CLIF. Die

niedrigste Spezifitit von 71% wurde mit dem Bindazyme-Test nachgewiesen (s.Tab.14,

Abb.15).

Tab. 14: Sensitivitiit, Spezifitit, PPV, NPV, OR, AUC, PLR und NLR fiir Anti-dsDNA-Antikorper

Sensitivitdt Spezifitit PPV NPV OR AUC PLR NLR
Farrzyme 70% 78% 76.09% 72.22% 8.3 0.810 3.18 0.38
Bindazyme 84% 71% 74.34% 81.61% 12.9 0.850 2.90 0.23
Orgentec  90% 77% 79.65% 88.51% 30.1 0.918 391 0.13
Varelisa 89% 72% 76.07% 86.75%  20.8 0.879 3.18 0.15
Farr RIA  85% 88% 87.63% 85.44% 41.6 0.936 7.08 0.17
CLIF 68% 99% 98.55% 75.57% 104 68.00 0.32
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Abb.15: Sensitivitit und Spezifitit der verschiedenen Anti-dsDNA-Antikérper-Tests fiir den SLE.

Die hochste Sensitivitit wurde bei Orgentec gemessen und betrug 90%, wogegen die niedrigste
Sensitivitit bei CLIF gemessen wurde und 68% betrug. Die hochste Spezifitit betrug 99% bei CLIF und
die niedrigste betrug 71% bei Bindazyme.

3.2.2. Positive pridiktive Werte (PPV) und negative pridiktive Werte (NPV) der
verschiedenen Testsysteme fiir die Diagnose SLE

Die Befunde von PPV und NPV sind als wichtigste Messparameter fiir SLE zusitzlich zur
Sensitivitidt und Spezifitit erhoben worden. In dieser Studie betrug der hochste PPV 98.55%
bei CLIF. Der niedrigste PPV mit 74.34% wurde mit dem Bindazyme ermittelt. In den
anderen Tests betrug der PPV 87.63% in Farr RIA, 79.65% im Organtec-Test, 76.09% im
Farrzyme und 76.07% im Varelisa. Der hochste NPV von 88.51% wurde fiir den Orgentec-
Test gemessen. Der niedrigste NPV betrug 72.22% und wurde im Farrzyme-Test gemessen.
Die weiteren Tests ergaben einen NPV von 86.75% (Varelisa), 85.44% (Farr RIA), 81.61%
(Bindazyme) und 75.57% (CLIF) (s.Tab.14, Abb.16)
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Abb. 16: PPV und NPV der verschiedenen Anti-dsDNA-Antikorper-Tests fiir die
Diagnose von SLE.
Der hochste PPV betrug 98.55% und wurde bei CLIF gemessen, wogegen der niedrigste PPV
74.34% betrug und bei Bindazyme gemessen wurde. Der hochste NPV betrug 88.51% und wurde
bei Orgentec gemessen, wogegen der niedrigste NPV 72.22% bei Farrzyme betrug.

3.2.3. Odds Ratio (OR): Chancenverhiiltnis der verschiedenen Anti-dsDNA-
Autoantikorper- Testsyteme fiir die Diagnose SLE

Die Odds Ratio (OR) wurde fiir die Diagnose SLE bei simtlichen Proben (SLE und
Kontroll-Seren) mit den 6 verschiedenen Messverfahren berechnet. Die weitaus hochste OR
betrug 104.1 bei Verwendung des CLIF, gefolgt vom Farr-Test mit 41.6 und dem Orgentec-
Test mit 30.1. Mit dem Varelisa wurde eine Odds-Ratio von 20.8 erzielt. Der Farrzyme-Test
und der Bindazyme-Test erbrachten mit 8.3 bzw. 12.9 die niedrigsten Odds-Ratios (s.Tab.14,
Abb. 17).
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Abb. 17: Odds Ratio der Anti-dsDNA-Antikorper Tests fiir die Diagnose SLE

3.2.4. Positive Likelihood Ratio (PLR) und Negative Likelihood Ratio (NLR)

Die Likelihood Ratio wurde fiir die verschiedenen Immunoassays analysiert. Mit einer PLR
von 68.00 war sie am hochsten bei CLIF, wogegen die niedrigste PLR von 2.90 bei
Bindazyme ermittelt wurde. Die hochste NLR von 0.38 wurde bei Farrzyme ermittelt,
wogegen die niedrigste NLR von 0.13 bei Orgentec auftrat (s.Tab. 14, Abb.18 und Abb.
19). Empfehlungen fiir die Benutzung der Tests wurden auf der Basis von ,,The Members of
the American College of Rheumatology Ad Hoc Committee on Immunologic Laboratory
Testing Guidelines “ interpretiert (37) (188).
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Abb. 18: Positive Likelihood Ratio der verschiedenen Anti-dsDNA-Autoantikérper-Tests bei SLE
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Abb. 19: Negative Likelihood Ratio der verschiedenen Anti-dsDNA-Autoantikorper-Tests
bei SLE
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3.2.5 Receiver/Relative Operating Characterstic Kurven (ROC) — Analyse

Die ROC Kurve zeigt die Sensitivitdt im Vergleich zu 1-Spezifitit. Sie stellt die relativen
Platzierungen von 5 Tests hinsichtlich ihrer Sensitivitdt und Spezifitidt dar. Der Wert fiir die
Flache unter der ROC-Kurve (AUC) kann folgendermassen interpretiert werden: Eine Flache
von > 0.5 bedeutet, dass ein zufillig aus der Gruppe ausgewihltes Individuum eine Chance
von a >50% auf einen Testwert hat, der groBer ist als das nach dem Zufallsprinzip
ausgesuchte Individuum aus der Kontrollgruppe. Wenn der Wert der beiden Gruppen
vollkommen gleich ist, entspricht die Fliche dem Wert 1. Die Datenwerte hingen von zwei
Faktoren ab: sowohl Sensitivitit als auch Spezifitit sollten mdglichst hoch sein, die Differenz
zwischen Sensitivitidt und Spezifitit jedoch moglichst klein (185). Anhand der ROC-Kurve
und der Fliche unter der Kurve lassen sich die am besten geeigneten Testmethoden ermitteln.
So ist Farr RIA mit der grofBten Flache von 0.936 die am besten geeignete Testmethode,
wogegen Farrzyme mit der kleinsten Fliche von 0.810 am wenigsten geeignet ist (s.Tab.15,

Abb. 20).
ROC Curve

Source of the Curve
— Farrzyme
— Bindazyme
Orgentec
———— Varelisa
Farr RIA
——— Reference Line

Sensitivity

0.0— T T T T
0.0 0.z 0.4 0.6 0= 1.0

1- Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

Abb.20: ROC-Kurve; die Beziehung zwischen Sensitivitit und Spezifitit fiir SLE beobachtet fiir jeden
Assay.
Die Testergebnisse sind Variablen:Farrzyme, Bindazyme, Orgentec, Varelisa, Farr RIA, CLIF
haben mindestens eine Schnittstelle zwischen der positiven und der negativen Gruppe. Die

Statistiken konnen abweichen.
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Tab. 15: Fliche unter der ROC-Kurve, bestimmt fiir die verschiedenen Anti-dsDNA-Autoantikorpertests

Asymptoti-
Std. sche Sig. Asymptotische 95%
Fehler Konfidenzintervale
Testergebnis Untere Obere
Variable (s) Flache (a) (b) Grenze Grenze
Farrzyme 0,810 0,030 0,000 0,751 0,869
Bindazyme 0,850 0,030 0,000 0,792 0,909
Orgentec 0,918 0,022 0,000 0,876 0,961
Varelisa 0,879 0,026 0,000 0,828 0,929
Farr RIA 0,936 0,018 0,000 0,901 0,971
a) Unter der nicht parametrischen Voraussetzung b) Nullhypothese: Richtige Flache = 0.5

3.2.6 Relevanz der verschiedenen Anti-dsDNA-Autoantikorper—Tests fiir die
Lupusnephritis

Da Anti-dsDNA-Antikorper in der Literatur immer wieder mit dem Auftreten einer
Lupusnephritis assoziiert werden, ist die Wertigkeit der verschiedenen Anti-dsDNA-
Antikorpertests fiir die Nierenbeteiligung untersucht worden. Unter den 100 SLE-Patienten
befanden sich 73 Patienten mit einer renalen Beteiligung.

