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1 Einleitung

In den letzten Jahrzehnten fielen in Landern mit hohem Lebensstandard die Inzidenzen
von Infektionskrankheiten, wahrend Autoimmunerkrankungen immer haufiger wurden [13].
Gleichzeitig lieBen sich weitere Zielstrukturen der Autoimmunerkrankungen identifizieren
und fir die Routinediagnostik zugdnglich machen. Das fuhrt mit zunehmender Sicherheit
sowohl zur richtigen Erkennung als auch zur Therapie der Erkrankungen. Trotz groR3er
Fortschritte leiden viele Menschen an den Folgen der Erkrankungen und den oft
unspezifischen immunsuppressiven Therapien [53]. Hierbei nehmen die Organschaden
zu, je langer die Autoimmunerkrankung nicht adaquat behandelt wird. Daher kommt dem

Zeitpunkt der Diagnose mittels verlasslicher Parameter eine entscheidende Rolle zu.

1.1 Die selbst-Immunitat im Fokus

Autoimmunerkrankungen werden gemeinhin als Folge des Kontrollverlusts Uber das
adaptive Immunsystem verstanden. Hierbei werden autoreaktive Lymphozyten aktiviert.
Unter diesen sind B-Lymphozyten zur Bildung von AutoantikOrpern fahig, die technisch
sehr einfach im Blut nachweisbar sind und bei Autoimmunerkrankungen fast immer
gefunden werden. Autoantikérper sind deshalb integraler Bestandteil der Diagnostik vieler
Autoimmunerkrankungen. In retrospektiven Studien konnte nachgewiesen werden, dass
sich Autoimmunerkrankungen teilweise Jahre vor den ersten klinischen Symptomen durch
das Auftreten der Autoantikdrper ankiindigen kdnnen und in diesem Zeitraum
verschiedene spezifische Autoantikdrper akkumulieren (s. Abbildung 1) [6, 15, 35, 37, 57,
71, 77]. Es liegt nahe, Autoantikbrper nicht nur zur Diagnostik, sondern auch zur
Vorhersage manifester Erkrankungen zu nutzen. ldentifizierte Personen kdnnten dann
von einer frihen, vielleicht sogar prophylaktischen milderen Therapie profitieren. Ein
Nachteil der retrospektiven Analysen von Patienten ist, dass gesunde Trager von
Autoantikérpern nicht untersucht werden kénnen. Da sich Autoantikdrper in Abhangigkeit
der genutzten Methode und Bewertungskriterien auch bei zahlreichen gesunden
Menschen finden (s. Tabelle 1), sind diese Untersuchungen jedoch dringend notwendig.
Zur prospektiven Unterscheidung von Gesunden und zukinftig Erkrankenden sind somit

sichere Kriterien zu identifizieren und Standards zu entwickeln.
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Abbildung 1: Nachweis SLE-typischer Autoantikdrper vor und nach SLE-Diagnose, adaptiert nach
Arbuckle et al. [6]. A: Anteil der Patienten mit positivem Autoantikdrperbefund bezogen auf den Zeitpunkt
relativ. zur SLE-Diagnose. B: Akkumulierung SLE spezifischer Autoantikdrper. Abkirzungen: ANA =
Antinukleére Autoantikdrper; Anti-Ro = Anti-SS-A Autoantikdrper; Anti-La = Anti-SS-B Autoantikodrper; APL =
Anti-Phospholipid Antikdrper; Anti-dsDNA = Anti-Doppelstrang Desoxyribonukleinsdure Autoantikdrper; Anti-
Sm = Anti-Smith Antigen Autoantikrper; Anti-nRNP = Anti-Ribonukleoprotein Autoantikdrper

Eine naheliegende und einfache Mdglichkeit bietet die quantitative Analyse der
gefundenen Autoantikorper. Bei vielen Autoimmunerkrankungen wurden
Zusammenhange zwischen Krankheitsaktivitdt und der Konzentration der Autoantikorper
im Serum festgestellt. Diese bestehen in der Regel jedoch nur innerhalb eines
Individuums und auch nicht fur absolute Antikorperlevel [31, 46, 47, 52, 82]. Ebenso
schwierig ist die Analyse Erkrankter aus der Retrospektive, da die Messintervalle durch
die Uberwiegend geringe Zahl der aufbewahrten Blutproben den Titerverlauf nur grob

abbilden. Mdglicherweise gab es auch darum zahlreiche Individuen mit fallenden Titern,
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1 Einleitung

obwohl die Autoantikdrpertiter vor dem Ausbruch eines systemischen Lupus
erythematodes (SLE) durchschnittlich signifikant anstiegen [5]. Engmaschig konnte die
Dynamik der Autoantikorperlevel bisher nur wahrend der Therapie von Patienten
beobachtet werden. Die prospektive Langzeitbeobachtung Gesunder zeigte in groben
Messintervallen Uberwiegend stabile Autoantikdrperlevel und nur in Ausnahmefallen
Krankheitsausbriiche [67, 111, 113]. Somit erbrachte die retrospektive Beobachtung
steigender Antikorperspiegel vor Ausbruch der Erkrankung neue Hinweise zur
Pathogenese einer Autoimmunerkrankung, die jedoch bisher nicht zur sicheren Pradiktion
einer  Autoimmunerkrankung  genutzt  werden kann. Fur die  meisten
Autoimmunerkrankungen gilt, dass Autoantikbrper als Surrogatparameter die
Krankheitsaktivitat im Verlauf und individuell widerspiegeln kénnen [58]. Der Ist-Zustand
einer Erkrankung wird jedoch nicht verlasslich durch Autoantikérperspiegel abgebildet und

auch eine allgemeingultige Schwelle, ab der die Erkrankung manifest wird, existiert nicht.

Ein qualitatives und vielversprechendes Kriterium zur ldentifikation eines besonderen
Risikos konnte das Glykosylierungsmuster der Autoantikorper darstellen. Erst in den
letzten Jahren wurde festgestellt, dass verschiedene Glykosylierungsmuster stérkere pro-
oder antiinflammatorische Wirkungen entfalten [26]. Falls ein Zusammenhang zwischen
Glykosylierungsmuster und Ausmald der Autoantikdrperpathogenitat bestatigt wird, kdnnte
die Bricke zwischen Nachweis, Titer und Krankheitsaktivitat geschlagen werden. Die
interindividuell ~ teilweise  stark  differierenden  Antikorperlevel  bei  ahnlicher
Krankheitsschwere lieBen sich so mdglicherweise erklaren. Induziert ein Stimulus die
Synthese pro-inflammatorischer Autoantikérper, ware analog zur adaptiven Immunantwort
auf eine Infektion rasch mit einer Manifestation der Autoimmunerkrankung zu rechnen.
Aber auch mit dieser zukunftsweisenden Erkenntnis wére das Verstandnis von Dynamik
und Ursache, mit denen die Glykosylierugsmuster in eine proinflammatorische Richtung
modifiziert werden, fur die Prognose essentiell. Die Untersuchung der Glykosylierung ist
jedoch methodisch aufwendig. Gegenwaértig ist darum keine Routineuntersuchung
verfugbar, die fur die Analyse der zeitlichen Dynamik nutzbar wére und auch die

Mechanismen, die die Glykosylierungsmuster kontrollieren, sind unbekannt.

Selbstverstandlich sind weitere Ansatze denkbar, die eine Vorhersage einer
Autoimmunerkrankung in Zukunft gestatten. Dazu konnten Anzahl und Art spezifischer
Autoantikdrper gehdren, aber auch von Autoantikbrpern unabhéngige Faktoren, die
spezifisch fur Autoimmunpatienten sind. Neben familienanamnestischen Kriterien und
Risikoverhalten kénnte hier die ldentifizierung von genetischen Eigenschaften dienlich

sein.
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1.2 Autoantikérper

Bei der Erforschung der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen spielen
Autoantikérper eine wichtige Rolle als ,Rezeptor® des adaptiven Immunsystems im
Rahmen des Kampfes gegen den eigenen Kdrper. Burnet beschrieb 1959 [20], dass alle
vom Organismus bendétigten Antikorper in der Embryonalphase vorgebildet und spater
durch das Zusammentreffen mit passenden Antigenen selektioniert wirden. Antikorper
ohne passendes Antigen wirden entsprechend nicht synthetisiert werden. Er postulierte
weiterhin, dass diese Selektion auf zellularer Basis stattfande. In der der Tat steht hinter
jedem Antikdrper ein B-Zell Klon, der die Antikérper zunéchst auf die Zellmembran
gebunden exprimiert, die dann B-Zellrezeptoren genannt werden. Alle von der jeweiligen
B-Zelle gebildeten Antikdrper haben dieselbe Spezifitat. Zur Aufrechterhaltung der Selbst-
Toleranz wirden jene autoreaktiven Zell-Klone beseitigt, welche Antikérper gegen
korpereigene Antigene bilden koénnten, sogenannte Autoantikdrper. Autoimmunitét
spiegele demnach wider, wenn selbstreaktive, ,verbotene” Klone nicht eliminiert, sondern
aktiviert wirden [61]. Die Theorie der Antikorperselektion wird fortwdhrend um die neuen
Erkenntnisse der B-Zell- und Antikorper-Reifung verfeinert und auch dem folgenlosen
Auftreten von ,verbotenen“ Klonen bei gesunden Menschen durch verschiedene
regulative Mechanismen des Immunsystems Rechnung getragen. Mackay zahlte bereits
1992 unter anderem regulative T-Zellen, Anergie der autoreaktiven B- und T-Zellen, die
fehlende Erreichbarkeit des Antigens fir die autoreaktiven Zellen oder den sterilen
Kontakt mit dem Antigen ohne 2. Stimulus auf [61]. Unter dieser Vorstellung triigen
autoreaktive Zellen keine vom Organismus bendétigte Funktion, sondern ihre Aktivitat

wirde durch fehlende Stimuli unterdriickt bleiben.

Im folgenden soll ein Uberblick gegeben werden, wie das menschliche Antikorper-
Repertoire aufgebaut wird und wie das Immunsystem gegen Autoaggression vorgeht. Die
Abschnitte 1.2.1-1.2.4 sind inhaltlich modifiziert dem Lehrbuch Janeway’s immunobiology

enthommen.

1.2.1 Vielfalt der Antikorperspezifitaten

Die Differenzierung der B-Zellen zu aktiven Komponenten der Immunabwehr beginnt im
Knochenmark und beinhaltet als maf3geblichen Prozess die Bildung eines Rezeptors fir
Antigene. Es existiert eine unermessliche Zahl an Krankheitserregern, denen der einzelne
Mensch nie allen begegnen wird. Diese Erreger haben eine im Vergleich zum Menschen
sehr geringe Generationszeit mit haufigen Verdnderungen ihrer Strukturen. Aus diesen
Grinden muss der Mensch, neben dem statischen Rezeptor-Repertoire wie dem der
angeborenen Immunabwehr gegen sehr haufige Antigene, auch ein flexibles Rezeptor-

Repertoire zur Erkennung unbekannter Antigene vorhalten. Realisiert wird die Vielfalt der
4



1 Einleitung

B-Zell-Rezeptoren, in l6slicher Form Antikérper genannt, mit einem Arsenal von Allelen,
die zufallig miteinander kombiniert werden. Diese sind in drei Gen-Regionen unterteilt, die
Variable, Diversity und Joining (V, D, J) genannt werden. B-Zell-Rezeptoren und
Antikorper (folgend nur noch Antikbrper genannt) bestehen aus vier Proteinen, wovon je
zwei identische ,schwere® und zwei identische ,leichte” Ketten vorliegen, die konstante
(C-) und variable (V-) Regionen beinhalten. Die konstanten Regionen bestimmen die
Effektorfunktionen und ob es sich um membranstandige B-Zell-Rezeptoren oder nach
Aktivierung der B-Zelle um sezernierte Antikdrper der Klassen IgA, IgD, IgE, 1gG oder IgM
handelt. Die variablen Regionen mit der hypervariablen Region (Syn. complementarity
determining region, CDR) beinhalten den Abschnitt, der das Epitop des Antigens erkennt,
bindet und somit die Spezifitat des Antikdrpers determiniert. Die Antigen-bindende Stelle
wird gemeinsam von schwerer und leichter Kette gebildet. Fir die variablen Regionen der
schweren Kette werden insgesamt drei Allele der V-, D-, J-Genregionen und fur die leichte
Kette nur zwei Allele der V- und J-Genregionen rekombiniert. Dieser Prozess wird V(D)J-
Rekombination genannt und wiirde theoretisch 1,9E10° Antikdrperspezifitaten
ermaoglichen. Ist er fur leichte und schwere Kette vollzogen, préasentieren die unreifen B-
Zellen B-Zell-Rezeptoren in Form von IgM auf ihrer Zelloberflache [66].

1.2.2 Zentrale Toleranz

Qualitatskontrollen im Knochenmark eliminieren B-Zell-Klone, die nach vollzogener
Rekombination offensichtlich defekte oder autoreaktive Antikorper bilden. Die
Genrekombination mit Bildung unzahliger Antigenspezifitdten hat den Vorteil, pathogene
Substanzen zuverlassig zu erkennen und birgt aus gleichem Grund den Nachteil, dass
korpereigenen Strukturen als Ziel entstehen. Diverse Mechanismen minimieren dieses
Risiko, ohne die primare Aufgabe des Immunsystems, das Erkennen von Pathogenen,
nennenswert beeintrachtigen zu dirfen. Der erste Kontrollpunkt erfolgt mit dem Pra-B-
Zell-Rezeptor, der aus rekombinierter schwerer Kette und einer Surrogat-Leichtkette
besteht. Nur bei funktionierender schwerer Kette erhalt die Pra-B-Zelle ein Signal vom
Pra-B-Zell-Rezeptor und setzt ihre Differenzierung zunéchst mit Zellteilungen fort. Die
entstehenden Tochterzellen fuihren jeweils die Rekombinationen fur die leichte Kette mit
unterschiedlichen Resultaten durch. Entsteht eine funktionstiichtige leichte Kette, formt
sich paarweise mit der schweren Kette ein IgM Molekul, welches auf der Zelloberflache
als B-Zellrezeptor auf der ,unreifen® B-Zelle prasentiert wird. Nun ist es den unreifen B-
Zellen moglich, Antigene zu erkennen. Erkennen sie Antigene im Knochenmark, handelt
es sich in der Regel um Autoantigene. Das Immunsystem nutzt vier Varianten, mit einem
autoreaktiven Zellklon umzugehen (s. Abbildung 2). Die Erkennung vor allem

oberflachengebundener Antigene flhrt zur Quervernetzung von IgM, leitet die Aktivierung
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1 Einleitung

der unreifen B-Zelle im Knochenmark ein, die nun das Apoptose-Programm startet.
Einigen Zellen ist es auch maoglich, durch neue Genrekombinationen der leichten Ketten
ihre Rezeptorspezifitdt zu andern (,receptor editing“). Falls die Autoreaktivitdt auch nach
der Rekombination erhalten bleibt, wird dann Apoptose eingeleitet. Als dritte Variante
kann das Autoantigen die B-Zellrezeptoren schwacher quervernetzen, wie zum Beispiel
bei Ioslichen Antigenen, und die Zelle wird nicht vollstandig aktiviert. Die autoreaktive
Zelle kann in die Peripherie migrieren. Jedoch sind durch den Autoantigenkontakt einige
Anderungen erfolgt, die zur Unterbrechung der Rezeptor-Signaltransduktion und einer
verminderten IgM Synthese fuhren. Im Unterschied zu nicht autoreaktiven Zellen wird sie
somit kaum mehr IgM auf ihrer Oberflache exprimieren, sondern vor allem IgD. Diese
Mechanismen fuhren dazu, dass sie sogar mithilfe autoreaktiver T-Zellen kaum mehr
durch ihr Antigen aktivierbar ist. Die Zelle ist anerg. Im Wettbewerb mit den anderen B-

Zellen beim Zugang zu sekundaren Lymphorganen unterliegen sie und gehen zugrunde.

Unreife B-Zelle (Knochenmark)

Niedrig-affines, nicht
vernetzendes selbst
Molekil

Keine Multivalentes
Selbstreaktion selbst Molekil

Losliches selbst
Molekil

T igM
- = - = <~ = = e
Migr.iert zur Apoptose qder Migriert zur Migriert zur
Peripherie receptor editing Peripherie Peripherie
<~ = < = -~ = N e

Apoptose oder
Bildung einer nicht-
autoreaktiven B-Zelle

Reife B-Zelle
(Klonal ignorant)

Reife B-Zelle Anerge B-Zelle

Abbildung 2: Zentrale Toleranz — Kontakt zu selbst Molekilen im Knochenmark kann zum Tod oder
zur Inaktivierung unreifer B-Zellen fihren. Adaptiert von Janeway’s immunobiology [66].

Der vierte Weg wird von autoreaktiven Zellen eingeschlagen, deren Autoantigen zu
keinerlei Signal in der Zelle fuhrt. Dies geschieht bei zu niedriger Bindungsstéarke,
mangelnder Konzentration oder Zugéanglichkeit des Autoantigens im Knochenmark oder
der Milz. Sie werden nicht negativ selektiert und migrieren in die Peripherie. Sie bieten
somit die gleichen Voraussetzungen wie nicht-autoreaktive B-Zellen. Das bedeutet, dass

sie bei Antigenkontakt und suffizienter Kostimulation eine Immunreaktion auslésen
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kénnten. Zusammengefasst bilden die genannten Kontrollmechanismen der B-Zell-
Reifung im Knochenmark die zentrale Toleranz. Ein hereditarer oder erworbener Defekt
der zentralen Toleranz wurde noch nicht beschrieben und scheint daher mit dem Leben
nicht vereinbar zu sein [66, 66].

1.2.3 Periphere Toleranz

Das Milieu und die Dynamik der Antigenerkennung beeinflusst, ob das Antigen als selbst
oder nicht selbst wahrgenommen wird. Wéahrend eine unreife B-Zelle im Knochenmark
Apoptose einleitet und zugrunde geht, sobald sie durch ein Antigen stimuliert wird, wiirde
eine reife B-Zelle in der Peripherie durch das gleiche Signal aktiviert werden. Da trotz der
zentralen Toleranzmechanismen kontinuierlich autoreaktive B-Zellen in die Peripherie
gelangen, gibt es auch dort Toleranzmechanismen, die eine Immunreaktion durch
autoreaktive Zellen gegen korpereigenes Gewebe verhindern sollen. Diese beruhen auf
folgenden Eigenschaften der selbst-Antigene, die unabhangig von der Molekiilstruktur des
Epitops funktionieren: Wahrend Autoantigene eher kontinuierlich in hoher Konzentration
im ganzen Korper vorkommen, erfolgt der Kontakt mit einem fremd-Antigen lokalisiert und
mit plotzlich stark steigenden Konzentrationen. Eine weitere wichtige Rolle spielt die
Kostimulation durch das angeborene Immunsystem. Fehlt sie oder generell ein
inflammatorisches Milieu, wirde ein Antigen-Kontakt zu einer Inaktivierung der Zelle oder
Bildung regulatorischer Lymphozyten fihren. Neben B-Zellen werden auch T-Zellen durch
Antigene selektiert. Fur sie gelten ahnliche Bedingungen. Jedoch sind sie in der Lage, in
regulatorische T-Zellen zu differenzieren, welche ihrerseits vor Autoimmunreaktionen
schitzen und somit die Selbst-Toleranz aufrechterhalten (siehe 1.2.4). In der
Zusammenschau kénnen auch Pathogene mit struktureller Ahnlichkeit zu Selbstantigenen
durch ihre Dynamik im Auftreten als solche erkannt und eliminiert werden. Sehr
wabhrscheinlich wird diese Leistung durch das System und nicht durch die einzelne Zelle
erbracht. Die Aufrechterhaltung der Toleranz reifer Lymphozyten wird auch periphere

Toleranz genannt [66].

Bestimmte Autoantigene sind in Organen mit Immunprivileg lokalisiert und schiitzen sich

durch besondere Toleranzmechanismen vor dem Immunsystem [66].

1.2.4 Extrinsische Toleranz

Regulative T-Zellen (T,y) umfassen zwei wichtige Populationen, die natirlichen und die

adaptiven regulativen T-Zellen. Diese gehdren zu den CD4-positiven T-Zellen mit

Expression des Transkriptionsfaktors FoxP3, welcher die Expression von Interleukin 2 (IL-

2) verhindert. IL-2 ist ein wichtiger Wachstumsfaktor fur T-Zellen. Bei Mausen konnte

bereits gezeigt werden, dass fehlende FoxP3-exprimierende Zellen zur Aggravation zum
7
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Beispiel von SLE fiihrten, wéhrend die Transfusion regulativer T-Zellen die Erkrankung
unterdrickte. Natdrliche T4 entstehen im Thymus aus autoreaktiven T-Zellen, die der
negativen Selektion entgehen. In der Peripherie werden sie durch Autoantigene aktiviert
und blockieren die Aktivierung diverser autoreaktiver T-Zellen im gleichen Gewebe. Diese
adaptiven T4 entstehen in peripheren Lymphorganen durch einen Antigenkontakt ohne
pro-inflammatorische Kostimulation. Stattdessen erhalten sie von der unreifen
antigenprasentierenden Zelle TGF-B. Uber diesen Mechanismus erwirbt das
Immunsystem die sogenannte extrinsische Toleranz fir das betreffende Antigen.
Autoimmunerkrankungen scheinen diversen Studien zufolge mit vielfaltigen

Funktionsstérungen regulativer T-Zellen begleitet zu sein [66].

1.2.5 Bildung von Autoantikérpern

Die Entstehung von Autoimmunitat beruht nach heutigem Wissen vor allem auf dem
Ausfall der peripheren Toleranzmechanismen. Man beobachtete transiente
Autoimmunreaktionen, wie beispielsweise wahrend eines Herzinfarktes gegen die
ausgeschwemmten Herzantigene. Nach dem Ausklingen des akuten Geschehens kehren
die physiologischen Verhaltnisse wieder zurtick. Auch monomere Autoantigene kénnen B-
Zellen unter normalen Bedingungen nicht aktivieren, weil sie die B-Zell-Rezeptoren, wie
im letzten Fall der zentralen Toleranzmechanismen beschrieben, nicht quervernetzen und
somit keine Signaltransduktion induzieren kdnnen. Diese autoreaktiven B-Zellen werden
also nicht negativ selektiert und stellen einen Teil des peripheren B-Zell-Pools dar.
Gelangen diese Autoantigene durch ein Ereignis in eine polymere Form, wirden sie die
entsprechende B-Zelle aktivieren konnen. Immunologische Reaktionen konnen
beispielsweise Immunkomplexe aus IgG und Antigenen hervorrufen. Die so als polymer
gebundenen IgG konnen nun B-Zellen mit IgG spezifischen B-Zell-Rezeptoren aktivieren.
Die B-Zellen produzieren daraufhin Anti-lgG-Antikorper, den bekannten Rheumafaktor.
Wie in einer Immunreaktion gegen korperfremde Pathogene kénnen die gebildeten
Antikorper in ihrer Antigenspezifitat reifen und ihre Antikdrperklasse von IgM zum Beispiel
zu IgG ausdifferenzieren. So lassen sich neben dem Rheumafaktor vom IgM-Typ in
Patienten zum Teil auch Rheumafaktoren vom IgG-Typ finden. Sind die Immunkomplexe
abgebaut, fihrt der fehlende Antigen-Stimulus zu einem Sistieren der Anti-IgG
Antikorperproduktion. Nach allgemeiner Auffassung liegt darum der Synthese von
Autoantikérpern des IgG-Typs eine signifikante pathogene Immunreaktion zugrunde,
wahrend die Synthese von Autoantikbrpern des IgM-Typs auch als unspezifische

Reaktion wahrend einer anderen Immunantwort entstehen kann [66].

Eine Autoimmunreaktion kann sich manifestieren und somit zur Erkrankung werden, wenn
sie Gewebsschadigungen hervorruft. Sowohl das entzindliche Milieu, als auch die
8
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Ausschwemmung von Autoantigenen wird so aufrechterhalten. Eine hierflr typische
Erkrankung ware der systemische Lupus erythematodes, bei dem nukle&re Antigene eine
wichtige Rolle spielen. Sie werden im Rahmen der Apoptose oder Gewebsnekrosen
freigesetzt. Man vermutet, dass als wichtiger pathogenetischer Faktor des SLE der
Abraum insbesondere des apoptotischen Materials vermindert ist und sich dieses
verstarkt ansammelt. Einige Bestandteile davon kdnnen durch die Toll-like-Rezeptoren
(TLR) des angeborenen Immunsystems erkannt werden. Dazu zéhlt unmethylierte DNA,
die im Rahmen der Apoptose entsteht und durch TLR-9 erkannt wird. Aber auch RNA-
Bestandteile aktivieren TLR7- oder 8-Signalwege. Gelangt eine reife B-Zelle mit einem
spezifischen B-Zell-Rezeptor fir TLR-Liganden in Kontakt mit jenem, kdnnte im
Zusammenspiel der TLR- und B-Zell-Rezeptor-Signalwege die B-Zelle aktiviert werden

und zur Synthese von Autoantikérpern stimuliert werden [66].

Auch die Co-Stimulation durch das adaptive Immunsystem, wie den T-Zellen, setzt
wichtige Reize flr oder gegen eine Autoimmunreaktion. Autoreaktive T-Zellen losen in
Abhangigkeit ihres Subtyps und somit ihrer ausgeschitteten Zytokine verschiedene
Immunreaktionen aus. Bei Mausen mit Pradisposition fir Typ 1 Diabetes fuhren Tyl
Zellen mit Spezifitat fur Beta-Zellen des Pankreas beispielsweise zum Ausbruch der
Erkrankung, wahrend Tx2 Zellen der gleichen Spezifitat davor schitzen. Ob
Selbsttoleranz oder Autoimmunitat durch autoreaktive T-Zellen geférdert wird, hangt somit

entscheidend von ihrem Subtyp ab [66].

1.2.6 Naturliche Autoantikorper
Da das alleinige Auftreten von Autoantikdrpern ohne erkennbare Schaden noch als
physiologisches Geschehen betrachtet werden muss, kann erst mit dem Ausbruch der

Autoimmunerkrankung von einem Toleranzverlust gesprochen werden.

Der lebhaften Diskussion um die Pathogenitat der Autoantikbrper per se und der
notwendigen, aber komplexen Regulierung der Selbsttoleranz in gesunden Menschen
setzt Stratis Avrameas darum ein im Kern simples Konzept gegeniiber. Jedes Wesen
besitze die fur die Ontogenese essentielle Fahigkeit, sich selbst zu erkennen, bezeichnet
als ,gnothi seauton“ [9]. Daher sei es selbstverstandlich, dass jedes Lebewesen
Autoantikorper bilde. Diese werden als naturliche Autoantikorper bezeichnet, weil ihre
Genese nicht durch Immunisierung oder exogene Stimuli, sondern durch Faktoren, die

vermutlich genetischer Natur seien, initiiert wirde.

Dass naturliche Autoantikdrper (NAA) von Organismen ohne Immunisierung produziert
werden, wurde mit Experimenten an keim- und antigenfrei aufwachsenden

Neugeborenen- und Nackt-Mausen gezeigt. In den NAA synthetisierenden B-Zellen sind
9
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aul3erdem keine oder wenige somatische Mutationen in den kodierenden Genen (z.B. V-
Gene) nachweisbar, wie es sonst fur AntikOrper typisch ist; somit entsprechen die
genetischen Informationen dieser B-Zellen denen der Keimbahnzellen. Charakteristisch
ist aulBerdem, dass ubiquitar vorkommende Molekile passende Ziel-Antigene darstellen.
Dazu gehéren Enzyme, Strukturproteine oder DNA. In vielen Féallen sind NAA polyreaktiv,
jedoch kommen auch monoreaktive NAA vor. Wahrend IgM die haufigste
Immunglobulinklasse der NAA darstellt, kénnen IgA und IgG NAA ebenso regelmalfig in
gesunden Individuen detektiert werden [9]. Bei Untersuchungen der ABO-Blutgruppen-
Antikdrper wurde festgestellt, dass sowohl natlrliche als auch induzierte Antikorper
ahnlich stark an Erythrozyten binden. Aber auch natirliche Antikdrper mit exogenen
Zielantigenen werden synthetisiert. Ein Beispiel hierfir wéren natlrliche anti-bakterielle
Antikorper, die im Vergleich zu immunologisch induzierten sehr spezifischen Antikérpern

sowohl mit hoher als auch niedriger Spezifitdt und Aviditat auftreten [12].

Naturlichen Autoantikdrpern werden diverse physiologische Funktionen zugeschrieben.
So gibt es Anti-ldiotypen Antikdrper, welche spezifisch fur die Antigen-Bindungsstellen
anderer Antikérper sind, den Idiotypen, und mit diesen Netzwerke bilden. Diese
Idiotypennetzwerke kénnen anti- und proinflammatorische Funktionen aufweisen. Weitere
physiologische Funktionen sind das Abrdumen von Zellschrott, Metaboliten, Exogenen

Pathogenen (Viren, Bakterien etc.) zur Unterstiitzung der angeborenen Abwehr [11].