Die hochste Sensitivitdt wiesen die Immunoassays von Orgentec und Varelisa auf; sie betrug
jweils 89,2%. Die niedrigste Sensitivitit wurde mit 69,9% im CLIF festgestellt Die hochste
Spezifitit betrug 37,0% im Farrzyme und CLIF und der niedrigste Wert von 7,4% wurde fiir

den Bindazyme-Test festgestellt (s.Tab.16, Abb.21).
Tab. 16: Sensitivitit, Spezifitit, PPV, NPV und OR der verschiedenen Anti-dsDNA-Antikorper-

Teste fiir die Lupusnephritis

Sensitivitit Spezifitit PPV NPV OR

Farrzyme  83.6% 37.04%  75.7% 33.33% 1.56
Bindazyme 80.8% 7.4% 70.24% 12.5% 0.34
Orgentec  89.2% 7.7% 73.33% 20.0%  0.69
Varelisa 89.2% 11.54% 74.1%  27.27% 1.08
Farr RIA  83.6% 11.11% 71.77% 20.0%  0.64
CLIF 69.86% 37.0% 75.0%  31.25% 1.36
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Abb. 21: Sensitivitit und Spezifitit der verschiedenen Anti-dsDNA-Autoantikérper-Tests
fiir die Diagnose Lupusnephritis
Hinsichtlich der PPV unterscheiden sich die verschiedenen Testsysteme nur unwesentlich; der

PPV lag zwischen 70,24% und 75,7%. Am besten schneidet der Farrzyme ab, der auch die
hochste NPV aufweist (s.Tab. 16, Abb.22)
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Abb. 22: PPV und NPV der verschiedenen Anti-dsDNA-Autoantikorper-Tests

fiir die Diagnose Lupusnephritis

Die Odds Ratio der verschiedenen Testsyteme fiir die Lupusnephritis wurde ebenfalls
bestimmt. Farrzyme zeigte den hochsten Wert von 1,56. Der niedrigste Odds Ratio wurde fiir
Bindazyme ermittelt und betrug 0,34 (s.Tab.16, Abb.23).
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Abb. 23: Odds Ratio der verschiedenen Anti-dsDNA-Autoantikorper-Tests fiir

die Diagnose Lupusnephritis

3.2.7 Wertigkeit von Anti-dsDNA-Autoantikorper-Testkombinationen fiir die
Diagnose SLE

Die hochste Sensitivitdt von 96.5% fiir Anti-dsDNA-Autoantikérper konnte bei Kombination
des Orgentec-Tests mit dem Farr RIA-Test nachgewiesen werden. Die hochste Spezifitit von
81.1% wurde bei der Kombination vom Farrzyme-Test mit dem Varelisa-Test erreicht. Die
hochste Ubereinstimmung der SLE-Proben von 90% ergab in diesem Assayvergleich die
Kombination von Bindazyme-Test mit Orgentec-Test. Die niedrigste Ubereinstimmung der
SLE-Proben von 64.0% fand sich bei der Kombination CLIF-Test mit Farrzyme-Test.

Innerhalb der Kontrollgruppe ergab die hdchste Ubereinstimmung der Kontrollseren von
87.0%, der CLIF-Test mit dem Farr RIA-Test, wogegen die niedrigste Ubereinstimmung von
70.0% bei der Kombination CLIF-Test mit Bindazyme-Test auftrat. Tab. 17 zeigt, ob die
Kombination von Anti-dsDNA-Antikorper-Tests die Sensitivitit und Spezifitit fir die

Diagnose SLE weiter verbessert.
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Tab. 17: Sensitivitiit und Spezifizitit fiir die Diagnose SLE sowie die Ubereinstimmung der Testergebnisse

bei Kombination der verschiedenen Anti-dsDNA-Autoantikorper Testssysteme

Ubereinstimmung  Ubereinstimmung
Sensitivitit Spezifitit (SLE-Seren) (Kontroll-Seren)

Farrzyme + Bindazyme 78.6 % 75 % 78 % 71 %
Farrzyme + Orgentec 75.5% 80 % 76 % 71 %
Farrzyme + Varelisa 76.4 % 81.8 % 77 % 74 %
Farrzyme + Farr RIA 78.8 % 80 % 79 % 80 %
Bindazyme + Orgentec 91 % 80 % 90 % 80 %
Bindazyme + Varelisa 88.8 % 54.6 % 85 % 73 %
Bindazyme + Farr RIA 89.4 % 46.7 % 83 % 77 %
Orgentec + Varelisa 93.3 % 45.45 % 89 % 85 %
Orgentec + Farr RIA 96.5 % 46.7 % 89 % 83 %
Varelisa + Farr RIA 91.8 % 26.7 % 82 % 78 %
CLIF + Farrzyme 74.3 % 533 % 64 % 77 %
CLIF + Bindazyme 70.2 % 43.8 % 66 % 70 %
CLIF + Orgentec 71.1 % 60 % 70 % 76 %
CLIF + Varelisa 73.03 % 72.7 % 73 % 71 %
CLIF + Farr RIA 71.8 % 533 % 69 % 87 %

3.2.8 Untersuchungen und Korrelationen der verschiedenen Testsysteme

Mit Hilfe des nichtparametrischen Pearson-Rank-Tests werden die Anti-dsDNA-
Autantikorper-Serumspiegel der verschiedenen Tests auf eine Korrelation analysiert. Die
Ergebnisse sind in Tab. 18 dargestellt. Anhand dieses Ergebnisses wurde bei den meiseten
Testen ein signifikanter Zusammenhang (P<0.05) festgestellt; jedoch zeigten Bindazyme vs

Varelisa und Varelisa vs CLIF keinen signifikanten Zusammenhang an.

Tab. 18: Korrelation der verschiedenen Anti-dsDNA-Antikorper-Tests in 100 SLE-Seren

(95% confidence interval)

Farrzyme | Bindazyme | Orgentec Varelisa Farr RIA CLIF
P<0.0001 P<0.0001 P<0.003 P<0.0001 P<0.0001
Farrzyme -
R’ =05 R’=0.3 R*=0.1 R’=0.2 R’=0.2
P<0.0001 P=0.1494 P<0.0001 P<0.0001
Bindazyme -
R’=0.3 R’=0.02 R’=0.2 R’=0.2
P<0.0001 P<0.0001 P=0.0112
Orgentec -
R’=0.3 R’_0.4 R’=0.06
P<0.0001 P=0.6886
Varelisa -
R*=0.2 R’=0.002
P<0.0437
Farr RIA -
R*=0.04
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3.2.9 Assoziation der verschiedenen Anti-dsDNA-Autoantikorper-Tests zu

klinischen und immunologischen Befunden
Untersucht wurde jeder Immunoassay-Test der Anti-dsDNA-Autoantikorper auf die

signifikante Assoziation mit den klinischen Symptomen und Organmanifestationen von SLE
Patienten. Die klinischen und paraklinischen Befunde der 100 untersuchten SLE-Patienten ist

in Tab. 19 zusammengefasst.