Zusammenfassend lasst sich sagen: Obgleich Autoantikérper seit tGber 100 Jahren
bekannt sind, geben sie noch immer viele Ratsel auf. Insbesondere, wenn Uber ihre
Existenz oder sogar Funktion in gesunden Menschen nachgedacht wird. Eine stark
beforschte Autoimmunerkrankung, der systemische Lupus erythematodes, ist durch
Bildung von Immunkomplexen gekennzeichnet, die betrachtliche Schaden an Organen
hervorrufen kénnen. Die beteiligten Autoantikdrper richten sich meistens gegen Antigene
der Zellkerne, die ubiquitar im Korper verteilt sind. Diese antinukledren Autoantikdrper
kommen sehr haufig auch bei Gesunden vor, ohne erfassbare Schaden zu verursachen.
Somit stellt der SLE eine besonders interessante Erkrankung dar, die als zentralen
Mechanismus den Toleranzverlust gegen sich selbst inne hat, der zur Autoaggression

fuhren kann [9].

1.3 Systemischer Lupus Erythematodes — SLE

Der Systemische Lupus Erythematodes (SLE) ist eine klinisch heterogene Verlaufsform
des Lupus Erythematodes und wird zu den Kollagenosen gerechnet. Der historische
Ausdruck Kollagenose tragt zum einen dem Ort des pathologischen Geschehens

Rechnung, der das Bindegewebe aller Organe und der Gefal3e treffen kann. Zum anderen
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zéhlen Kollagenosen zu den Autoimmunerkrankungen, die dem rheumatischen
Formenkreis zugeordnet werden. Als Besonderheit richtet sich das autoimmunologische
Geschehen gegen nukleare Strukturen, welche fast jede Zelle des Kérpers in sich tragt.

1.3.1 Epidemiologie

Die Pravalenz von SLE in der deutschen Bevolkerung ist unbekannt, da epidemiologische
Daten hierzulande derzeit fehlen. Die Lebenszeitpravalenz in der danischen Bevolkerung
wird auf Basis von Gesundheitsregistern auf 32 von 100.000 (0,032 %) Individuen
geschatzt. Dafur wurden alle Individuen gezahlt, welche in einem Zeitraum von 1977 bis
2001 eine SLE-Diagnose haben oder hatten. Vor 1977 gestellte Diagnosen wurden nicht
erfasst, sodass die Lebenszeitpravalenz wahrscheinlich unterschatzt wurde [32]. In einer
Ubersichtsstudie reicht die berichtete Pravalenz von SLE in Europa pro Jahr und 100.000
Individuen von 25 in Finnland bis 91 in Spanien. Es wurden dort fir Frankreich und
Siudschweden Punkt-Pravalenzen von etwa 40 pro 100.000 Individuen pro Jahr ermittelt
[28]. Aufgrund der a&hnlichen Bevolkerungsstruktur ist eine dementsprechende
GroRRenordnung auch fiir Deutschland zu erwarten. Weltweit tritt SLE besonders haufig
bei Frauen auf, welche in Europa etwa im Verhaltnis von 10:1 h&ufiger betroffen sind als
Méanner [23]. Aus Daten eines Zensus in Birmingham von 1991 lag die SLE-Prévalenz pro
Jahr und 100.000 Einwohnern besonders hoch bei karibischen Afroamerikanern
(207/100.000), Chinesen (93/100.000) und Asiaten (49/100.000) im Vergleich zu
Kaukasiern (20/100.000) [50].

1.3.2 Pathogenese

Die Ursache von SLE ist bis heute ungeklart. Man geht von einer multifaktoriellen Genese
der Erkrankung aus, die neben einer genetischen Pradisposition triggernde
Umweltfaktoren wie Sonnenlicht, Medikamente, sowie Infektionen insbesondere durch
Epstein-Barr Virus einschlie3t. Man geht ferner davon aus, dass Stérungen im Abbau
apoptotischer Zellen und Fehlfunktionen von B- und T-Zellen zur Bildung und Persistenz
von Autoantikdrpern fihren, welche sich in Endorganen als Immunkomplexe ablagern und
dort Schaden hervorrufen oder direkt funktionell-relevante Antigene binden und
beeinflussen [63]. Beim SLE spielen die Autoantikdrper somit eine entscheidende Rolle in

der Schéadigung des Organismus, welche in Tabelle 1 veranschaulicht werden.
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Tabelle 1 SLE-typische Autoantikdrper*

1 Einleitung

Haufigkeit unter LI
Antikorperspezifitat | IIF Muster (HEp-2 Zellen) ; unter | Klinischer Aspekt
SLE Patienten [%]
Gesunden [%]
ANA 1,4-27,12°
dsDNA Homogenes Nukleoplasma 70 (Spezifitat 95 %) Keine Studien K_rankheltgak_thltat,
Nierenschadigung
Krankheitsaktivitat,
Sm Grobgranuldres 20 (Spezifitat 99 %) 0,2 [36, 105] | ZNS Symptome, hohe
Nukleoplasma Spezifitat, geringe
Sensitivitat
Grobgranulares . . Raynaud Ph&anomen,
U1nRNP Nukleoplasma 30-40 Keine Studien MCTD
SCLE (70-90 %),
. Fotosensitivitét,
SS-A/Ro $Z:[‘Sgr"2”é 't\i'\tl’g'imasma 24-60 0.2 '0’41[321' neonataler LE (>90
9 %), C2, C4 Defizienz
(90 %)
SS-Bl/La Feingran. Nukleoplasma 9-35 Keine Studien | Neonataler LE (75 %)
. . . Medikamenten
Histone Homogenes Nukleoplasma 50-70 Keine Studien induzierter LE (>95 %)
Feingranuléares oder Zerebritis mit
Ribosomale RNP homogenes Zytoplasma, 10-20 Keine Studien
: Psychose (56-90 %)
homogene Nukleoli
Homogenes Nukleoplasma . .
Ku und Nukleoli 1-19 Keine Studien

* adaptiert nach ,Autoantibodies in the Diagnosis of systemic rheumatic diseases” von CA von Mihlen und
EM Tan [106]; § 27,12 % ELISA-Wert Uber Diagnostischer Schwelle [109], 25,0 % ELISA-Wert Uber
Diagnostischer Schwelle [59], 10,1 % IIF (1:160) [86], 5 % IIF (1:160) [33, 98], 4,74 % IIF (1gG, 1:80) [105], 3,4
% IIF (>1:160), 1,4 % IIF (21:320) [36]. Abklrzungen: IIF = Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie; HEp =
Human epidermoid cancer cells; ANA = Antinukledre Autoantikbrper; dsDNA = Doppelstrang
Desoxyribonukleinsédure; Sm = Smith Antigen; RNP = Ribonukleoprotein; ZNS = Zentrales Nervensystem;
MCTD = Mixed connective tissue disease; Feingran. = feingranular, SCLE = Subacute cutaneous lupus
erythematosus.

1.3.3 Klinik

Klinisch aulert sich SLE sehr heterogen, sodass die Beschwerden bei Erstvorstellung der
SLE Patienten teilweise sehr differieren. Die 1982 revidierten American College of
Rheumatology (ACR) Kriterien zur Klassifikation von SLE, die 1997 zuletzt aktualisiert
wurden, unterstitzen bei der Diagnose der Erkrankung [49, 97]. Die Diagnose SLE lasst
sich stellen, wenn vier von elf Kriterien durch den Patienten erflllt werden. Inzwischen
wurden die ACR Kriterien weiterentwickelt und die Systemic Lupus International
Collaborating Clinics (SLICC) Klassifikationskriterien veroffentlich [73] (siehe Anhang,
Abschnitt 7.2). Diese sollten eine erhdhte Sensitivitat bei &hnlicher Spezifitat bieten, wobei
eine aktuelle Verdffentlichung keinen signifikanten Unterschied feststellen konnte [4].
Damit eine hohe Sensibilitdt und Spezifitdit der Diagnose gewahrleistet bleibt, wurden
Allgemeinsymptome in beiden Systemen nicht inkludiert. Diese beeintrachtigen die
Lebensqualitat teilweise stark und treten haufig auf. Sie umfassen unter anderem
Abgeschlagenheit, Gewichtsverlust und Fieber [63]. Je nachdem, welches Organsystem
von der Erkrankung betroffen ist, aul3ern sich die resultierenden Fehlfunktionen in den

entsprechenden Symptomen. In einem Review von 2006 beschrieben Manson und
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Rahman folgende typische Symptomkomplexe: Sehr typisch seien Veranderungen an
Haut und Schleimhauten, darunter das Schmetterlingserythem im Gesicht, Diskoide
Papeln, Fotosensitivitat und orale Ulzerationen. Die Manifestation am Bewegungsapparat
fuhre haufig zur SLE Diagnose durch den Rheumatologen. In der Regel lagen nicht-
erosive Polyarthritiden vor, wie die Jaccoud Arthropathie. Seltener seien rheumatoide
Arthritiden. Serositiden auf3erten sich als Brustschmerzen bei Pleuritis, Perikarditis fihre
seltener zu subjektiven Beschwerden. Bei etwa 30 % der Patienten befalle der SLE auch
die Niere und fuhre zur Lupus-Nephritis. Zu Beginn seien die Schaden noch symptomlos,
entwickelten sich aber ohne Behandlung zur lebensbedrohlichsten Komplikation eines
SLE. Ware, wie in circa 20 % der Falle, das zentrale Nervensystem betroffen, sei die
Diagnosefindung bei ansonsten milder Symptomatik besonders schwierig. Es bestiinde
eine breite Varianz der Symptome von Kopfschmerzen und Anfallsleiden bis zu
psychiatrischen Erkrankungen wie Depressionen und Psychosen. Im peripheren
Nervensystem kamen Neuropathien vor. Insgesamt werden 19 neuropsychiatrische
Syndrome beschrieben. Manifestationen im Gefal3system auf3ern sich zum Beispiel im
Raynaud Phanomen, welches in seiner dreiphasigen Form bei 16 % der Patienten zu
finden sei. AuRer diesem werden Assoziationen mit Livedo reticularis, einer
Erscheinungsform der Immunkomplexvaskulitis vermutet und bei bis zu zehn Prozent der
Patienten entstiinden vendse und arterielle Thrombosen. Weiterhin kdmen diverse

gastrointestinale Beschwerden vor [63].

Typische Befunde im Blut seien Variationen von Anamien, antinukleédre Autoantikdrper
und Autoantikdrper gegen DNA, Smith-Antigen und Phospholipide, welche durch die
Klassifikationskriterien des ACR bericksichtigt werden. Anti-dsDNA Antikdrper ndhmen
hierbei eine besondere Rolle an, da ihre Titer mit der Krankheitsaktivitéat korrelierten
(wegen Immunkomplexen aus AAK und EZR-DNA insbesondere mit der
Nierenbeteiligung) und bei einem Schub der Erkrankung anti-dsDNA Titer stiegen sowie
die Blutsenkungsgeschwindigkeit zundhmen. Fir das C-reaktive Protein (CRP) sei dieser

Zusammenhang nicht ausgepragt [63].
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1.4 Entwicklung der Fragestellungen

Noch immer ist die Rolle von Autoantikdrpern, die sich im Organismus eines gesunden
Menschen gegen hoch konservierte humane Antigene richten, nicht geklart. In der
retrospektiven Analyse von SLE-Patienten fanden sich SLE-typische Autoantikérper Jahre
vor Manifestation der Krankheit [6]. Ein Antikorperscreening zur Vorhersage der
Erkrankung kann jedoch nicht durchgefihrt werden, weil antinukleare Antikérper zu den
haufigsten Antikérpern gehotren, die in Gesunden gefunden werden (1,4 — 27,1 %
Pravalenz) [33, 36, 59, 86, 98, 105, 109]. Auch spezifische Autoantikdrper wie anti-Sm
oder anti-SS-A konnten in Gesunden gefunden werden [105]. Nach ihrer Beobachtung
stellten Arbuckle et al. das Modell auf, dass die Entstehung einer Autoimmunerkrankung
zwei wichtige Schritte umfasse: Im ersten Schritt wirden Autoantikdrper gebildet, ohne
klinische Symptome zu verursachen und erst nach einem zweiten Schritt kAme es zum
klinischen Ausbruch der Erkrankung. Diese Schritte werden vermutlich durch genetische-
und Umweltfaktoren beeinflusst. ,A“-Faktoren konnten die Autoantikbrpersynthese
beeinflussen, wahrend ,B“-Faktoren die Manifestation der Erkrankung vorantrieben (s.
Abbildung 3). Studien zur ldentifikation von Risikogenen fiir Krankheiten werden mit
Patienten und gesunden Personen durchgefiihrt. Deswegen werden sowohl ,A“- und ,B*-
Gene identifiziert, die aber nicht voneinander unterscheidbar sind. Der genetische
Vergleich von Autoantikbrper-negativen mit Autoantikérper-positiven Gesunden kénnte
erstmals Gene identifizieren, die nur die Autoantikbrpersynthese beeinflussen (,A“-Gene).
Diese missten sich als Teil des Pathogeneseprozesses unter den Risikogenen fir
Autoimmunerkrankungen wiederfinden. Der unbekannten Ursache, die zur Synthese von

antinuklearen Autoantikdrpern fihrt, kAme man einen Schritt ndher.

Autoantikérper Klinisch manifeste
p 5 : ife
Synthese Autoimmunerkrankung

Gesundes Individuum ————>

Abbildung 3: Modell der Entstehung von Autoimmunkrankheiten, adaptiert nach Arbuckle et al. [6]
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1.4.1 Fragestellungen

Aus den eben aufgefihrten Betrachtungen ergeben sich folgende Fragestellungen:

e Wie hoch ist der Anteil in der gesunden Bevolkerung, der SLE-typische
antinukleare IgG-Autoantikorper bildet?

e Lassen sich spezifische Zielantigene dieser antinukleédren Antikorper nachweisen?

e |st die Existenz antinuklearer IgG-Autoantikdrper mit genetischen Merkmalen
assoziiert?

e Teilen gesunde ANA-positive Individuen Risikogene mit SLE-Patienten?
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2 Material und Methoden

2.1 Ethik

Die Studie wurde entsprechend den Prinzipien der Deklaration von Helsinki durchgefihrt
und durch die lokale Ethikkommision genehmigt (siehe Anhang, Abschnitt 7.1). Proben
wurden gesammelt und genutzt, deren Spender ihre schriftiche Einwilligung nach
schriftlicher und mundlicher Information Uber die Verwendung ihres Blutes abgaben.
Entsprechend der Vorgabe des Ethik-Votums wurden alle Proben direkt nach der

Blutentnahme komplett anonymisiert und mit einer Identifikationsnummer versehen.

2.2 Kontroll- und Fallgruppencharakterisierung

Auswahlkriterium fir Proben der Fallgruppe war der Nachweis von Mustern in der
indirekten Immunfluoreszenz, die mit SLE assoziiert waren. Fir die Kontrollgruppe galt,
dass untersuchte Blutproben mit den genutzten Tests keinen Hinweis auf Autoantikdrper

gaben.

2.3 Proben der Blutspender

Fiur diese Forschungsarbeit wurden gemeinsam mit Wiebke Jung von August 2010 bis
Mérz 2011 von insgesamt 10.155 Blutspendern Proben gesammelt. Aufgrund der in
Deutschland geltenden Voraussetzungen fir die Zulassung zur Blutspende gehdren
Blutspender zur gesiindesten erreichbaren Bevdlkerungsgruppe. Deren Gesundheit wird
arztlich durch die Anamnese zur personlichen Gesundheit, eine kdrperliche Untersuchung
und die folgende Labordiagnostik festgestellt [19]. Den Zugang zu den Proben der
regularen Blutspender ermdglichten Prof. Siegfried Gorg und Dr. David Juhl vom Institut
fir Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein und Prof. Reinhard
Henschler vom Institut fir Transfusionsmedizin und Immunh&matologie, sowie vom
Blutspendedienst des Deutschen Roten Kreuzes Baden-Wiirttemberg/Hessen des
Klinikkums der Goethe-Universitat Frankfurt a.M. fir die jeweiligen Blutspendezentralen.
Etwa 3.500 Proben stammten aus Frankfurt a.M., die tbrigen aus Libeck und Kiel. Damit
trotz sofortiger Anonymisierung keine doppelten Proben desselben Spenders im
Untersuchungskollektiv enthalten sein konnten, grenzten wir das Sammelintervall fir jede
Blutpspendezentrale auf acht Wochen ein, dem kirzesten Spendeintervall derselben
Person. In diesen acht Wochen schlossen wir alle verfiigbaren Blutproben in die

Sammlung ein. Dartiber hinaus bezogen wir nur Blutproben von erstmaligen Spendern.
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Die Blutproben wurden in EDTA-Monovetten (Fa. Sarstedt AG und Co, Nimbrecht) bei
vier Grad Celsius von den Blutspendezentralen in unser Labor transportiert. Von jeder
Probe wurden zwei Vollblut- und vier Plasma- Aliquots mit je circa 500 pl Inhalt erstellt.
Hierfir verwendeten wir 1,5 ml Safeseal Reagiergefalle (Fa. Sarstedt AG und Co,
Numbrecht). Jede Blutprobe erhielt eine ldentifikationsnummer, mit welcher die sechs
ReagiergefalRe beschriftet wurden. Fir die Vollblutproben wurde die Blutprobe auf einem
Vortex Genie 2-Schittler (Scientific Industries Inc., Bohemia, New York; im folgenden
Vortex-Schittler) durchmischt und jeweils circa 500 ul in zwei Reagiergefal3e pro Spender
pipettiert. Zur Separation des Plasmas erfolgte die Zentrifugierung der Monovetten fir
sieben Minuten mit 2.500 x g (Zentrifuge Heraeus Sepatech, Megafuge 1.0 R) bei
Raumtemperatur und der Transfer von jeweils circa 500 pl des Uberstehenden Plasmas in
vier ReagiergefaRe. Die Vollblutproben wurden getrennt bei -80°C eingefroren, die Seren

gepaart getrennt bei -20°C.

2.4 Screening fur Antinukleare Antikorper (ANA)

Alle folgenden Experimente wurden von dem Doktoranden personlich durchgeftihrt. Die
Untersuchung auf den Gehalt von Antinukledren Antikoérpern umfasste insgesamt 6454
Proben, die sich je zur Halfte aus Frankfurter und Schleswig-Holsteiner Proben
zusammensetzten. Fur den Nachweis der ANA wurde der indirekte Immunfluoreszenztest
EUROPLUS® ANA-Mosaik 20A (Euroimmun AG, Lubeck) verwendet. Der Test basierte
auf Objekttragern, welche zehn Felder fiir Proben aufwiesen. Jedes Feld war mit vier
Biochips versehen. Der erste Biochip enthielt HEp-20-10-Zellen. Diese Zellreihe
ermdglichte durch ihre hohe Mitoserate eine einfachere Differenzierung ,Mitose-
abhangiger® Antikorper. Der zweite Biochip war mit den Extractable Nuclear Antigens
(ENA) ribosomales P-Protein und Jo-1 zum monospezifischen Nachweis jener Antikdrper
versehen. Auf dem dritten Biochip befand sich Leber (Affe) und auf Biochip vier die ENAs
SS-A und SS-B zum monospezifischen Nachweis dieser Antikbrper. Mit Ausnahme der
folgenden Materialien waren alle im verwendeten Immunfluoreszenztest enthalten:
Reagenztrager ,TITERPLANE® (Euroimmun AG, Lubeck) und Ampuwa Spulldsung
(Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg).
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HEp-20- ENA2
10-Zellen

Leber, ENA1
Affe

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Biochip ANA-Mosaik 20A der Euroimmun AG, mit positiven
Fluoreszenzen (Bilder aus eigenen Aufnahmen). Abkirzungen: HEp = Human epidermoid cancer cells; ENA =
extrahierbares nukleéres Antigen

Das ANA-Mosaik wurde entsprechend den Anweisungen des Testprotokolls fur qualitative
Auswertung verwendet. Die Erstellung eines PBS-Tween Puffers erfolgte mit 1 Liter
Ampuwa Spillésung, einer Packung PBS Salz fur pH 7,2 und 2 ml Tween 20. Der Puffer
diente zur Verdinnung der Plasmaproben auf 1:100 sowie zum Spilen. Je Ansatz wurden
mithilfe des Reagenztragers pro Feld 30 pl der Blutspenderproben und je 30 pl einer
Positiv und einer Negativ Kontrolle pipettiert. Die Kontrollproben waren Bestandteil des
EUROPLUS® ANA-Mosaiks. Die Inkubation dauerte 30 Minuten bei Raumtemperatur. Bei
positiven Proben banden Antikdrper an die Antigene der Biochips. Daraufhin wurden die
Objekttrager im Schwall mit dem Puffer abgespilt und finf Minuten in einer Kivette im
Puffer stehend auf einem Rotationsschittler geschittelt (1. Waschschritt). Zum Nachweis
gebundener IgG Antikorper wurde Fluorescein-markiertes Anti-human-IgG (Ziege)
verwendet. In dieser zweiten Inkubation wurden pro Feld 25pl des markierten Anti-
Human-lgG (Ziege) Antiserums verwendet. Sie erfolgte in Dunkelheit fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur und anschlieBend wurde im 2. Waschschritt erneut gespult. Zur
mikroskopischen Analyse wurden die Objekttrager mit Eindeckmedium und Deckglaschen

abschliel3end eingedeckt.

Fur die Auswertung der Fluoreszenzmuster wurde das EUROStar 1l Plus
Fluoreszenzmikroskop (Euroimmun AG, Lubeck) verwendet. Die HEp-20-10 Zellen
wurden mit 40x Objektiv, die ENA und die Leber mit 20x Objektiv analysiert. Fur die
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Interpretation der Fluoreszenzmuster vermittelte Prof. Winfried Stécker von der
Euroimmun AG im Vorfeld eine Schulung durch seine Mitarbeiterin Frau Sonja Overbeck.
Weiterhin wurde eine Tafel Uber Fluoreszenzmuster der HEp-Zellen von der Euroimmun
AG zur Verfugung gestellt (siehe Anhang, Abschnitt 7.5). Auf Basis dieser Kenntnisse

wurden die Fluoreszenzmuster aller gefarbten Proben beschrieben.

2.4.1 Auswahl der ANA-Fluoreszenzmuster

Antinukleare Antikorper haben ein beliebiges Antigen im Zellkern und rufen verschiedene
Fluoreszenzmuster in der indirekten Immunfluoreszenz hervor. Fiur die weitere
Verwendung wurden nur Proben auswahlt, die bei 1:100 Verdinnung ein mit der
Krankheit SLE assoziiertes Fluoreszenzmuster zeigten. Dazu zahlen Nukledr homogen,
nuklear grobgranular mit negativen Nukleoli, nuklear (fein-)granular und ,few nuclear dots*
sowie das zytoplasmatische Muster Golgi-Apparat [106, 107]. Alle Fluoreszenzmuster der
ausgewahlten Proben wurden am Mikroskop Olympus BX 40 (Olympus Deutschland
GmbH, Hamburg) des Autoimmunlabors der Libecker Hautklinik des UKSH fotografisch
dokumentiert. Dazu wurden die Kamera ProgRes C10”"* (Jenoptik AG, Jena) mit der

Software ProgRes Capture Pro 2.1 (Jenoptik AG, Jena) genutzt.

2.5 Validierung und Spezifizierung der Antinukledren Antikdrper

Da das Screening nur in einer Verdunnungsstufe durchgefuhrt wurde, kann es zur
Missinterpretation ahnlicher Muster kommen. AuBerdem sollte flr die genetischen
Untersuchungen eine mdglichst objektive Charakterisierung der ANA-Muster erfolgen.
Darum wurden Proben mit sehr wahrscheinlich SLE-spezifischer Fluoreszenz, solche mit
ahnlicher Fluoreszenz und zehn Proben ohne Fluoreszenz als negative Kontrollen fir die
objektivierte und quantifizierte Validierung ausgewahlt. Weiterhin wurden all diese Proben

auf die Antikorperspezifitdt hin untersucht.

2.5.1 Validierung

Fur die objektivierte und quantifizierte Validierung wurden die Proben mit drei
Verdinnungsstufen (1:10, 1:100, 1:1000) erneut mittels indirektem Immunfluoreszenztest
untersucht. Das weitere Procedere entsprach dem bereits im EUROPLUS ANA-Mosaik
20A zum Screening verwendeten Protokoll (s. 2.4). Die verwendeten Objekttrager
enthielten in jedem Feld sechs Biochips (HEp-2-Zellen, HEp-20-10-Zellen, Leber (Affe),
Niere (Ratte) und ENA (SS-A, SS-B, Sm, nRNP/Sm, Jo-1, Scl-70)). Die
Fluoreszenzmuster auf den gefarbten Objekttragern wurden zur Objektivierung und
Qualitatskontrolle durch Manja Kowalke, Mitarbeiterin des ,Klinisch-immunologischen
Referenzlabors Prof. Winfried Stécker®, mikroskopisch ausgewertet und beschrieben. Die
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Beschreibungen der Muster aus dem vorangegangenen Screening waren ihr nicht
bekannt. Die Intensitaten der Fluoreszenzmuster wurden den Referenzlaborstandards
entsprechend eingeordnet in negativ, positiv, stark oder sehr stark positiv und daraus
Verdinnungsstufen von 1:10, 1:100, 1:320, 1:1.000, 1:3.200 und 1:10.000 abgeleitet. Die
Stufe 1:320 entspricht einer stark positiven Fluoreszenz bei 1:100 und negativen
Fluoreszenz bei 1:1000 Verdinnung. Die Stufen 1:3.200 und 1:10.000 entsprechen einer

starken beziehungsweise sehr starken Fluoreszenz bei 1:1000 Verdinnung.

2.5.2 Spezifizierung

Die Zielantigene der ANAs wurden mit den drei Line Blot Immunoassays ANA Profil 5,
Myositis-Profil 3 und Systemsklerose-Profil EUROLINES untersucht (alle Euroimmun AG,
Libeck). Die Line Blots enthielten 34 verschiedene Antigene, darunter die SLE
spezifischen Antigene SS-A (Ro), SS-B (La), Doppelstrang-DNA (dsDNA), Ul-nukleédres
Ribonukleoprotein (U1-nRNP), Smith-Antigen (Sm), Nukleosomen, Histone, proliferating-
cell-nuclear-antigen (PCNA), Ku-Protein und Ribosomales P-Protein (rib. P protein). Die
weiteren enthaltenen Antigene finden sich im Anhang, Abschnitt 7.3. Das verwendete
Protokoll entspricht dem der kommerziell erhdltlichen Euroimmun Line Blot
Immunoassays. Vorbereitend wurden der Waschpuffer im Verhéltnis 1:10 mit destilliertem
Wasser und das Enzymkonjugat im Verhéltnis 1:10 mit dem gebrauchsfertigen
Probenpuffer verdiinnt. Die Proben und positive Kontrolle wurden im Verhaltnis 1:101 mit
Probenpuffer verdinnt. Die Teststreifen wurden zur Vorbereitung einzeln in
Inkubationsrinnen fur finf Minuten mit 1,5 ml Probenpuffer bei Raumtemperatur auf einem
Wippschuttler inkubiert. Der Puffer wurde danach verworfen und die Streifen mit 1,5 ml
der verdiinnten Proben und einer positiv Kontrolle fir 30 Minuten bei Raumtemperatur auf
dem Wippschuttler inkubiert. Bei diesem Vorgang banden bei positiven Proben Antikorper
aus dem Plasma an die Antigene der Teststreifen. Zum Waschen wurden dann die
verdiinnten Proben verworfen und die Teststreifen drei Mal fir 5 Minuten mit 1,5 ml
Waschpuffer auf dem Wippschiittler behandelt (1. Waschschritt). Zur Markierung
gebundener 1IgG aus den Proben folgte die Behandlung mit Anti-Human-lgG Enzym
Konjugat (Alkalische Phosphatase). Je Teststreifen wurden 1,5 ml des Konjugats
hinzugefigt und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Wippschattler inkubiert. Es
folgte nach dem Verwerfen des Konjugats der 2. Waschschritt (s.0.). Nun wurde jeweils
1,5 ml Substratlbsung zu den Teststreifen gegeben und fir 10 Minuten auf dem
Wippschuittler bei Raumtemperatur inkubiert. An humane IgG gebundene
Enzymkonjugate farbten in ihrer Reaktion die darunterliegende Antigen-Bande. Die
Enzymreaktion wurde daraufhin mit Verwerfen des Substrats und drei Mal einminitigem

Spulen der Teststreifen mit destilliertem Wasser auf dem Wippschdttler gestoppt. Nach
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dem Aufbringen der Teststreifen auf ein Auswertungsprotokoll und Trocknung derselben
wurden die Protokolle mit einem Flachbett Scanner eingescannt. Die Software
EUROLIneScan (Euroimmun AG, Lubeck) wertete die Signalintensitat der gefarbten
Banden aus und kategorisierte sie in negativ, grenzwertig, positiv und stark positiv. Alle
Teststreifenbanden wurden zusatzlich visuell auf Farbeartefakte hin untersucht und
Fehlinterpretationen der Software gegebenenfalls manuell korrigiert.