Tab.19: Erfassung klinischer und paraklinischer Befunde bei SLE-Patienten

SLE (n =100): davon SLE (n =100): davon
weiblich 87 /13 weiblich 87 /13

Priivalenz Priivalenz
Aktive Patienten 81% Vaskulitis 13%
Nephritis 73% Alopezie 12%
Arthritis 64% Gastritis 10%
Photosensitivitit 55% Kollagenitis 10%
Haut 52% Stomatitis 9%
C4 vermindert 48% Diabetes 8%
C3 vermindert 45% Depressionen 8%
Panlymphopenia/paty 35% Lymphadenopathie 8%
Kardiale 35% QOesophagitis 8%
Arteriitis 33% Myositis 7%
APS 33% Nikotinkonsum 7%
Pulmonalsyndrom 30% Rhinopharyngitis sicca 7%
Anaemia 29% Thrombozytopenie 6%
Proteinurea 28% Thyreoiditis 6%
Arteriele Hypertonie 27% Serositis 5%
ZNS 26% Keratokonjuktivitis 4%
Infektionskrankheiten 24% Mucose membrane erosion 3%
Osteoporose 24% Splenomegalie 3%
Leber 21% B(2)-Microglobulin 3%
Thrombose 20% Pankreatitis 3%
Fieber 19% Psychose 3%
Reynaud 18% Hyperurikimie 3%
Allergie 18% Hyperlipoproteinimie 2%
Leukopenie 16% Psoriasis vulgaris 2%
pSS 15% Hypergammaglobinimie 1%
Migriine 13% Epilepsie 1%
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3.2.9.1 Wertigkeit des Farrzyme™-Immunoassay bei ausgewéhlten klinischen und

paraklinischen Befunden
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Abb.24: Vergleich der Anti-dsDNA-Autoantikorper Spiegel, gemessen mit dem Farrzyme-Test bei
SLE Patienten mit und ohne Nephritis (Mann-Whitney-Test).
Es wird im Farrzyme-Test deutlich, dass SLE-Patienten mit Nephritis einen erhéhten

Anti-dsDNA-Spiegel im Serum aufweisen.
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Abb.25: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Farrzyme-Test bei SLE-
Patienten mit verminderten und normalen Serumspiegeln von Komplement C3
(Mann-Whitney-Test).
Beim Farrzyme-Test weisen Patienten mit vermindertem C3-Komplement einen erhoten

Anti-dsDNA-Autoantikérperspiegel im Serum auf.
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Abb.26: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Farrzyme-Test
bei SLE-Patienten mit verminderten und normalen Serumspiegeln von Komplement C4
(Mann-Whitney-Test).
Im Farrzyme-Test weisen Patienten mit vermindertem C4-Komplement einen erhéhten

Anti-dsDNA-Autoantikorperspiegel im Serum auf.

g P =0.0014
< 1000 = 0000000000000
i .
2 .
: *
E’: 750+ .
£ .
5 ¥ -
g 5004 R
@ *
&0 .
b . ————t
z o
= 250 . .
= ¢ M
< ry . “0
<Iﬂ 0: :‘0‘
V4 . 03¢
2 0 so0sssssesses? 490000000t taestsststd
E mit ZNS-beteiligung ohne ZNS-Beteiligung
=
<
n=28 n=72

Abb.27: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Farrzyme-Test
bei SLE-Patienten mit und ohne ZNS-Beteiligung (Mann-Whitney-Test).
Bei Messungen mit dem Farrzyme-Test wird deutlich, dass SLE-Patienten ohne ZNS-
Beteiligung einen deutlich hoheren Anti-dsDNA-Autoantikorper-Spiegel im Serum

aufweisen.

70



Eigene Untersuchungen

Anti-dsDNA-Antik 6rper gemessen mit Farrzyme (I1U/ml)
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Abb. 28: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Farrzyme-Test bei
Patienten mit und ohne Krankheitsaktivitit (Mann-Whitney-Test).

Hier wird im Farrzyme-Test deutlich, dass SLE-Patienten mit Krankheitaktivitiit einen erhohten

Anti-dsDNA-Autoantikorper-Spiegel im Serum aufweisen.

3.2.9.2 Wertigkeit des Bindazyme™- Immunoassay bei ausgewéhlten klinischen und

paraklinischen Befunden

Anti-dsDNA-Antik orper gemessen mit Bindazyme in (IU/ml)
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Abb. 29: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Bindazyme-Test
bei SLE-Patienten mit und ohne Nephritis (Mann-Whitney-Test).
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Abb. 30: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Bindazyme-Test
bei SLE-Patienten mit verminderten und normalen Serumspiegeln von Komplement C3
(Mann-Whitney-Test).
Beim Bindazyme-Test weisen Patienten mit vermindertem C3-Komplement einen

erhioten Anti-dsDNA-Autoantikorperspiegel im Serum auf.
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Abb. 31: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Bindazyme-Test
bei SLE-Patienten mit verminderten und normalen Serumspiegeln von Komplement C4
(Mann-Whitney-Test).
Beim Bindazyme-Test weisen Patienten mit vermindertem C4-Komplement einen

erhioten Anti-dsDNA-Autoantikorperspiegel im Serum auf.
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Abb. 32: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Bindazyme-Test
bei SLE-Patienten mit ZNS- und ohne ZNS-Beteiligung (Mann-Whitney-Test).
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Abb.33: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Bindazyme-Test
bei SLE-Patienten mit und ohne Krankheitsaktivitit (Mann-Whitney-Test).
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3.2.9.3 Wertigkeit des Orgentec-Immunoassay bei ausgewéhlten klinischen und

paraklinischen Befunden
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Abb.34: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Orgentec-Test
bei SLE-Patienten mit und ohne Nephritis (Mann-Whitney-Test).
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Abb. 35: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Orgentec-Test
bei SLE-Patienten mit verminderten und normalen Serumspiegeln von Komplement C3
(Mann-Whitney-Test).
Beim Orgentec-Test weisen Patienten mit vermindertem C3-Komplement einen erhéten

Anti-dsDNA-Autoantikorperspiegel im Serum auf.
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Abb. 36: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Orgentec-Test
bei SLE-Patienten mit verminderten und normalen Serumspiegeln von Komplement C4
(Mann-Whitney-Test).
Beim Orgentec-Test weisen Patienten mit vermindertem C4-Komplement einen erhéten

Anti-dsDNA-Autoantikorperspiegel im Serum auf.
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Abb.37: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Orgentec-Test
bei SLE-Patienten mit und ohne ZNS-Beteiligung (Mann-Whitney-Test).

75



Eigene Untersuchungen

g P = 0.0097
= 200- ONOII IS sooe
=
=
= 175
2 .
=
1504 e :
= - -
= .
E 125 o b
E ® P S,
$ 100+ 3 R
E ‘. >
) * -
S 75+ -
g - .
g -
T 504 .
. -
;F *q0® *
Z 25 *
a *
] *33e
ol o hid
= 0 T T
< aktiv inaktiv
n=76 n=24

Abb.38: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Orgentec-Test
bei SLE-Patienten mit und ohne Krankheitsaktivitit (Mann-Whitney-Test).
Hier wird im Orgentec-Test deutlich, dass SLE-Patienten mit Krankheitaktivitiit einen

erhohten Anti-dsDNA-Autoantikorper-Spiegel im Serum aufweisen.

3.2.9.4 Wertigkeit des Varelisa- Immunoassay bei ausgewéhlten klinischen und

paraklinischen Befunden
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Abb. 39: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Varelisa-Test
bei SLE-Patienten mit und ohne Nephritis (Mann-Whitney-Test).
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Abb.40: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Varelisa-Test
bei SLE-Patienten mit verminderten und normalen Serumspiegeln von Komplement C3

(Mann-Whitney-Test)
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Abb. 41: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Varelisa-Test bei SLE-Patienten

mit reduzierten und normalen Serumspiegeln von Komplement C4 (Mann-Whitney-Test)
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Abb. 42: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Varelisa-Test
bei SLE-Patienten mit und ohne ZNS-Beteiligung (Mann-Whitney-Test).
Bei Messungen mit dem Varelisa-Test wird deutlich, dass SLE-Patienten ohne ZNS-Beteiligung

einen deutlich hoheren Anti-dsDNA-Autoantikorper-Spiegel im Serum aufweisen.

E P = 0.9409

= —

= 2001 SO 00000000. 0000000000000
=

B

] .

E "

= .

> 1504 . —
= -

£ . *

= Rl

£ 100- .

g -

=) o -

b

£ . o

% 50+ ’:0 :

é o0

<l LR 24

z o

w c ©

k] T T

= aktiv inaktiv
= —_ [

< n=73 n=27

Abb.43: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Varelisa-Test
bei SLE-Patienten mit und ohne Krankheitsaktivitit (Mann-Whitney-Test).
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3.2.9.5 Wertigkeit des Farr RIA bei ausgewihlten klinischen und paraklinischen

Befunden
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Abb.44: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Farr RIA-Test
bei SLE-Patienten mit und ohne Nephritis (Mann-Whitney-Test).
Es wird im Farr RIA-Test deutlich, dass SLE-Patienten mit Nephritis einen erhohten

Anti-dsDNA-Spiegel im Serum aufweisen.
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Abb.45: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Farr RIA-Test bei
SLE-Patienten mit verminderten und normalen Serumspiegeln von Komplement C3
(Mann-Whitney-Test)

Beim Farr RIA-Test weisen Patienten mit vermindertem C3-Komplement einen erhéten

Anti-dsDNA-Autoantikorperspiegel im Serum auf.
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Abb.46: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Farr RIA-Test
bei SLE-Patienten mit verminderten und normalen Serumspiegeln von Komplement C4
(Mann-Whitney-Test)
Beim Farr RIA-Test weisen Patienten mit vermindertem C4-Komplement einen erhioten

Anti-dsDNA-Autoantikérperspiegel im Serum auf.