2.6 Genotypisierung

Fur die GWAS wurden Proben ausgewahlt, die SLE typische Fluoreszenzmuster mit
Intensitaten von 1:320 oder hoher zeigten, beziehungsweise ein SLE typisches
Fluoreszenzmuster mit einem Titer von 1:100 und mindestens einem SLE spezifischen
Antikorper aufwiesen (s.0.). Diese werden im folgenden ANAg e-Positive genannt. Proben
mit SLE typischen ANA Mustern mit einem Titer von 1:100 ohne Auftreten SLE
spezifischer Antikdrper wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Dieser Schritt
begriindet sich vornehmlich durch die Erwartung, dass die falsch positive Beurteilung von
eigentlich unspezifischen Fluoreszenzen bei Intensitédten von 1:100 wahrscheinlicher ist
als bei Proben mit Intensitaiten ab  1:320. Die  Amplifikation  der
Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphism, SNP) bendétigt als
Ausgangsmaterial 20 pl DNA-Proben mit einer Konzentration von circa 50 ng/pl.

2.6.1 DNA Aufbereitung
Die DNA Extraktion aus Vollblut wurde mit dem kommerziell erhaltlichen QlAamp DNA
Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden) durchgefiihrt. Dies geschah dem beigelegten Protokoll fir
DNA Extraktion aus Blut oder Kdorperflissigkeiten mittels Zentrifuge fir 400 ul Vollblut
folgend. Nicht im Kit enthalten waren autoklavierte 1,5 ul Reagiergefalie, weitere 2 ml
Sammelréhrchen (Fa. Sarstedt AG und Co, Nimbrecht), 96 % Ethanol und destilliertes
Wasser (jeweils Apotheke UKSH, Libeck) zur Elution der DNA. Im ersten Schritt wurden
40 pl QIAGEN Protease und 400 pl Vollblut in die Zentrifugenréhrchen pipettiert. Mit
Hinzuftigen von 400 pl des AL Puffers und anschlieBendem Sto3mischen auf dem Vortex-
Schittler fur 15 Sekunden waren die Proben zur Proteindegradation prépariert. Die
Degradation fand wahrend Inkubation bei 56°C fur zehn Minuten auf einem Heizblock
statt. Alle weiteren Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. Die Proteasenaktivitat stoppte
durch Hinzuftuigen von 400 pl Ethanol (96%) und Sto3mischen fir 15 Sekunden auf dem
Vortex-Schittler. Die Proben wurden daraufhin komplett in QlAamp Mini Zentrifugen
Saulen Ubertragen, welche in 2 ml Sammelréhrchen standen. Die Rdhrchen mit den
Saulen wurden mit 6.100 x g in der Zentrifuge (Heraeus Sepatech, Biofuge Pico) fur eine
Minute zentrifugiert. Das abzentrifugierte Filtrat wurde mit dem Sammelréhrchen entsorgt,
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die Saulen in neue Sammelrohrchen gestellt. Es folgte der erste Waschschritt mit 200 pl
AW1 Puffer und zentrifugieren bei 6.100 x g fur eine Minute. Im zweiten Waschschritt
wurden 500 pl AW2 Puffer hinzugegeben und bei 16.000 x g fiir drei Minuten zentrifugiert.
Das Waschfiltrat wurde mit den Sammelréhrchen entsorgt und die Sdulen in neuen
Sammelréhrchen erneut bei 16.000 x g fir eine Minute zentrifugiert. Fur die Elution
wurden die Saulen in beschriftete autoklavierte 1,5 pl Reagiergeféalie gestellt und mit 102
ul destilliertem Wasser versehen. Nach einer Inkubation von einer Minute wurden die
Saulen bei 6.100 x g zentrifugiert und anschlielend entsorgt. Die Reagiergefalle

enthielten nun das DNA-Eluat.

2.6.2 Konzentrationsmessung
Die DNA-Konzentration der Eluate wurde mit dem NanoDrop 2000 (ThermoScientific,

Wilmington, Delaware, USA) ermittelt. Die Messung erfolgte mit 2 pl des Eluates.

2.6.3 Aufkonzentrierung

Proben, deren DNA-Konzentration unter 40 ng/ul lagen, wurden mit dem Kit ,DNA Clean
and Concentrator'™-5 D4004“ (Zymo Research Europe GmbH, Freiburg) hoher
konzentriert. Nicht im Kit enthalten waren destilliertes Wasser (Apotheke UKSH, Libeck)
und autoklavierte 1,5 ml Reagiergefal3e. Das Kit wurde entsprechend des beigelegten
Standardprotokolls genutzt. Die nach der Konzentrationsmessung noch 100 pl
umfassenden DNA-Proben wurden mit 200 yul DNA Binding Buffer versetzt und vorsichtig
auf dem Vortex-Schittler gemischt. Das gesamte Gemisch wurde dann in
Sammelrdhrchen stehenden Zymo-Spin™ Séaulen tibertragen und fiir 30 Sekunden bei
11.500 x g zentrifugiert. Das Filtrat wurde entsorgt, 200 ul Waschpuffer in die Saulen
gegeben und diese bei 11.500 x g fir 30 Sekunden zentrifugiert. Der letzte Schritt wurde
einmal wiederholt. Zum Schluss wurden die Saulen in autoklavierte 1,5 ml Reagiergefalle
gestellt und mit 40 pl destilliertem Wasser eluiert. Hierflr fand eine Zentrifugation fur 30
Sekunden bei 11.500 x g statt.

Die konzentrierten Proben wurden erneut mit dem NanoDrop (s.0.) untersucht. Die

Konzentrationsmessung der DNA erfolgte mit zwei Mikroliter der DNA-Proben.

2.6.4 Praparation fur die Genotypisierung

Die Genotypisierung wurde im Institut fir Klinische Molekularbiologie der Christian-

Albrechts-Universitat zu Kiel/UKSH durchgefiihrt. Insgesamt wurden 304 ANA-negative

Kontrollen und 119 ANAg c-Positive in einem ersten Batch und 68 ANAg e-Positive in

einem zweiten Batch genotypisiert. Die Replikation erfolgte mit dem ,Immunochip Illumina

array“ fur 196.509 SNPs. Die DNA-Proben wurden hierfir auf Well-Plates (96 Multiply
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PCR-Platte, Fa. Sarstedt AG und Co, Nimbrecht) aufgebracht. Die Zielkonzentration von
50 ng/pl der einzelnen DNA-Proben wurde durch Vorlegen der entsprechenden Volumina
destillierten Wassers in die Wannen der PCR-Platte erreicht. Die bendtigte Verdinnung
fur 20 pl Gesamtvolumen wurde dafur auf ein ganzzahliges Volumenverhéltnis von DNA-
Probe zu Wasser in pl gerundet. Proben mit Konzentrationen von 39,37-54,9 ng/pl
wurden unverdinnt verwendet. 16 ANAg -Positive und 11 Kontrollen hatten DNA-

Konzentrationen zwischen 40 und 45 ng/pl.

2.7 Studienubersicht

Screening auf SLE typische ANA (6,454 Blutspender)

l

Validierung von ANA +
Antigenspezifizierung
(469 ANA positive)

l

236 ANA positive Proben > 1:320

» 49 Proben ausgeschlossen wg. niedriger DNA-Konzentration

v

Batch 1)

119 ANA positive Falle > 1:320
304 ANA negative Kontrollen
Batch 2)

68 ANA positive Falle >1:320

Validierung von SNP in 1000 separaten Spendern
(Projekt von Ola El Shimi)

Abbildung 5: Darstellung des Studiendesigns
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2.8 Auswertung und Statistik

2.8.1 Auswertung der genomweiten Assoziationsstudie

Die Daten der Genotypisierung wurden mit der Software PLINK (Version: v1.07, Autor:
Shaun Purcell, http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/ [74]) ausgewertet. Sie enthielten
fur jede untersuchte Probe die Replikationsdaten der im Array enthaltenen SNPs in Form
von Allel-Signalintensitaten. Die notwendige Programmierung der PLINK Software wurde
durch Dr. Steffen Méller durchgefihrt.

Die Analyse der SNP erfolgte fiir zwei Signifikanzschwellen von 1E® und 1E®. Den
Ublichen Standards zur Qualitdtskontrolle in GWAS entsprechend galten folgende
Filterkriterien: Individuen mit Uber 10% fehlenden Genotypendaten ,[mind]“, sowie SNPs
mit einer Minor Allel Frequency ,[maf]“ von unter 5% wurden ausgeschlossen. Fir das
Signifikanzniveau von 1E® galt auBerdem eine Replikationsrate von unter 90% ,[geno]"

als Ausschlusskriterium ftr SNPs.

Fur beide Signifikanzniveaus wurde mit der False Discovery Rate und der Summe der

ausgewerteten SNPs zusatzlich die Anzahl falsch positiver SNPs berechnet.

Fehler bei der Replikation der SNP-Allele kdnnen zu falscher Einordnung in A- und B-
Allele fuhren, die die PLINK Software nicht Gberprifen kann. In dieser Arbeit wurde zu
jedem SNP das vorliegende Allel identifiziert, indem die replizierte Menge der DNA-
Kopien jedes Allels gemessen wurde. Aus diesen Signalen, welche kontinuierliche Daten
generieren, wurden durch die Software Genome Studio Schwellenwerte und daraus
diskrete Daten mit Zuordnung der Proben zu homozygoten oder heterozygoten Allelen
erstellt. Dies ist beispielhaft in Abbildung 10 an der farblichen Unterlegung zu sehen. Die
Menge der DNA-Kopien eines Allels kann durch einen technischen Fehler bei der
Replikation eines SNPs reduziert werden. Ist dies bei heterozygoten Individuen der Fall,
fuhrt das verringerte Signal des betroffenen Allels dazu, dass dieses von der Software
nicht korrekt erkannt wird. Das Individuum wird entweder als unbekannt (NA) klassifiziert
und von weiteren Analysen ausgeschlossen oder falschlicherweise als homozygot fir das
andere Allel klassifiziert und in die weiteren Analysen eingeschlossen. Die
Replikationsgute der mit der Software identifizierten SNPs flr Signifikanzniveaus von tber
1E-3 und 1E-5 wurde deswegen zusétzlich mit dem Programm GenomeStudio Data
Analysis Software (Version: 2011.1, Illlumina, San Diego, Kalifornien, USA) Uberprift.
Hierzu diente fur jeden SNP die Darstellung der Signalintensitat fir das A- und B-Allel
aller replizierten Proben in einem Streudiagramm. SNPs ohne eindeutige A- und B-
Allelverteilung wurden wegen mangelnder Replikationsgiite manuell von der weiteren

Analyse ausgeschlossen.
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Um zu ermitteln, wie viele der SNPs mit guter Replikationsgute falsch positiv sind, wurde
mit der Summe der durch PLINK identifizierten positiven SNPs und der Anzahl der
erwarteten falsch Positiven der prozentuale Anteil falsch positiver SNPs berechnet.
Anschlieend wurde mit diesem Prozentsatz kalkuliert, wie viele der SNPs mit eindeutiger
Allelverteilung wahrscheinlich falsch positiv sind.

Die Genloci der resultierenden SNPs wurden in der Onlinedatenbank Ensembl Genome
Browser auf dem Stand der NCBI Sammlung 36 [34] fur kodierende Bereiche untersucht.
Lag ein SNP nicht innerhalb eines bekannten Gens, wurden Gene in unmittelbarer
Nachbarschaft fiir die weitere Auswertung herangezogen.

Insbesondere bei kleinen Fallzahlen haben technische Unregelmafigkeiten einen grof3en
Einfluss auf die Statistik. In dessen Folge werden SNPs identifiziert, die nicht mit den
ausgewdahlten Phéanotypen (s. 2.2) assoziiert sind, sondern auf Unterschieden der
Verarbeitung beruhen. Zur Klarung dieser Fragestellung erfolgte fir die identifizierten
SNPs die graphische Darstellung der Allele aller Proben.

Zusatzlich wurde mit dem Programm GenomeStudio das Geschlecht der genotypisierten
ANA Positiven und Kontrollen ermittelt und mit dem Fisher exact test (s.u.) die Verteilung
analysiert.

2.8.2 Statistik

Die angegebenen Punktpravalenzen beziehen sich auf die untersuchte Population. Alle
nachstehenden Berechnungen erfolgten unter der Annahme normalverteilter Daten. Zur
Berechnung des Standardfehlers SE, wurden gefundene Merkmalswahrscheinlichkeit p,
Gegenwahrscheinlichkeit g und Probenzahl n herangezogen:

P Xq /pX(l—p)
SEP= n = n

Die obere und untere Grenze des 95% Konfidenzintervalls errechnete sich mit folgenden

Formeln:

obere Grenze = p + 1,96 X SE,
untere Grenze = p — 1,96 X SE,

Die Formeln fir Standardfehler und Konfidenzintervall wurden dem Kursskript des

Blockpraktikums ,Evidenzbasierte und soziale Medizin enthommen [51].
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Die Unabhangigkeit zweier Merkmale von Stichproben wurden mit dem exakten Test nach

Fisher in Gnu R (Version 2.14, http://www.r-project.org) statistisch geprdift.

Der Nachweis SLE-spezifischer Antikbrper im Line Blot wurde weiterhin mit Gnu R
(Version 2.15, http://www.r-project.org) und dem Package “epitools” (version 0.5-6)
untersucht. Dabei wurde der positive Nachweis spezifischer Antikdrper in Abhangigkeit
des Fluoreszenztiters mittels Logistischer Regression analysiert und daruber ein Wilson
Konfidenzintervall berechnet. Die Logistische Regression und die folgende Berechnung
des Wilson Konfidenzintervalls wurde durch Dr. Andreas Recke aus der Klinik fir
Dermatologie, UKSH, Campus Libeck unterstiitzt.
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3 Ergebnisse

3.1 ANA Pravalenz in gesunden Blutspendern

Insgesamt wurden 6.454 Blutproben gesunder Blutspender auf antinukleare Antikorper
untersucht. Dabei zeigten 17,72 Prozent (95% CI. 16,8 - 18,7%) eine beliebige
Fluoreszenz der HEp-Zellen. Nach dem Screening mit einer 1:100 Verdinnung wurden
469 ANAg e-positiv gescreente Proben validiert. In der Verdiinnungsreihe von 1:10, 1:100
und 1:1000 lag die Pravalenz von ANAs mit SLE-typischen Fluoreszenzmustern zwischen
5,62 (1:100; 95% CI: 5,1 - 6,2%) und 0,02 Prozent (1:10000; 95% CI: 0,0 - 0,1%)
(Tabelle 2). Das Gros der Proben zeigte eine granulare Fluoreszenz der Zellkerne (n =
303). In 16 Proben traten Kombinationen der Fluoreszenzmuster auf. Alle negativen
Kontrollen (n = 10) wurden erneut als negativ beschrieben. Aul3erdem wurden 24 Proben
mit dem Muster ,Nuclear dense fine speckled (s. 4.4.2) identifiziert, welche zum
Ausschluss einer Uberlagerung der Muster Nuklear homogen und Nuklear granular in die

Validierung aufgenommen wurden.