P=0.0126
E 60-
=
<
E 000000 R22 422 2o 20 222224
E
<
=
S 404 - -
=
2 —_—
k9
g
Y
o0
E- *00 t:
; 204 .
= . ¢
:FC £23 “0’
Z 0‘0 "
Q *
3 edtltee
=2 T T
< mit ZNS-Beteiligung ohne ZNS-Beteiligung
n=26 n=74

Abb.47: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Farr RIA-Test
bei SLE-Patienten mit und ohne ZNS-Beteiligung (Mann-Whitney-Test).
Bei Messungen mit dem Farr RIA-Test wird deutlich, dass SLE-Patienten ohne ZNS-Beteiligung

einen hoheren Anti-dsDNA-Autoantikdrper-Spiegel im Serum aufweisen.

80



Eigene Untersuchungen

P =0.0399

50- Radda 44 o0 o 22422244 00000000

000

Anti-dsDNA-Antik 6rper gemessen mit Farr RIA (IU/ml)

_‘—
*
20+
*
*
*
e °*
104 " 3
i *See
* *
0 T T
aktiv inaktiv
n=80 n=20

Abb.48: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem Farr RIA-Test
bei SLE-Patienten mit und ohne Krakheitsaktivitit (Mann-Whitney-Test).
Hier wird im Farr RIA-Test deutlich, dass SLE-Patienten mit Krankheitaktivitiit einen erhohten
Anti-dsDNA-Autoantikorper-Spiegel im Serum aufweisen.

3.2.9.6 Wertigkeit des CLIF-Tests bei ausgewiihlten klinischen und paraklinischen
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Abb. 49: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem CLIF,
bei SLE Patienten mit und ohne Nephritis (Mann-Whitney-Test).
In dieser Abbildung wurde gezeigt, dass erhohte Anti-dsDNA-Titer mit

Lupusnephritis assozieren.
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Abb. 50: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem CLIF
bei SLE Patienten mit verminderten und normale Serum Spiegel von
Komplement C3 (Mann-Whitney-Test).

In dieser Abbildung wurde die Assoziation zwischen erh6hten Anti-dsDNA-Titern

und verminderten Komplement C3 bei SLE- Patienten dargestellt
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Abb. 51: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem CLIF, bei
SLE- Patienten mit verminderten und normalem Serum-Spiegel
von Komplement C4 (Mann-Whitney-Test).

In dieser Abbildung wurde die Assoziation zwischen erhohtem Anti-

dsDNA-Titern und verminderten Komplement C4 bei SLE- Patieten dargestellt.
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Abb.52: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel, gemessen mit dem CLIF,
bei SLE Patienten mit ZNS- und ohne ZNS-Beteiligung (Mann-Whitney-Test).
SLE- Patienten ohne ZNS-Beteiligung besitzen erhohte Anti-dsDNA-Titer

im Serum.
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Abb. 53: Vergleich der Anti-dsDNA-AK Spiegel gemessen mit dem CLIF,
bei SLE Patienten mit und ohne Krankheitsaktivitit (Mann-Whitney-Test).
In dieser Abbildung wurde dargestellt, dass die aktiven SLE- Patienten erhohten
Anti-dsDNA-Titer besitzen.
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4. Diskussion

Der SLE ist eine chronisch-entziindliche Autoimmunerkrankung unbekannter Ursache, die
viele Organe insbesondere Haut, Gelenke, Gehirn, Blutgefile und Nieren betreffen kann
(189, 190). Diese systemische Autoimmunerkrankung ist durch den Nachweis von mehr als
100 verschiedenen Autoantikorpern, insbesondere derjenigen, die gegen nukleare Antigene
gerichtet sind, charakterisiert. Eine effektive Therapie basiert auf einer genauen Erfassung der
Krankheitsaktivitit aufgrund klinischer Untersuchungen, den jeweils vorliegenden
Organbeteiligungen und immunologischer Befunde wie Komplement- und Autoantikorper-
Spiegel (6, 17). Hier spielen Anti-dsDNA-Autoantikorper eine entscheidende Rolle, weil sie
eine hohe Krankheitsspezifitit aufweisen, mit schweren Organmanifestationen wie der
Lupusnephritis assoziiert sind und mit der Krankheitsaktivitit korrelieren (106). Fiir den
Nachweis von Anti-dsDNA-Antikorpern, die 1957 erstmals beim SLE beschrieben wurden
(100-103), existieren eine Vielzahl von immunologischen Methoden zu ihrem Nachweis. Als
besonders sensitiv und spezifisch wird der Farr-Assay angesehen (191, 192), dessen Einsatz
jedoch durch die Verwendung von radioaktivem Jod'”® in diesem Radioimmunoassay in
Routinelaboratorien eingeschrankt ist (193). Ein weiterer sehr spezifischer, aber weniger
sensitiver Test ist der Nachweis von Anti-dsDNA-Antikérpern mittels indirekter
Immunfluoreszenz unter Verwendung von reiner nativer DNA in den Kinetoblasten von
Crithidia luciliae, der erstmals von Aarden et al. 1975 beschrieben wurde (194). In den
letzten 20 Jahren haben sich in der Routinediagnostik vor allem Enzymimmunoassays zum
Anti-dsDNA-Antikorpernachweis durchgesetzt, die jedoch im Vergleich zu der Crithidia
luciliae-Immunfluoreszenz und dem Farr-Assay eine geringere Spezifitit aufweisen (195).
Innerhalb der Enzymimmunoassays gibt es jedoch wiederum deutliche qualitative
Unterschiede, was u.a. auf die Verwendung verschieden reiner dsSDNA und unterschiedlicher
Salzkonzentrationen in der Phase der Antikorperbindung zuriickgefiihrt werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Relevanz von 4 verschiedenen
Enzymimmunoassays sowie der Crithidia-luciliae-Immunfluoreszenz und des Farr-Assays
verglichen. Zum Einsatz kamen die Seren von 100 klinisch gut charakterisierten SLE-
Patienten. Es handelte sich hierbei um vorselektierte Patienten mit einem besonders hohen
Anteil von Anti-dsDNA-Antikorpern, was die hohe Frequenz von Anti-dsDNA-Antikérpern
in dieser Kohorte erklirt. Fiir die Beurteilung der diagnostischen Spezifitit der verschiedenen
Tests wurden Seren mit anderen rheumatischen Erkrankungen und chronischen Infektionen

zum Vergleich einbezogen.
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Wie erwartet wies der Crithidia luciliae-Immunfluoreszenztest die niedrigste Sensitivitét
(68%) und hochste Spezifitit (99%) fiir den SLE auf. 3 der 4 Enzymimmunoassays
(Bindazyme, Orgentec und Varelisa) wiesen eine mit dem Farr-Assay vergleichbar hohe
Sensitivitit, die zwischen 84 und 89% lag, auf. Bei den Enzymimmunoassays wurde die hohe
Sensitivitdt zu Lasten einer niedrigeren Spezifitdt zwischen 71 und 77% erreicht, wahrend der
Farr-Assay eine deutlich hohere Spezifitit aufwies. Der Farrzyme-Test wies die fiir
Enzymimmunoassays niedrigste Sensitivitdt und hochste Spezifitit auf. Bei diesem Test
wurde die Salzkonzentration im Probenpuffer erhoht, um die Bindung von niedrig-aviden
Autoantikorpern, die eine geringe Krankheitsspezifitit aufweisen, an die dSDNA in der festen
Phase zu vermindern. Nichtsdestotrotz schnitt auch der Farrzyme-Test im Vergleich zu der
Crithidia Immunfluoreszenz und dem Farr-RIA hinsichtlich der diagnostischen Spezifitit
schlechter ab. Die Ergebnisse bestitigen, dass die diagnostische Spezifitit der Anti-dsDNA-
Antikorper-ELISA relativ niedrig ist. Ein positives Testergebnis im Enzymimmunoassay,
insbesondere wenn die Anti-dsDNA-Spiegel niedrig sind, erlaubt deshalb nicht zwingend die
Diagnose SLE. Im Gegensatz dazu ist die Aussagekraft des Crithidia-luciliae-
Immunfluoreszenz-Testes fiir die Diagnose SLE als wesentlich stirker anzusehen. Diese
Interpretation der Ergebnisse findet sich auch wieder, wenn man sich den positiven
pradiktiven Wert, den negativen pradiktiven Wert, die ,,area under the curve* und die Odds-
Ratio der verschiedenen Tests anschaut. Die Crithidia luciliae Immunfluoreszenz weist sehr
hohe Werte fiir den positiven pradiktiven Wert, die Odds-Ratio und die positive Likelihood-

Rate auf, die in den Enzymimmunoassays deutlich schlechter ausfallen.

Die diagnostische Spezifitit hingt davon ab, welche Kontrollgruppen in die Analyse der Anti-
dsDNA-Antikorper einbezogen werden. Bei der Entwicklung eines Testes werden zundchst
SLE-Seren mit Seren gesunder Probanden verglichen. Im Vergleich mit gesunden Kontrollen
finden sich auch mit den ELISAs gute Ergebnisse hinsichtlich der diagnostischen Spezifitit
und darauf basiert auch die Festlegung des ,,cut-off*. Viel wichtiger ist aber der Vergleich mit
Seren von Patienten mit anderen entziindlichen Erkrankungen wie verwandten Kollagenosen,
anderen rheumatischen Erkrankungen und Infektionen. Da zeigt sich auch bei den hier
vorliegenden Untersuchungen, dass mit Ausnahme des Farrzyme-Testes die anderen ELISA
viel hiufiger positive Ergebnisse ergaben. Dies ist am ehesten auf die Bindung von niedrig-
aviden Anti-dsDNA-Antikorpern, die auch bei anderen entziindlichen Prozessen entstehen

konnen, zuriickzufiihren.
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Neben der generellen Frage, welche Tests flir die Diagnose SLE besonders geeignet sind, ist
schon viele Jahre bekannt, dass Anti-dsDNA-Antikdrper mit der Lupusnephritis assoziiert
sind (183, 196). Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, welche der gepriiften
Teste besonders gut mit einer Lupusnephritis assoziiert sind. In dieser vorselektierten
Patientenkohorte mit SLE hatten 73% der Patienten eine Nephritis, die mit den Patienten
verglichen wurden, die keine Nephritis aufwiesen. Dabei erwies sich der Farrzyme-Test als
derjenige Test, der am besten mit einer Lupusnephritis assoziiert ist. Mit dem Farrzyme-Test
waren Anti-dsDNA-Antikorper hdufiger nachweisbar als in der Gesamt-SLE-Kohorte. Bei
den anderen Tests war zwischen den beiden SLE-Gruppen kein Unterschied hinsichtlich der
Hiufigkeit des Anti-dsDNA-Antikdrpernachweises zu finden. Ahnlich gute Werte fiir
Spezifitdt, positiven priadiktiven Wert, negativen priadiktiven Wert und Odds-Ratio, bei aber
niedriger Sensitivitit, lieBen sich fiir den Crithidia luciliae-Immunfluoreszenz-Test ermitteln.
Fiir die Beurteilung der Bedeutung der verschiedenen Teste fiir die Lupusnephritis sollte aber
auch berticksichtigt werden, ob die Anti-dsDNA-Antikorper-Spiegel bei Lupusnephritis-
Patienten hoher sind. Signifikant hohere Anti-dsDNA-Antikorperspiegel bei Lupusnephritis-
Patienten fanden sich im Farrzyme-Test, Farr-RIA und in der Crithidia-luciliae-
Immunfluoreszenz, wihrend sich in den anderen Tests die Autoantikdrper-Spiegel zwischen
den Gruppen mit und ohne Lupusnephritis nicht unterschieden. Interessanterweise sind
hohere Anti-dsDNA-Antikorper-Spiegel, die im Farrzyme-Test, Farr-RIA und in der
Crithidia-luciliae-Immunfluoreszenz ~ gemessen  wurden, auch mit erniedrigten
Serumkonzentrationen der Komplementfaktoren C3 und C4 assoziiert. Es ist schon lange
bekannt, dass erniedrigte Serumkonzentrationen vom Komplement bei einer Lupusnephritis
auftreten (133). Da der Komplementverbrauch im Rahmen von Immunkomplexablagerungen
entsteht, kann spekuliert werden, dass es sich bei den mit Farrzyme-Test, Farr-RIA und in der
Crithidia-luciliae-Immunfluoreszenz gemessenen Anti-dsDNA-Antikdrper um solche handelt,
die in der Pathogenese der Lupusnephritis eine Rolle spielen. Hierzu passt, dass die in diesen
Tests gemessenen Anti-dsDNA-Antikorper-Spiegel signifikant hoher bei aktiven SLE-
Patienten mit einem SLEDAI von mindestens 6 waren.

Eine Assoziation zur Krankheitsaktivitdt, aber nicht zur Lupusnephritis, lie sich auch fiir
weitere Tests (Bindazyme und Orgentec) darstellen. In diesen Tests fanden sich ebenfalls
hohere Anti-dsDNA-Antiképer-Spiegel bei Patienten mit erniedrigten Komplementspiegeln.
Somit findet sich fiir die meisten verwendeten Tests eine Assoziation zwischen erhohten Anti-

dsDNA-Antikorpern, erniedrigten Komplementspiegeln und Krankheitsaktivitit.
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Anti-dsDNA-Autoantikérper werden seit langer Zeit als Biomarker der Krankheitsaktivitét
angesehen (196). Eine Erhohung der Glucocorticoiddosis bei Patienten, die einen
signifikanten Anstieg der Anti-dsDNA-Antikdrper im Serum aufwiesen, verhindert die
Entstehung von SLE-Schiiben (197, 198). Die Phase III-Studien mit dem monoklonalen Anti-
BLyS/BAFF-Antikorper Belimumab, der die Aktivierung und Differenzierung von
autoreaktiven B-Zellen hemmt, zeigen eine Reduktion der Anti-dsDNA-Antikorper und
Normalisierung der Komplementspiegel unter dieser Therapie. Patienten mit erhéhten Anti-
dsDNA-Antikoérpern und niedrigen Komplementspiegeln sprachen besonders gut auf die
Belimumab-Therapie an (199). Es gibt aber offensichtlich auch eine Subpopulation von SLE-
Patienten, die trotz persistierenden Anti-dsDNA-Antikorper-Spiegel im Serum klinisch
inaktiv bleiben (200).

Neben der Lupusnephritis ist die cerebrale Beteiligung eine wichtige Organmanifestation, die
auch fiir die Prognose der Erkrankung nicht unerheblich ist. Bis auf den Orgentec-Test wiesen
alle anderen Tests eine Assoziation zwischen den Antikorper-Spiegeln und einer ZNS-
Beteiligung auf. Im Gegensatz zur Lupusnephritis hatten SLE-Patienten mit ZNS-Beteiligung
signifikant niedrigere Anti-dsDNA-Antikorper-Spiegel. Hinter einer cerebralen Beteiligung
verbergen sich eine Vielzahl von verschiedenen Manifestationen wie kognitive Storungen,
Lupus-Kopfschmerz, Anfallsleiden, apoplektischer Insult, Querschnittsmyelitis und
psychotischen Storungen, die auf unterschiedlichen pathogenetischen Mechanismen beruhen
(201). So sind eine Reihe dieser Manifestationen (vor allem Lupus-Kopfschmerz,
Anfallsleiden, apoplektischer Insult) oft mit Anti-Phospholipid-Antikérpern (202), die zu
thromboembolischen Ereignissen  fithren, und nicht mit Anti-dsDNA-Autoantikérpern
assoziert. Fiir SLE-bedingte Psychosen wird in der Literatur eine Assoziation mit anti-
ribosomalen Antikorpern beschrieben (203), wobei auch eine Reihe von anderen
Publikationen einen Zusammenhang wiederum nicht bestdtigen konnten (204). Eine
Untergruppe von SLE-Patienten mit einer ZNS-Beteiligung weisen Antikdrper gegen ein
Peptid  der  extrazelluliren = Doméne der NMDA  (N-Methyl-D-Aspartat)-
Rezeptoruntereinheiten NR2a und NR2b auf, die mit dsDNA kreuzreagieren (205). Diese
Anti-NMDA-Rezeptor-Antikorper, die im Serum und Liquor nachgewiesen werden, sind mit
depressiven Sorungen bei SLE assoziiert (206). In einem Mausmodell koénnen diese
Autoantikorper kognitive Storungen auslosen (207). Diese klinische und pathogenetische
Heterogenitit der ZNS-Manifestationen bei SLE erkldrt, warum in der vorliegenden Arbeit