Tabelle 2: Pravalenz SLE-typischer Antinukledrer Antikdrper in gesunden Blutspendern

Titer Anzahl Prozent [%] 95% ClI
Negativ# 5.311 82,28 81,4 — 83,2
21:100° 1.144 17,72 16,8 - 18,7
ANA Titer*

>1:100 363 5,62 51-6,2
21:320 236 3,66 3,2-41
21:1000 99 1,53 1,3-19
>1:3200 11 0,17 0,1-0,3
21:10000 1 0,02 0,0-0,1
Insgesamt analysiert 6.454 100,00 -

# negative Proben zeigten keine Fluoreszenz eines nukledren oder zytoplasmatischen Musters. s beliebige
Fluoreszenzmuster der HEp-20-10 Zellen. * Muster: Nukledar homogen (n=53), nukleér granuléar (n=303), few
nuclear dots (n=10), zytoplasmatischer Golgi-Apparat (n=10), zytoplasmatische ribosomale P-Proteine (n=0).
16 Proben zeigten Kombinationen dieser Fluoreszenzmuster

Insgesamt zeigten 24 Proben eine antigenspezifische Fluoreszenz fur das ENA SS-A (Ro-
60) und dies immer in Kombination mit einem nukle&r granularen ANA-Muster. Mit 112
Proben zeigte das ENA SS-B (La) die haufigste antigenspezifische Immunfluoreszenz.

Die spezifische SS-B Fluoreszenz war aber nur in 50 Prozent der Falle mit einer
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3 Ergebnisse

granularen Fluoreszenz assoziiert. Bei acht Prozent der ENA SS-B spezifischen
Fluoreszenz trat keine Reaktion der HEp-Zellen ein und bei circa sieben Prozent
reagierten diese nur schwach. Weitere ENA zeigten seltener AntikOrper-Reaktionen.
Umgekehrt waren granulare Fluoreszenzmuster am haufigsten in Kombination mit

spezifischen ENA-Fluoreszenzen assoziiert (> 30 %, s. Tabelle 3).

Tabelle 3: Pravalenz von Antikérpern gegen extrahierbare nukledre Antigene in validierten Proben

SLE-typische HEp-Fluoreszenz
_— Andere HEp-
Validiert u . few .
o _ Nuklear Nuklear Golgi- 5 Fluoreszenz
= = homogen granuléir$ MAEEED apparat SN rle” N =113 [n]
[n] = _ dots ° N=19
N =53 N =303 Ni= 10 N =10 [n] (%)° (%)
(VAN (VAN = (VAN
[n] (%) [n] (%) n] 9%)" [n] (%)

SS-A (Ro-60) 24 24%
SS-B (La) 112 4 56 1 9 42"
Scl-70 14 8 3 3
Jo-1 13 3 6 1 3
NRNP-Sm 16 1 11 4

Sm 3" 3
ENA positiv 166 (33,7) 7 (13,2) 103 (34,0) 1 1 11 (57,9) 49 (43,4)
ENA negativ 326 (66,3) 46 (86,8) | 200 (66,0) 9 9 8 (42,1) 64 (56,6)
° ENA = Extrahierbares nukledres Antigen. " in Klammern prozentualer Anteil am jeweiligen

Fluoreszenzmuster. * eine Probe grenzwertig nuklear granular, aber deutlich nukleolar gefarbt. ' 9 Proben
zeigten nur ENA SS-B Reaktivitdt, davon 2 grenzwertig. * umfasst fein- und grobgranulare nukleére
Fluoreszenz, ohne nuclear dense fine speckled. $ schwache nukledre Fluoreszenz, n.n.b., * trat in
Kombination mit NnRNP-Sm (n = 2) und SS-B (n = 1) auf.

3.2 Antigenspezifitat der ANA

Im Line Blot Immunoassay wurden unter 469 ANAg g-positiv gescreenten Proben in 174
Proben (37,10 %) antigenspezifische Antikdrper detektiert. Bei 77 dieser Proben handelte
es sich um mindestens einen SLE-assoziierten Antikdrper und 14 dieser Proben zeigten
sogar mehr als einen SLE-assoziierten Antikoérper (siehe Anhang, Abschnitt 7.4). Je
starker die Intensitat der Immunfluoreszenz, desto haufiger war ein Antikorper gegen
getestete Antigene zu finden. Dies ist fur die haufigsten ANA-Muster ,homogen®,

~granular‘ und ,nukleolar” in Abbildung 6 abgebildet.
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100

spezifischer Antikérper
[%]

homogen granular nukleolar ~ Summe Muster

=1:100 =1:320 ®=1:1000 ®=1:3200 mSumme Titer

Abbildung 6: Pravalenz spezifischer Autoantikérper bezogen auf ANA Muster und Titer

Die Wahrscheinlichkeit, bei ANAs e Mustern einen SLE-assoziierten Antikoérper zu
detektieren, stieg dabei signifikant mit dem Titer in der Immunfluoreszenz (p=0,0241, s.
Abbildung 7).

| © Anteil
S - 95 % Wilson Konfidenzintervall
p = 0,0241
o _|
—_ ~
2
N _
g 3
o
9] _
L
o _|
o
[= 2 o
o — o
I I I I I
1:100 1:320 1:1000 1:3200 1:10000

ANA Titer

Abbildung 7: Logistische Regression der Pravalenz spezifischer Autoantikérper abhéangig vom ANA-Titer

Die identifizierten spezifischen Antikdrper der einzelnen Immunfluoreszenzmuster sind in
Tabelle 4 aufgefuhrt. Proben mit nukledr homogenen und nukleér granuldren Mustern
zeigten ahnlich haufig SLE-spezifische Antikorper (15,1 % und 15,8 %). Andere SLE-
typische Muster zeigten nur in zehn Prozent der Falle SLE-spezifische Antikorper,

wahrend bei Mustern ohne bekannte Assoziation mit SLE wiederum haufiger SLE-
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typische spezifische Antikorper nachweisbar waren (15,7 %). Am haufigsten reagierte der
Euroline Test positiv auf Antikbrper gegen SS-A (Ro-60, n=17), das sind 4,68 Prozent
aller ANAg e-Positiven. Werden auch schwach positive Reaktionen beriicksichtigt, so
waren SS-B (La) spezifische Antikdrper am haufigsten zu finden (n=24). Schwach positive
SS-B Proben zeigten in der ENA SS-B Fluoreszenz Titer-Aquivalente von 1:320 (n=4),
1:1000 (n=7), 1:3200 (n=2) oder waren negativ (n=1). Besonders haufig reagierte Ro-52
in den Eurolines (9,6 % positiv, 12,4 % inklusive grenzwertiger Befunde). Da Ro-52 als
rekombinantes Antigen im Testsystem vorlag und als haufiger Fund bei diversen
Erkrankungen vorkommt, wurde es als unspezifischer Antikbrper von weiteren Analysen

ausgeschlossen (s. auch 4.2)

Tabelle 4: Pravalenz SLE-typischer Autoantikdrper fir ausgewéahlte ANA-Muster*

IF Muster N | ZVSLE | 55 A | SS-B | dsDNA | nRNP | Sm | Nukl. | Histon | PCNA | ku | fiP-P
typ. AAK Prot.
N. homogen 53 | 8 (15,1%) - 1 - - - 3 5 - 0
N. granular 303 |48 (15,8%) | 18 10 1 3 3 - 5 9 9 1
SLE typ.® 20 2 1 . - - . 1 - 1
yP- (10,0 %)
Kein SLE typ.* | 127 | . .20 2 12 1 1 1 . - 1 2
YP- (15,7 %)

*mindestens grenzwertiger Nachweis (gilt nicht fir Ku), hellgrau hinterlegt sind die typischen spezifischen
antinukledren Antikoérper der entsprechenden Fluoreszenzmuster [27]. § HEp-Muster ,few nuclear dots®,
,Golgi-Apparat‘. $ HEp-Muster ,nukleolar”, ,Kernmembran®, ,nuclear dense fine speckled”, ,zytoplasmatisch”
(diverse) und Kombinationen davon; Abkirzungen: AAk = Autoantikdrper, SLE = Systemischer Lupus
Erythematodes, rib. P. Prot. = Ribosomales P-Protein, Nukl. = Nukleosom

Von allen Proben mit positiver ENA SS-B Fluoreszenz (n=112) war nur ein Finftel auch
im Euroline mindestens grenzwertig SS-B positiv (n=22). Fur SS-A ergibt sich eine hohere
Ubereinstimmung von 67 Prozent (75 Prozent inklusive grenzwertig positiver) der ENA
SS-A positiven, die auch im Euroline positiv waren. Umgekehrt waren von 17 SS-A
positiven Proben im Lineblot 16 ebenso positiv fur die ENA SS-A Fluoreszenz (18 von 20
bei grenzwertigem Lineblot Ergebnis). Die fehlende Probe zeigte stattdessen eine ENA
SS-B Fluoreszenz. 9 von 10 Proben (mit grenzwertigen Lineblot Ergebnissen 22 von 24)
zeigten bei SS-B positivem Lineblot ebenso eine ENA SS-B Fluoreszenz. Die jeweils
negativen Proben zeigten stattdessen eine ENA SS-A Fluoreszenz. Die Ubereinstimmung
der Ergebnisse beider Testsysteme war fir beide analysierten spezifischen Antikérper
signifikant (p=1,5E™*® [SS-B], p=5,3E?® [SS-A]). Die Ubereinstimmungen der ENA
Fluoreszenzen und Euroline Ergebnisse lagen fir Sm bei 25 % (1 von 4) und fur
NRNP/Sm bei 100 % (4 von 4). Arbuckle et al. gruppierten einige SLE-spezifische
Antikorper in frih® und ,spat“ im Krankheitsverlauf auftretende Antikérper ein. Friih treten
SS-A und SS-B auf, spat hingegen U1-nRNP und Sm. Fir die nicht gruppierten SLE-
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typischen Autoantikorper konnte kein signifikanter Unterschied zu den gruppierten
Autoantikérpern festgestellt werden[6]. ,Frihe® Antikdrper (SS-A, SS-B) fanden sich
signifikant haufiger in den hier untersuchten Proben als ,spate* Antikdper (U1-nRNP, Sm;
p<0,001, Abbildung 8).

p < 0,001
25
20 |—
c
]
e}
e
& 15
—
(]
>
=
w
& 10
[}
=
©
S s
) -
0 I . _— I —
SS-A SS-B dsDNA nRNP Sm Nukleosomen Histone PCNA Ku rib.-P-protein
(+) 3 14 0 1 1 1 7 10 # 1
+ 2 9 2 0 2 2 3 0 8 0
u o+ 6 1 0 0 0 0 1 0 3 0
B +++ 9 0 0 3 1 0 0 0 1 1
frihe AAK intermediare spate AAK unspezifizierte AAK*

Abbildung 8: ,,Friihe“ SLE-assoziierte Autoantikdrper finden sich bei Gesunden am haufigsten. *nicht
durch Arbuckle et al. klassifiziert; # grenzwertige Befunde It. Hersteller unspezifisch. Abkirzung: AAK =
Autoantikdrper; Abkirzungen Antigene siehe Abkirzungsverzeichnis

Sehr haufig (n=556, 8,6%) wurde im ANA-Screening der 6.454 untersuchten Blutspender
das Muster ,nuclear dense fine speckled* (DFS-70/anti-LEDGF) nachgewiesen [30]. Mit
einer Stichprobe von 24 dieser Proben, die eine sehr intensive Fluoreszenz aufwiesen,
wurde ebenfalls eine Validierung und Spezifizierung der Antikdrper durchgefiihrt. Hinzu
kamen 14 Proben, die in der Validierung mit diesem Muster korrigierend klassifiziert
wurden. Im Euroline konnte in zwolf dieser Proben ein spezifischer Antikdrper identifiziert
werden (1 Th/To mit NOR90, 1 RP11, 1 PL-12, 3 PM-Scl 75, 3 PM-Scl 100, 1 AMA-M2, 1
Ku, 1 Histon mit SS-B).

3.3 Assoziation von ANA mit genetischen Merkmalen

Insgesamt wurden 491 Proben genotypisiert. Aufgrund technischer Schwierigkeiten
wurden die Genotypisierungsdaten der 68 Proben des zweiten Batches nicht in die
Auswertung einbezogen. Diese aulierten sich bei der Implementierung der Daten des
zweiten Batches in die Daten des ersten Batches in Form von zahlreichen

hdchstsignifikanten SNPs.
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3.3.1 Geschlechterverteilung

Die 423 genotypisierten Proben der ANAgeE-Positiven und Negativen konnten
Geschlechtern zugeordnet werden und umfassten 165 weibliche und 258 mannliche
Individuen. Bei weiblichen Individuen betrug die Verteilung von Fall zu Kontrolle 67 zu 98,
wahrend méannliche Individuen eine Verteilung von 52 zu 206 aufwiesen. Ménner stellten
unter den zuféllig ausgewahlten Kontrollen 67,8 Prozent aller Proben. Demgegenuber
stellten Frauen jedoch 56,3 Prozent der ANAs e-Positiven. Frauen waren im Vergleich zu
Mannern mit hoherer Wahrscheinlichkeit ANAg.e positiv (p = 3,2E°; OR 2,7, 95 %, ClI
1,7-4,3) und der weibliche Anteil unter ANAg e-Positiven war signifikant héher als unter
den Kontrollen (p = 0,004).

3.3.2 SNP Analyse

In beiden Analysen wurde kein Individuum wegen zu geringer Genotypendaten
ausgeschlossen. Fir 1E° wurden 117.444 SNPs und fur 1E® 115.806 SNPs analysiert
und 79.065, beziehungsweise 80.703 SNPs von der Analyse ausgeschlossen. Die false
discovery rate (FDR) der gewahlten Signifikanzschwellen liegt somit bei 117,4 (1E®) und
1,15 (1E™) falsch positiven Genloci.

Fur die Signifikanzschwelle von 1E-3 (MAF (0.5), Mind (0.1)) wurden 291 SNPs durch
PLINK identifiziert. Die FDR mit 117,4 falsch Positiven lasst rund 40 % falsch positive
SNPs unter den gefundenen 291 SNPs erwarten. Fir 64 der 291 gefundenen SNP stellte
sich eine eindeutige A- und B-Allelverteilung dar. Entsprechend 40 % falsch positiver
SNPs sind rund 25,8 falsch Positive unter den 64 SNPs. Die MAF der gefundenen SNPs
unterschritt in Kontrollproben nicht elf Prozent. Ausnahme hiervon bildeten finf SNPs mit
8,5 % in der Region 6:31379490-31415295 und zwei SNPs mit 9,2 % in der Region
6:31492557-31496088. Nur in diesen Genregionen lag die MAF bei Fallproben mit 17,4 %
und 19,7 % uber der der Kontrollproben. Nach der Zusammenfassung von SNPs aus
gleichen Genregionen ergeben sich 41 Genloci, die in dieser Untersuchung theoretisch
mit SLE typischen ANA-Immunfluoreszenzmustern assoziiert sind. Aufgrund der hohen

Rate falsch positiver Ergebnisse wurde von einer weiteren Auswertung abgesehen.