eine inverse Assoziation mit Anti-dsDNA-Antikorpern besteht oder in anderen Publikationen
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kein Zusammenhang zwischen Anti-dsDNA-Antikorpern und der ZNS-Beteiligung gefunden
wurde (125).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestdtigen, dass sich die verschiedenen Tests
qualitativ zum Teil deutlich unterscheiden. Fiir die Diagnose eines SLE sind insbesondere der
CLIF und der Farr-RIA von groBler Bedeutung. Positive Testergebnisse im CLIF und Farr-
RIA finden sich fast ausschlieBlich bei SLE-Patienten. Da in den Routine-Laboratorien
hauptsidchlich ELISAs zum Nachweis von Anti-dsDNA-Antikérpern eingesetzt werden, sollte
bei unklarer Diagnose ein positives Testergebnis immer im CLIF und/oder Farr-RIA bestitigt
werden. Bei SLE-Patienten mit einer gesicherten Diagnose konnen die hochempfindlichen

ELISAs zum Monitoring der Krankheitsaktividt eingesetzt werden.
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5. Zusammenfassung

Der Nachweis der Anti-dsDNA-Autoantikérper im Serum ist von hoher diagnostischer
Relevanz beim Systemischen Lupus Erythematodes (SLE). Die eingesetzten Methoden zu
threr Bestimmung weisen jedoch mitunter grofle qualitative Unterschiede auf. Aus diesem
Grunde wurden vier verschiedene kommerzielle ELISA (Farrzyme, Bindazyme, Orgentec und
Varelisa), der Farr-Radioimmunoassay (Farr-RIA), und der Crithidia luciliae-
Immunfloureszenz-Test (CLIF) hinsichtlich ihrer diagnostischen Wertigkeit beim SLE im
Vergleich zu Kontrollgruppen, bestehend aus Patienten mit anderen entziindlichen
Erkrankungen untersucht. Eine hohe Spezifitit fiir den SLE wiesen insbesondere der CLIF
mit 99% und der Farr-RIA mit 88% auf, wobei der Farr-RIA auch noch eine hohe
diagnostische Sensitivitdt von 85% hatte, wihrend der CLIF deutlich weniger sensitiv war
(68%). Die diagnostische Spezifitit der vier kommerziellen ELISA-Tests, die zwischen 71
und 78% lag, war diesen beiden Tests merklich unterlegen. Die Sensitivitit von 3 der 4
ELISA-Tests war jedoch vergleichbar hoch bis hoher als im Farr-RIA. Der Farrzyme-ELISA
hatte eine etwas hohere diagnostische Spezifitit (78%), aber dafiir auch eine niedrigere
Sensitivitdt von 70% als die anderen ELISAs. Die mit dem Farrzyme-ELISA, Farr-RIA und
CLIF gemessenen Anti-dsDNA-Antikorper-Spiegel waren mit einer Nierenbeteiligung und
niedrigen Komplementspiegeln C3 und C4 assoziiert. Fiir diese 3 Tests, sowie 2 weitere
ELISAs (Bindazyme und Orgentec) konnte ein Zusammenhang mit der Krankheitsaktivitét
gezeigt werden.

Die Ergebnisse bestitigen, dass sich die verschiedenen Tests qualitativ unterscheiden. Fiir die
Diagnose eines SLE sind insbesondere der CLIF und der Farr-RIA von grofler Bedeutung.
Positive Testergebnisse im CLIF und Farr-RIA finden sich fast ausschlieBlich bei SLE-
Patienten. Da in den Routine-Laboratorien hauptsidchlich ELISAs zum Nachweis von Anti-
dsDNA-Antikdrpern eingesetzt werden, sollte bei unklarer Diagnose ein positives
Testergebnis immer im CLIF und/oder Farr-RIA bestitigt werden. Die hochempfindlichen
ELISAs konnen bei gesicherter SLE-Diagnose zum Monitoring der Krankheitsaktiviit

eingesetzt werden.
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Zusammenfassung/Summary

Summary

Evaluation of Different Immunoassays for the Detection of Anti-dsDNA-

Autoantibodies in Patients with Systemic Lupus Erythematosus (SLE)

The detection of anti-dsDNA antibodies plays an outstanding role in the diagnosis of systemic
lupus erythematosus (SLE). However, the quality of methods used for SLE diagnosis may
differ greatly. For this reason, we compared the diagnostic value of four commercial ELISAs
(Farrzyme, Bindazyme, Orgentec and Varelisa) with that of the Farr radioimmunoassay (Farr-
RIA) and the Crithidia luciliae immunofluorescence test (CLIF). Each was used to test serum
samples from SLE patients versus control groups of patients with other inflammatory
diseases. CLIF and Farr-RIA proved to be highly specific for SLE (99% and 88%,
respectively). The diagnostic sensitivity of Farr-RIA was high (85%), whereas CLIF was
significantly less sensitive (68%). The diagnostic specificity of the four ELISAs was lower
(71% to 78%). In contrast, the diagnostic sensitivity of 3 out of 4 ELISAs was comparable or
higher than that of Farr-RIA. The Farrzyme ELISA had slightly greater diagnostic specificity
(78%), but was less sensitive (70%) than other ELISAs. Anti-dsDNA antibody detection by
Farrzyme ELISA, Farr-RIA and CLIF was associated with renal involvement and low levels
of complement components C3 and C4. Anti-dsDNA antibodies measured by these three

assays and two ELISA methods (Bindazyme and Orgentec) were related to disease activity.

These results confirm that there are notable quality differences between the studied anti-
dsDNA antibody assays. CLIF and Farr-RIA are particularly valuable for SLE diagnosis.
With CLIF and Farr-RIA, positive anti-dsDNA antibody results were obtained almost
exclusively in SLE patients. Consequently, positive anti-dsDNA antibody results by the
ELISA tests most commonly used in routine laboratories should be confirmed by CLIF and/or
Farr-RIA to establish the definitive diagnosis of SLE. The ELISA methods are highly
sensitive and can be used to monitor disease activity in patients with an already confirmed

diagnosis of SLE.
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The 7" Dresden Symposium on Autoantibodies from September 1 — 4, 2004

Pronounced anti-Ro/SSA52-binding detected on nonapoptotic keratinocytes is induced by TNF- and is
related to enhanced anti-Ro/SSA52 dependent antibody cytotoxicity (ADCC). DGRH Hamburg,

19. - 22.Sept. 2007 (Abstract)

Hostmann B, Gerl V, Grossmann P, Johen C, Briautigam K, Hausdorf G, Waka A, Rosowski M,
Radbruch A, Hiepe F

UVB and TNF-exposure induce the Ro/SSAS52 autoantigen on the surface of viable keratinocytes
which leads to an enhanced anti-Ro/SSA52 autoantibody-related cytotoxicity (ADCC). (Abstract)
ACR Jahrestagung 2007, Boston, MA, USA 06. -November 2007

Hostmann B,Gerl V,Grossmann P,Johen C,Briutigam K,Hausdorf G, Waka A, Rosowski M,
Radbruch A, Hiepe F

UVB irradition leads to Ro/SSA52 autoantigen expression on the surface of viable keratinocytes.
Annual European Congress of Rheumatology EULAR 2007, Barcelona, Spain 13.-16.August 2007
(Abstract)

HostmannB, Gerl V, Grossmann P, Johen C,Biichner K, Brautigam K, Waka A, Toman N,von Hesler F-
W, Radbruch A, Hiepe A

UVB and TNF —a induce Ro/SSA52 autoantigen on the cellsurface of non-apoptotic human
keratinocytes which leads to enhanced anti-Ro/SSAS52 dependent cell cytotoxicity.Posterprasentation,
35.Jahrestag der DGRH Hamburg, 19.- 22.September 2007 (Abstract)

Hostmann B, Ruppert V, Grossmann P, Hausdorf G, Aderajew W, Johen C, Brautigam K, Rosowski
M, Radbruch A, Hiepe F.

Development of antinuclear antibodies with new specificities in systemic lupus erythematosus after
autologous hematopoietic stem cell transplantation suggests de novo development of disease rather
than lupus reactivation

Alexander T, Thiel A, Massenkeil G, Rosen O, Waka A, May H, Moeves B, Burmster GR,
Radbruch A, Hiepe F, and Arnold R 2009 : Poster

Multi - center evaluation of autoantibodies to the major ribosomal P epitope C22
Mahler M, Agmon-Levin N, Shoenfeld Y, Waka Aderajew, Falk Hiepe, Swart A, Giirtler I,
Fritzler MJ 2009: Poster

Evaluation of Different Assays for the Detection of Anti-dsDNA Antibodies in Systemic Lupus
Erythematosus (SLE).Poster and Abstract

Aderajew Waka et al.

16™ International Conference on AIDS & STDs in Africa (ICASA) 2011, Addis Abeba-Ethiopia
Abstract Book 2011, pp. 58 - 59

Zur HIV/AIDS Pravention bei afrikanischen Migranten in Deutschland. Abstract, 7. Miinchner AIDS-
Tage, 1999

HIV/AIDS Situationen bei afrikanischen Migrantlnnen in Deutschland: Notwendigkeit der Integration
in Pravention und Behandlung. Abstract , 7. Deutscher AIDS-Kongre$3, 2.06.-6.06.1999

European Journal of Medical Research, Volume 4/Supplement I, 2. June 1999

Determination of serum trace elements in helminth infected and non-infected school children in North -
West Ethiopia

Ketema Tafess , Desalegn Woldeyohannes, Jemal Al, Gizachew Yismaw, Simon G/tsadik, Yeshambel
Belyhun, Beyene Moges, Yabutani T., Yared Wondimkun, Andargachew Mulu, Aderajew Waka,
Afework Kassu. 2011. Abstract on 47™ annual Ethiopian medical association, Feb 17-18, 2011, UN
conference centre, Addis Ababa/ Ethiopia

118



Bisherige Publikationen

14 Intestinal parasitic infection, allergy and total serum IgE level in asymptomatic school children,
Gonder, North west Ethiopia
Jemal Ali, Gizachew Yismaw, Simon Gebretsadik, Yeshambel Belhun, Desalegn

Woldeyohannes, Ketema Tafesse, Ebba Abate, Bemnet Amare, Megistu Endris, Beyene Moges,
Desalegn Tegabu, Andargachew Muln, Yared Wondimkun, Aderajew Waka and Afework Kassu
2™ International Conference on Clinical and Cellular Immunology, 15.10.-17.10.2013, Las Vegas, USA

15 Evaluation of Different Assays for the Detection of Anti-dsDNA Antibodies in Systemic Lupus
Erythematosus (SLE).Poster and Abstract
Aderajew Waka and Falk Hiepe
5™ Autumn School of Immunology 2013; Current Concepts in Immunology
Organized by the German Society of Imnmunology

16 The Proteasome inhibitor Bortezomib Ameliorates Refractory Systemic Lupus Erythematosus
(SLE) 2014: A Prospective Multi-Center Observational Study, 11 — 14 June 2014, EULAR 2014
Paris, France Abstract/Poster
Tobias Alexander; Ramona Sarfert; Jens Klotsche; Andrea Rubbert-Roth; Hanns-Martin
Lorenz; Jiirgen Rech; Bimba Hoyer; Qingu Cheng; Aderajew Waka; Adriano Taddeo; Aja A.
Kiihl; Georg Schett; Gerd-Riidiger Burmester; Andreas Radbruch; Falk Hiepe; Reinhard E. Voll

Biicher-Beitrige/Co-Beitrige:

1 From Animal Models to Human Genetics: Research on the Induction and Pathogenicity of
Autoantibodies
Book: Autoantigens, Autoantibodies, Autoimmunity, Volum 4 — 2004,
K. Conrad, M. P. Bachmann, E. K. L. Chan, M. J.Frizler, R. L. Humbel, U. Sack, Y. Shoenfeld
(Eds.) ISBN 3-89967-148-1 (Europe) / ISBN 1-59326-070-9 (USA), (pp 363)

2 HIV-Infekt: Epidemiologie . Préavention . Pathogenese . Diagnostik . Therapie. Psycho-Soziologie
N. H. Brockmeyer; R. Brodt; K. Hoffmann; G. Reimann; M. Stiicker; P. Altmeyer (Hrsg)
© Springer — Verlag, Berlin Heidelberg 2000
ISBN 3-540-66478-5 Springer-Verlag, Berlin Heidelberg New York (pp 686 — 689)

3 AIDS und Migration: AIDS-Forum, Deutsche Aids Hilfe; Bd. 41/2001: ISBN 3-930425- 43-2
(pp 133 -175)

Jahresbericht-Beitrige/Co-Beitrige:

1 Einfluss von humanem TNF-oa auf die mRNA-Expression von 52kD Ro / SSA in humanen
Keratinocyten
Jahresbericht des Deutschen Rheuma-Forschungszentrums ( DRFZ ) 2000 / 2001

2 The TNFa induced upregulation of 52kDa Ro / SSA autoantigen expression in human keratinocytes is
Mediated via TNF-a receptor I (TNF-RI)
Annual Report of German Rheumatism Research Center (DRFZ) 2001 / 2002

3 Effekt von TNF-o auf Zytokinexpression humaner Keratinocyten

Jahresbericht des Deutschen Rheuma- Forschungszentrums ( DRFZ ) 2002 /2003

4 TNF-a enhances the 52kDa Ro / SSA — dependent induction of ADDC in normal human keratinocytes
Annual Report of German Rheumatism Research Center (DRFZ) 2003 / 2004
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10

Entwicklung eines Microarrays (Biochip) zur Autoantikdrperdiagnostik bei  systemischen
Autoimmunerkrankungen

(Development of Microarray (Biochips) to the Diagnosis of Autoantibodies by systemic
Autoimmun diseases).

Jahresbericht des Deutschen Rheuma- Forschungszentrums ( DRFZ ) 2004 / 2005

Mechanismen der Anti-Ro/SSA assoziierten photosensitiven Hautmanifestationen bei Patienten mit
SLE.Jahresbericht des Deutschen Rheuma- Forschungszentrums ( DRFZ ) 2004 /2005

Evaluation of different assays for the detection of anti-ds DNA Antibodies
Annual Report of German Rheumatism Research Center (DRFZ) 2005/ 2006 & 2006 / 2007

UVB and TNF-a can induce Ro / SSA 52 —autoantigen expression on viable Keratinocytes
Annual Report of German Rheumatism Research Center (DRFZ) 2005 / 2006

Nachweis einer Oberflichenexpression des intrazelluliren Autoantigens Ro/SSAS52 auf lebenden
Hautzellen (Keratinozyten) als moglicher Pathomechanismus bei Lupus-Hautlésionen.
Jahresbericht des Deutschen Rheuma- Forschungszentrums ( DRFZ) 2006/ 2007

The contribution of B1-Integerins in the overall function and survival of plasma cells
W. Sime, Q. Cheng, M. Imtiaz, A. Waka., H. Bimba, R. Manz, A. Radbruch, F. Hiepe
Annual Report of German Rheumatism Research Center (DRFZ): 2007 / 2008
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Selected further Experiences, Advances and Academical Qualifications:

Since 10/1998

20 —24/03/2000

16 —20/10/2000

20 —30/06/2000

27/04 — 13/07/2000

28/02 — 4/03/2005

10/2005 — 31/2006

07/2008 — 10/2008

Course and Seminars: Health Care and Development in the Developing Countries
(Africa, Latin America and Asia)

University of Heidelberg, Germany

Dept. of Tropical Hygiene and Public Health in the University of Heidelberg

International School on Infectious Disease, Tropical Medicine and Travel
Medicine: Part1

International School on Infectious Disease, Tropical Medicine and Travel
Medicine: Part 11 Part I and Part I1: Certificate