Bei einer Signifikanzschwelle von 1E-5 (MAF (0.5), Mind (0.1), geno (0.1)) wurden 68
SNPs durch PLINK identifiziert. Die FDR dieser Signifikanzschwelle liegt bei 1,15 falsch
Positiven unter 115.806 analysierten SNPs und bedeutet bei 68 identifizierten SNPs eine
Wahrscheinlichkeit von 1,69 Prozent, einen SNP falschlicherweise mit dem ANA-Muster
zu assoziieren. Fir sieben der 68 identifizierten SNPs fanden sich eindeutige A- und B-
Allelverteilungen  sowie  benachbarte  Genloci. Unter  Berlcksichtigung  der

Wahrscheinlichkeit von 1,69 Prozent, einen SNP falsch positiv zu bewerten, sind unter
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diesen sieben Genloci 0,12 falsch positive zu erwarten. Die MAF lag in der Kontrollgruppe
bei diesen SNPs bei mindestens 14,8 Prozent und immer unter der MAF der Fallgruppe.
Diese Genloci sind somit statistisch signifikant mit SLE-typischen ANA-Mustern assoziiert.
In Nachbarschaft dieser SNPs befinden sich 12 bekannte Gene (Tabelle 5).

Tabelle 5: Mit ANAs e-Positiven statistisch assoziierte Single nucleotide Polymorphisms (SNP)

Entfernung
chr. SNP BP p-Wert FDR 1 Gen SNP-Gen Kommentar
OR Schwelle 4
[bp]
. 8.40E-07 Batch-Effekt, hoher
2 imm_2_99933331 99933331 | oo 4,32E-7 AFF3 0 Swert
) STAT1 -8648
2> | imm_2 101505829 | 191505829 | 208 | 4 a0p7 Batch-Effekt, hoher
2.928 STAT4 +6718 p-wert
5.02E-08 Keine
6 1kg_6_30265577 30265577 | ' <) 4,32E-7 TRIM26 0 Heterozygoten
6 rs2499690 34149396 ;'235'07 4,32E-7 GRM4 0 Batch-Effekt
imm_6_138173816 1.21E-07 OLIG3 -316736
6 — 138173816 4,32E-7
(rs58905141) 2699 TNFAIP3 +56458 | OR 1.69 (1.4-2.04)°
FGFR10P 0
6-167351454-AT- 4.75E-07 Batch-Effekt, hoher
6 DELETION 167351454 | o 4,32E-7 CCR6 0 Swert
RNASET2 -60785
TRIB1 -78080 i
8 | ccc-8-126597904-A-G | 126597904 1'725‘06 4,32E-7 Batch-Effekt, hoher
3.3 NSMCE2 -149361 p-Wert

SSchwelle des p-Wertes nach Benjamini und Liu [14]. *Abkiirzungen siehe Datenbanken (z. B. PubMed®).
#positive Werte liegen auf der DNA upstream, negative Werte downstream vom betrachteten SNP. *OR fir
SLE bei Europdern mit Minor-Allel [1]. Abkirzungen: Chr. = Chromosom, SNP = Single Nucleotide
Polymorphism, BP = Basenpaar, OR = Odds Ratio, FDR = False Discovery Rate, [bp] = Basenpaare

Fur die sieben identifizierten SNPs zeigte die graphische Darstellung der Allele aller
Proben, dass sechs SNPs aufféllige Allelverteilungen haben (s. Abbildung 9). Bei finf
dieser SNPs war die Probenfolge 1-48 einer Mikrotiterplatte heterozygot, davon waren 19
Kontrollen und 29 Falle betroffen. Bei dem SNP ,1kg_6_30265577“ fehlten heterozygote

Proben géanzlich.
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rs2499690 imm.6.138173816 6.167351454.AT.DELETION  ccc.8.126597904.A.G  control/case

imm.2.99933331 imm.2.191595829 1kg.6.30265577

Abbildung 9: Die Homozygoten der identifizierten SNP zeigen teilweise eine unnatirliche Verteilung.
(grin = homozygot fir Major-Allel oder case, rot = homozygot fur Minor-Allel, orange = heterozygot oder
control; jede Linie stellt ein Individuum dar)

Der SNP ,imm_6_138173816“ (rs58905141 [7]), der in der N&he des Gens TNFAIP3 liegt,
zeigte nach Berechnung der Homo- und Heterozygoten mit der Minor-Allel-Frequenz nach
dem Hardy-Weinberg-Gesetz eine Diskrepanz zwischen gefundenen und erwarteten
Haufigkeiten. Die Signalintensitaten der replizierten Allele sind fur diesen SNP in
Abbildung 10 dargestellt.
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imm_5_138173816

Normalisierte Intensitat (B)

1
0,20 0,40 0,80 0,80 1 1.20 1,40 1,80 1,80
Normalisierte Intensitat (A)

Abbildung 10: Signifikanter SNP imm_6_138173816 mit Intensitaten der einzelnen replizierten Allel-
Varianten. Jeder Punkt stellt ein untersuchtes Individuum dar (griin = Fall, blau = Kontrolle). Farblich unterlegt
sind die Bereiche fir homo- und heterozygote Allelkombinationen (blau und rosa = homozygot, violett =
heterozygot). Messpunkte in den helleren Bereichen werden nicht zugeordnet.

3.4 ANA Risikogene in SLE Patienten

Sowohl der SNP ,imm_6_138173816“ (rs58905141) als auch die benachbarten Gene
OLIG3 und TNFAIP3 sind bekannte Risikogene fur SLE [1].
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Trotz intensiver und vielversprechender Forschung ist es noch nicht gelungen, die
Manifestation des SLE vorherzusagen. So zeigten retrospektive Studien mit SLE-
Patienten, dass sowohl diagnostisch relevante Autoantikdrper als auch einzelne klinische
Kriterien der ACR bereits Jahre vor der endgultigen Diagnose der Erkrankung vorlagen.
Sogar dem Befall einzelner Organe wie der Niere oder der Gelenke geht in den meisten
Féllen die Bildung von anti-DNS Autoantikorper beziehungsweise Rheumafaktoren voraus
[6, 47]. Im Gegenzug wurde festgestellt, dass sich bei sehr viel mehr gesunden Menschen
Autoantikdrper finden lassen, als es ein effizientes Screening fur Autoimmunerkrankungen
erlauben wuirde (s. Tabelle 1). Weiterhin gibt es diverse Studien zu genetischen
Risikofaktoren fur Autoimmunerkrankungen wie dem SLE. Diese erfolgten bisher mit
Patienten. In dieser Arbeit wurde nun erstmalig eine Untersuchung durchgefiihrt, die eine
genetische Assoziation mit der Pravalenz von Autoantikbrpern des IgG-Typs in
Abwesenheit einer klinisch manifesten Autoimmunerkrankung untersuchte. Hierfir wurde
eine Kohorte mit gesunden Individuen gebildet, die klinisch symptomfrei I1gG-
Autoantikérper produzieren. Die Autoantikorper sollten durch ein SLE-assoziiertes ANA-
Muster charakterisiert sein. Unter 6.454 untersuchten Individuen hatten 3,66 Prozent ein
so definiertes ANA Muster mit hoher Intensitat (IIF Titer = 1:320). Aus dieser Gruppe
wurden 119 Individuen in einer genomweiten Assoziationsstudie mit Individuen ohne
Autoantikdrpernachweis verglichen. Dabei konnte ein Genlocus identifiziert werden (False
Discovery Rate 0,0169), der eine Assoziation mit den untersuchten SLE-typischen
Autoantikdrpern zeigte (p = 1.21E%, OR 2.699). Das dort kodierte Gen TNFAIP3 ist ein
bekanntes Risikogen fiir die Entwicklung eines SLE.

4.1 Pravalenz antinukleérer Autoantikdrper in Gesunden

ANA sind hoch pravalent in der hier untersuchten Kohorte. Es ist nicht ungewohnlich,
antinukleére Antikérper vom 1gG-Typ in gesunden Menschen zu detektieren. Je nachdem,
welche Populationen und Parameter Pravalenzstudien heranzogen, wurden bisher
teilweise weit auseinandergehende Pravalenzen antinukledrer IgG-Autoantikbrper in
Gesunden berichtet (s. Tabelle 1). Fernandez et al. fanden mit indirekter
Immunfluoreszenztechnik in 7 von 500 Blutspendern ANA-Titer mit mindestens 1:320
Verdinnung (1.4%, Clgse: 0.3 to 2.4) [36]. Studien, welche auf Basis eines ELISA Tests
fur ANAs durchgefihrt wurden, lieferten in der Regel wesentlich héhere Pravalenzen von
bis zu 27,12 % [109]. Besser mit der in dieser Arbeit gefundenen ANA-Prévalenz (vgl.
Tabelle 2) stimmt jene aus der Arbeit von Tan et al. Uberein. Sie untersuchten 125

gesunde Blutspender mit der indirekten Immunfluoreszenztechnik und HEp-2-Zellen auf
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ANA und fanden in der Verdinnungsstufe 1:320 in 3,3 Prozent der Blutspender ein ANA-
Muster [98].

Das Konfidenzintervall der in Tabelle 2 aufgefiihrten Pravalenz fur den Titer von 1:320
schlief3t diesen Wert mit ein. Da nukleolare Fluoreszenzmuster (Anm.: nicht nukleare) in
dieser Arbeit von der ANA-Validierung ausgeschlossen wurden (s. 2.4.1), wird die
tatsachliche Pravalenz der gesamten ANAs in dieser Kohorte noch hoher liegen. Im
Screening fanden sich etwa zwei Prozent mit nukleoldarem Muster, deren helle
Fluoreszenz am ehesten einem minimalen Titer von 1:320 entspricht, sodass die
Pravalenz aller ANAs (1:320) etwa 5,6 % betragt. Da keine objektive Validierung dieser
Fluoreszenzmuster durch eine unabhdngige Person erfolgte, soll der Effekt einer
Lernkurve im Verlauf von 6454 untersuchten Proben grob dargestellt werden: Bei Teilung
der Gesamtkohorte in eine friih und eine spéat untersuchte Kohorte lagen die Haufigkeiten
fur helle nukleoléare Fluoreszenzmuster bei 1,9 (95 Prozent Kl 1,5 — 2,3) und 2,1 Prozent
(95 Prozent Kl 1,2 — 3,0). Mdglicherweise wurden also in der spaten Kohorte geringfligig
mehr nukleolare Muster erkannt (zur Gite der indirekten Immunfluoreszenztechnik s. a.
Abschnitt 4.7.2). Die Gesamtpravalenz der ANAs liegt in dieser Kohorte flr einen Titer
von 1:320 bei circa 5,6 Prozent (95 Prozent Kl 4,2 — 7,0).

4.2 Zielantigene antinuklearer Antikorper

Wenige bekannte Zielantigene des Nukleus zeigen bei einem beachtlichen Teil der
antinukledren Antikorper eine Reaktivitat. Mit der indirekten Immunfluoreszenz konnte
zusatzlich zur HEp-Fluoreszenz in einem Drittel der Falle eine spezifische Reaktivitat der
ENA nachgewiesen werden (s. Tabelle 3). Und auch die Line Immunoblots identifizierten
bei ahnlich vielen ANA-positiven Ziel-Antigene von IgGs. Im Vergleich zu den nur wenig
mehr als 30 bekannten und auf den Blots genutzten nukleéren Zielantigenen [38, 102,
106], bieten die HEp2-Zellen wahrscheinlich das gesamte Spektrum menschlicher
nuklearer Antigene in ihrer nattrlichen Umgebung. Somit war zu erwarten, dass ein Teil
der ANA positiven keine ENA-Reaktivitdt zeigte. Ob polyspezifische oder niedrig avide
antinukledre Antikorper in der Immunfluoreszenz Muster hervorrufen, aber durch den
genutzten Line Immunoblot wegen fehlender Antigene oder mangelnder Sensitivitat nicht
nachgewiesen werden konnten, ist mdglich. Im Vergleich zum Enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) wird beiden Techniken dbereinstimmend keine
Empfindlichkeit fir niedrig-avide Antikorper bescheinigt [33]. Da die Blots nur die
begrenzte Zahl von Antigenen enthielten, sind 37,1 Prozent identifizierbare Zielantigene
von allen ANAg e positiv gescreenten Blutproben (1:100 Verdiinnung) ein Uberraschend

hoher Wert. Auf 6454 Blutspender bezogen sind dies 2,7 Prozent Pravalenz. Dies
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Ubertrifft die Ergebnisse von Wandstrat et al., welche in 1,7 Prozent der sogenannten
Dallas Heart Study (DHS) Population (n = 3470) Autoantikdrper gegen nukleare Antigene
(Chromosomen, RNP, Sm, SS-A) fanden. Es wurde jedoch explizit darauf hingewiesen,
dass Autoimmunerkrankungen in dieser Population nicht ausgeschlossen wurden [109].
Da in der hier vorliegenden Arbeit die Zielantigene nur von Proben mit SLE-typischen
nuklearen Fluoreszenzmustern bestimmt wurden, kdnnte die ENA-Prévalenz gré3er sein.
So fehlen Informationen (Uber nicht untersuchte Proben, die beispielsweise
Fluoreszenzmuster der Nukleoli zeigten. In der Literatur gelang bei gesunden
Blutspendern mit Western Blot oder der Ouchterlony-Doppelimmundiffusion bei
vergleichbaren Zielantigenrepertoire nur in 0,4 — 0,6 Prozent der Zielantigennachweis [36,
105]. Bei ANAs mit einem Titer von 1:3200 (n=10) lieBen sich in der vorgelegten Arbeit mit
dem begrenzten Antigen-Repertoire der Line Immunoblots erstaunlicherweise sogar in
Uber 50 Prozent der Falle (n=6) Ziel-Antigene identifizieren. In vier dieser Proben fanden
sich sogar zwei SLE-typische Antikorper (anti SS-A + anti-SS-B, anti-SS-A + anti-Ku,
NRNP/Sm + Sm, Nukleosomen + Histone). Ob zwischen nRNP/Sm und Sm
beziehungsweise Nukleosomen und Histonen kreuzreaktive Autoantikdrper detektiert
wurden, ist in diesen Féallen nicht auszuschliel3en. Insgesamt steigt mit der Hohe des
Titers die Wahrscheinlichkeit, einen spezifischen Antikérper zu finden (s. Abbildung 7).
Dieses Ergebnis deckt sich mit anderen Studien, in der fir ANA Muster und Titer die
prozentual ENA positiven angegeben wurden [27, 55]. Interessanterweise stellten
Damoiseaux et al. fest, dass homogene Muster in weniger als der Halfte der Falle ENA
positiv waren wie bei granularen Mustern. In der hier vorliegenden Arbeit konnten
Unterschiede dieser GroRenordnung nicht festgestellt werden, wenngleich das homogene
Muster auch hier seltener mit einem spezifischen Antigennachweis assoziiert war (s.
Abbildung 6). Dass es gelang, in mehr als einem Drittel aller ANAs mindestens einen
spezifischen Autoantikdrper nachzuweisen, war, bezogen auf die bisherige Literatur und

das vergleichsweise begrenzten Antigenrepertoire der Lineblots, Uberraschend.