17" International Epidemiology Summer School*

University of Muenster and Ruhr-University of Bochum, Academy for Public
Health in cooperation with Harvard Medical School

Institute for Epidemiology and Social Medicine Certificate

Seminars: Tropical Medicine in Tropical Institute of Berlin

1* Spring School on Immunology of the German Society for Immunology
Certificate

Colloquiums of Infection Biology and Immunology
Humboldt — University to Berlin, Chair for Molecular Parasitology and Max-
Planck-Institute for Infection Biology Berlin Certificate

Summer Schools in Berlin Brandenburg School for Regenerative Therapies: From
Charite-University of Medicine Berlin, Berlin-Brandenburg Center for
Regenerative Therapies (BCRT) , Free University of Berlin (FU), Humboldt
University to Berlin (HU) and MDC for Molecular Medicine

- Immunology: Certificate

- Biotechnology & Transgenic Animal Technology: Certificate

- Development process for Regenerative Therapies and Biopharmaceuticals:
Certificate

- Workshop on GLP (Good Laboratory Practice), GMP (Good Manufacturing
Practice) and GCP (Good Clinical Practice): Certificate

Mouse Course 2008&2010Theoretical and Practical Part of the Max-Planck Institute for Infection

10/2008 -15/02/2009

Since 11/2009

Since 09/2010

Biology and German Rheumatism Research Center (MPIIB / DRFZ)
Scientific Mouse Course
(Research Animal Experiment for Biomedicine) Certificate

Modern Cell Therapies
Charite-University of Medicine Berlin, Institute for Transfusion Certificate

Study Group of Rheumatology and Clinical Immunology in Charite — Medical
University Berlin, Medical Clinic for Rheumatology and Clinical Immunology
(Seminar Series)

Clinic Club - Bedside Knowledge for Bench People
Seminar Series on Clinical Practice in Charite-Medical University Berlin
(Seminar Series)
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04/2011 - 07/2011

22.-24.03.2012

08.04. - 19.04.2013

06.10. - 11.10.2013

Since 2010

Since 2012

Medicine in the Developing Countries
Seminars: Institute for Tropical Medicine in Berlin Certificate

1** School of Translational Immunology of the German Society for Immunology
Certificate

Self-Marketing Strategies for Academicians in Berlin Certificate

5™ Autumn School of Immunology 2013; Current Concepts in Immunology
Organized by the German Society of Immunology Certificate

Invited Guest University Lecturer of Immunology and Vaccinology
for the Master Program of Infectious & Tropical Diseases (MITD)

Invited Guest University Lecturer of Clinical Immunology and Immunology to
Infection for the Master Program of Immunology
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SLEDAI -

Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index

Name

Geb.-Datum Datum

Die Punkte werden zugewiesen, wenn der Deskriptor zurzeit des Arztbesuchs oder wahrend der 10
vorausgehenden Tage vorgelegen hat bzw. vorliegt.

Beschreibung

Anfall

Psychose

Psychoorgani-
sches Syndrom

Sehstdérung

Hirnnerven-
Stérung

Lupus-Kopf-
schmerz

Zerebrovasku-
larer Insult

Vaskulitis

Arthritis

Myositis

Definition

Beginn vor kurzem; metabolische, infektiése oder medikamentdse Ursachen
muUssen ausgeschlossen werden

Fahigkeit, normale Aktivitaten auszufihren, aufgrund einer schweren
Storung der Realitatswahrnehmung verandert; umfasst Halluzinationen,
Inkoharenz, ausgepragt lockeres Assoziieren, verarmten Gedankeninhalt,
ausgepragt unlogisches Denken, bizarres, desorganisiertes oder katatones
Verhalten; Urdmie und medikamentdse Ursachen missen ausgeschlossen
werden

veranderte geistige Funktion mit Beeintrachtigung von Orientierung,
Gedachtnis und anderen intellektuellen Funktionen; mit sehr schnellem
Beginn und fluktuierenden klinischen Merkmalen; umfasst Beeintrachtigung
des Bewusstseins mit verringerter Fahigkeit zu fokussieren und Unfahigkeit
zu anhaltender Konzentration auf die Umgebung, plus mindestens zwei

der folgenden Merkmale: Wahrnehmungsstérungen, inkoharentes Reden,
Schlaflosigkeit oder Schlafrigkeit tagsiber oder gesteigerte oder gesenkte
psychomotorische Aktivitat; metabolische, infektidse oder medikamentdse
Ursachen mussen ausgeschlossen werden

retinale Verdnderungen bei SLE; umfassen Schwellung der Nervenfasern
(cytoid bodies), Netzhautblutungen, serése Exsudate oder Hamorrhagien
in der Choroidea oder Opticus-Neuritis; metabolische, infektidse oder
medikamentdse Ursachen mussen ausgeschlossen werden

neu beginnende sensorische oder motorische Neuropathie, bei der die
Hirnnerven betroffen sind

schwerer, anhaltender Kopfschmerz; kann migréneartig sein, darf aber nicht
auf Analgetika ansprechen

neu beginnender zerebrovaskulare(r) Insult(e); Ausschluss einer
Arteriosklerose.

Ulzeration; Gangran; schmerzhafte Fingerkndtchen; periungualer Infarkt;
Splitterblutungen oder Nachweis einer Vaskulitis durch Biopsie oder
Angiogramm

mehr als zwei Gelenke mit Schmerz und Entziindungszeichen (also
Empfindlichkeit, Schwellung oder Erguss)

Schwache oder Schmerzen proximaler Muskeln, einhergehend mit erhéhter
Kreatin-Phosphokinase oder Aldolase oder Nachweis einer Myositis mittels
Veranderungen im EMG oder Biopsie

(2] | [2]

Fortsetzung auf Seite 2

Seite 1/2
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SLEDAI -
Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index

Name Geb.-Datum Datum

Harnzylinder  granuldre Zylinder oder Erythrozyten-Zylinder

Hamaturie > 5 Erythrozyten im Mikroskopierfeld bei 400facher VergroBerung
(high power field, hpf); Steine, Infektion oder andere Ursachen mussen
ausgeschlossen werden

Proteinurie > 0,5 g/24 Stunden; neu beginnend oder Steigerung in jingster Zeit um
mehr als 0,5 g/24 Stunden

Pyurie > 5 Leukozyten im Mikroskopierfeld bei 400facher VergréBerung; Ausschluss
einer Infektion

(2] 1 [=] 1 [=] 1 [2]

Erythem Neubeginn oder erneutes Auftreten eines Erythems

Alopezie Neubeginn oder erneutes Auftreten von pathologischem Haarausfall, diffus
oder als Alopezia areata

HH

Schleimhaut-  Neubeginn oder erneutes Auftreten oraler oder nasaler Ulzerationen
Ulzera

H

Pleuritis pleuritischer Schmerz im Brustkorb, mit Pleurareiben oder Erguss oder
Verdickung der Pleura

H

Perikarditis perikardialer Schmerz mit mindestens einem der folgenden Merkmale:
Reiben, Erguss oder Bestatigung durch EKG oder Echokardiogramm

H

Komplement-  verringerte Werte far CH50, C3 oder C4, unterhalb der fur die Labortests
verminderung normalen unteren Referenzbereiche

H

erhohte dsDNA- im Labortest oberhalb des Normbereichs

H

Antikorper

Fieber > 38 °C; Ausschluss einer infektiésen Ursache
Thrombo- < 100.000 Thrombozyten pro pl 1
zytopenie
Leukopenie < 3.000 Leukozyten pro pl; Ausschluss einer medikamentdsen Ursache
Berechnung:

Summe Punkte = SLEDAI =

Verweise:

Interpretation: Medal Rheumatologie, Seite 83

Online-Rechner:  http://www.medal-org.de (Deutsch)
http://www.medalreg.com/medal/medal/ch22/ch22.07/ch22.07.02.php (Englisch)

Seite 2/2
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»What we know compared with what we do not know is like a crumb in the corner of
this room. As long as you start with a reasonable hypothesis and do the experiment
right, you are bound to find something new!” This is likely still true, and I cannot
imagine a field of research that is more exciting or one that offers better opportunity to

explore the balance of life on our planet.

Max D. Cooper
A Life of Adventure in Immunobiology

Annual Review Immunology 2010; 28:1-19
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