Aus den Mustern und Intensitaten der Indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie lassen
sich die zu erwartenden Zielantigene nicht vorhersagen. Fir die identifizierten Muster
lieBen sich sowohl in der Immunfluoreszenz als auch in den Lineblots jeweils diverse
Antigene feststellen und auch im umgekehrten Falle fanden sich fir die Antigene
verschiedene Muster (s. Tabelle 3 und Tabelle 4). Dies deckt sich mit den Ergebnissen
vertffentlichter Daten. So sind anti-sDNA Autoantikodrper laut Servais et al. nicht immer
mit homogenen Mustern assoziiert [87]. Sie fanden fir dsDNA positive je 37 Prozent
homogene und granulare nukleédre und in 16 Prozent nukleolare Fluoreszenzmuster.
Somit scheinen nachgewiesene Antikdrper gegen spezifische nukledre Antigene nicht

kausal fur die Art des Fluoreszenzmusters zu sein.
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4.2.1 Immunogenitdt nukledrer Antigene

Es gelang in dieser Arbeit der Nachweis, dass bei Gesunden mit antinukledren
Autoantikdrpern bei steigender Intensitat der Immunfluoreszenz typische nukleére
Zielantigene haufiger identifiziert werden konnen. Die Nachweisbarkeit korrelierte dabei
positiv mit dem Immunfluoreszenz-Titer (p = 0,0241, s. Abbildung 7). Dies deckt sich mit
dem Befund, dass auch bei Personen mit Verdacht oder der Diagnose von SLE haufiger
anti-dsDNA-Antikdrper nachgewiesen werden, je hdher die ANA-Titer lagen [3]. Bei
Gesunden fanden sich mithilfe der Line immunoblots die gleichen Autoantikérper wie bei
Patienten. Interessanterweise traten jene signifikant am haufigsten auf, die frih in der
Vorgeschichte von SLE-Patienten auftreten [6] (s. 0). Dies sind anti-SS-A- und anti-SS-B-
Antikoérper. Auch wenn die Zielantigene der ANAs primar bei Erkrankten mit hohen ANA-
Titern identifiziert wurden und darum der Diagnostik Erkrankter dienen, sollte man darum
nicht von einer grundsatzlichen Pathogenitat spezifischer Autoantikbrper ausgehen.
Trotzdem sind gerade diese Antigene aufRerst immunogen und ermdéglichen bereits mit
der kleinen Antigenauswahl der Lineblots typische Ziele von hochtitrigen ANAs auch in

Gesunden zu identifizieren.

Tatsachlich wurde eine Theorie aufgestellt, nach der Proteine mit besonders hohem Anteil
ungeordneter Aminosaureketten ein hohes immunogenes Potential haben, insbesondere
fir B-Zellen. Ungeordnet bedeutet in diesem Sinne, dass Proteine in betreffenden
Bereichen sich nicht ohne weiteres falten und darum keine definierten héherwertigen
Strukturen annehmen. In einer Studie von Carl. et al. zeigten nukleare Antigene hohe
Anteile ungeordneter Proteinstrukturen. Im Vergleich mit anderen Studien entsprachen
diese ungeordneten Proteinabschnitte den Bereichen, die in der Regel den Epitopen von
Antinukledren  Autoantikbrpern  entsprachen. Fur die  Pathogenese  einer
Autoimmunerkrankung koénnte weiterhin von Bedeutung sein, dass die ungeordneten

Proteinstrukturen schlechte Antigene fur T-Zellrezeptoren darstellten [21].

Ein weiterer Faktor, der eine hohe Immunogenitdt zur Bildung von Autoantikbrpern
verursacht, ist die Isoaspartylierung von Proteinen. Aspartat-Reste eines Proteins bilden
mit ihren B-Carboxylgruppen, unter Abspaltung von Wasser, mit der a-Aminogruppe
spontan cyclische Imide. Diese Ringe werden durch Hydrolyse wieder geéffnet, wobei das
Stickstoffatom der a-Aminogruppe mit dem a-Carboxyl-Rest (Aspartyl-Peptid), oder mit
dem [-Carboxyl-Rest verbunden bleiben kann (Isoaspartyl-Peptid). Es wurden unter
anderem isoaspartylierte SnRNPs (z. B. snRNP D, zu Sm-Antigenen gehdrend) gefunden,
welche im Gegensatz zu den normal konfigurierten aspartylierten snRNP eine hohe
Immunogenitat aufwiesen. Isoaspartylierte Proteine kumulieren erst mit steigendem Alter,

sodass sie moglicherweise von vorn herein keine Toleranzentwicklung der Lymphozyten
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induzieren kénnen und hierin ein Teil der Ursache fur die hohe Immunogenitat liegt.
Weiterhin haben Anti-isoaspartyl-Peptid-Antikorper eine relevante Kreuzreaktivitéat zu den
normalen aspartyl-Peptiden. Eine konsekutive Immunreaktionen gegen letztere kdnnte die
Folge sein [107].

Aktive Autoimmunerkrankungen gehen h&ufig mit Autoantikdrpern gegen intrazellulare
und nukledre Antigene einher. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass intrazellulare
Autoantigene einem anderen Toleranzmechanismus unterliegen als extrazellulare (s.
1.2.2). Extrazellulare Antigene, die standig ,sichtbar® sind, fuhren dazu, dass autoreaktive
Zellen gegen sie gemal der Clonal-Selection-Theorie standig eliminiert oder unterdriickt
werden. Demnach erlauben die intrazellularen Antigene durch ihr ,Versteck® die
Entstehung autoreaktiver Klone, ohne zunadchst eine Autoimmunerkrankung
hervorzurufen. Die Rolle naturlicher Autoantikérper zum Maskieren und Opsonisieren
intrazellularer Antigene im extrazellularen Bereich zur Toleranzerhaltung ist ebenso zu
bedenken (s. 4.3.4). Verbleiben die intrazellularen Antigene im extrazellularen Raum,

koénnten gegen nukleare Antigene schnell Autoantikérper entstehen (s. 4.3.1 und 4.3.3).

4.3 Pathophysiologie der Autoantikdrper

Autoantikdrper unterscheiden sich von anderen Antikorpern des Immunsystems darin,
dass ihre Ziele keine infektiosen Erreger sind, sondern korpereigene Strukturen. Darum
lassen sich Autoantigene nicht durch das Immunsystem entfernen. Wahrend allgemein
anerkannt ist, dass autoreaktive B-Zellen in jedem Menschen physiologisch existieren, gilt
dies fur Autoantikdrper insbesondere der Klasse IgG nicht. Die zentralen und peripheren
Toleranzmechanismen sollten sie verhindern (s. 1.2.2 und 0). Jedoch sind bis zu 10 bis
20 Prozent der reifen B-Zellen autoreaktiv [42]. Diese sollten in der Lage sein, im Blut

nachweisbare Autoantikdrper zu synthetisieren.

4.3.1 Entstehung der Autoantikdrper

Giltiay et al. untersuchten naher, wie sich B-Zellen differenzieren und so zur Produktion
von Autoantikdrpern angeregt werden kdnnen. Selektionsmechanismen unreifer B-Zellen
im Knochenmark und die periphere Selektion naiver B-Zellen in sekundaren
Lymphorganen wurden betrachtet. Die Anteile autoreaktiver B-Zellen in jedem Menschen
sinken von circa 75 Prozent unreifer B-Zellen im Knochenmark bis auf funf Prozent bei
naiven follikularen B-Zellen in sekundéren Lymphorganen. Interessanterweise sind wieder
bis zu 25 Prozent der Gedachtnis-B-Zellen, die sich aus naiven B-Zellen entwickeln,
autoreaktiv [42]. Bei Autoimmunpatienten sind die Anteile hoher. Den in Gesunden

zahlreichen und scheinbar inaktiven und darum harmlosen autoreaktiven B-Zellen steht
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die wichtige Rolle der B-Zellen in Autoimmunerkrankungen gegeniber, die durch die
erfolgreiche Therapie einer B-Zell-Depletion deutlich wird. Giltiay et al. interessierten sich
vor allem fur die Entstehung von Autoantikdrpern der Klasse G. Diese werden bei den
meisten Autoimmunerkrankungen als Teil der Pathogenese betrachtet und kennzeichnen
sich durch stattgehabte somatische Mutationen, die zur Erkennung definierter
Autoantigene fuhren.

Um sich in antikdrperproduzierende Gedachtnis-B-Zellen oder langlebige Plasmazellen zu
differenzieren, werden B-Zellen nach traditionellem Verstandnis im Keimzentrum eines
Lymphfollikels in Anwesenheit entsprechender Antigene aktiviert. Hierbei spielt die Co-
Stimulation durch Antigenprasentierende Zellen (APC) und T-Helferzellen eine
entscheidende Rolle. Auch diese mussen die betreffenden Antigene auf ihre Weise
erkennen und durch sie aktiviert werden. Follikulare dendritische Zellen nutzen zum
Beispiel Toll-like Rezeptoren, welche sogenannte Pathogen Associated Molecular Pattern
(PAMPSs) erkennen, zu denen man Autoantigene nicht rechnet. Mit der Differenzierung der
naiven B-Zellen zu Antikdrper produzierenden Zellen wird die Antigenspezifitat durch die
somatische Hypermutation der Gensequenzen fir die Antigen-erkennenden Abschnitte
des Antikdrpers erhoht. Abhangig von weiteren stimulierenden Faktoren erfolgt ein
Klassenwechsel der Antikorper, zum Beispiel von IgM zu IgG. B-Zellen ohne
antigenspezifische oder mit autoreaktiven B-Zellrezeptoren, auch infolge der somatischen
Hypermutation, wirden nicht stimuliert werden und Apoptose einleiten. Letzteres stellt
einen wichtigen Selektionsmechanismus zur Vermeidung von nutzlosen oder

autoagressiven B-Zellpopulationen dar [42].

Doch auch autoreaktiven B-Zellen gelingt es, in langlebige Zellen auszudifferenzieren, wie
in Patienten mit Autoimmunerkrankungen festzustellen ist. Dazu bedarf es der Co-
Stimulation, die durch den B-Zell aktivierenden Faktor BAFF erfolgt. Glnstig scheint fur
autoreaktive B-Zellen im Wettbewerb mit anderen B-Zellen um BAFF eine B-Zell
Lymphopenie oder eine Entziindung mit erhéhter BAFF Synthese zu sein [43]. Auch die
Beteiligung autoreaktiver T-Zellen, die ihrerseits Selektionsmechanismen ausgesetzt sind
(s. Kapitel 1.2.4 und 1.2.4), bietet wichtige Stimuli. Uberraschenderweise kann das
angeborene Immunsystem ohne die Beteiligung autoreaktiver T-Helferzellen autoreaktive
naive B-Zellen aktivieren. Die gesteigerte Expression von TLR7 und 9 fuhrt bereits zur
verstarkten Bildung autoreaktiver B-Zellen. Und aktivierte TLR9- und B-Zell-
Rezeptorsignalwege stimulieren normale B-Zellen gemeinsam intrinsisch, ohne
Beteiligung dendritischer Zellen, und regen sie zum Klassenwechsel und zur somatischen
Hypermutation ihrer B-Zellrezeptoren an. Wahrscheinlich kénnen TLR-Signalwege dabei

ebenso durch korpereigene Antigene induziert werden und autoreaktive B-Zellen

41



4 Diskussion

aktivieren. Ein Defekt der TLR-Signalwege fihrt Ubrigens zu gesteigerten Mengen
autoreaktiver B-Zellen in der Peripherie, verhindert jedoch auch die Ausdifferenzierung
und somit die Produktion von Autoantikbrpern. Weiterhin sind auch Neutrophile
Granulozyten fahig, in die perifollikulare Zone der Milz einzuwandern und dort T-Zell
unabhangig die B-Zellen in gleicher Weise zu aktivieren. Dabei vermutet man, dass die
sogenannten NETs (Neutrophil Extracellular Traps) eine wichtige Rolle spielen [42]. Da
diese hauptsachlich aus DNA und weiteren nukledren Antigenen bestehen, kénnten sie
entsprechend der Theorie von C. Janeway Jr. als (korpereigene) Liganden der TLR-
Signhalwege fungieren, wobei normalerweise die zentrale B-Zell-Rezeptorselektion
unterstitzt wirde [54]. Mdoglicherweise werden auf diese Weise peripher auch
Autoantikdrper induziert. Eine Population bestimmter B-Zellen, die in der roten Pulpa der
Milz vorkommen, kann ebenfalls lediglich durch Antigenkontakt aktiviert werden und zu
antikorperproduzierenden Zellen differenzieren. Sie stellen eine weitere Quelle von

Autoantikdrpern dar [42].

Wie bereits in 1.2.2 beschrieben, gelangen autoreaktive B-Zellen aus dem Knochenmark
in die Peripherie. Dies geschieht insbesondere dann, wenn niedrig avide B-Zell
Rezeptoren die B-Zelle bei Autoantigenkontakt nicht aktivieren konnte. Normalerweise
werden diese B-Zellen auch in der Peripherie nicht aktiviert. Hierzu tragen bestimmte
Enzyme bei, die durch aktivierte B-Zell-Rezeptoren rekrutiert werden und dort die
Aktivierungsschwelle der B-Zellen anheben. Diese sind die Tyrosin-Phosphatase SHP1
und die Lipid Phosphatase SHIP. Bei Defekt eines dieser Enzyme wurde beobachtet,
dass spontan Autoantikbrper produziert werden. Ebenso spielt die Genregulation
autoreaktiver B-Zellen eine besondere Rolle. Autoreaktive B-Zell Rezeptoren kdnnen die
Synthese von CD-5 Zelloberflachen Proteinen induzieren, sodass diese wiederum SHP1
rekrutieren [43].

Aus diesen Beobachtungen lasst sich schlieBen, dass die Erkennung korpereigener
Strukturen durch das Milieu und die Interaktion diverser Immunzellen geleistet wird und
nicht durch die Molekiilstruktur der Autoantigene. Darum kdénnen nur jene autoreaktiven
B-Zellen eliminiert werden, die sich durch ihre Aktivierung im Milieu des ,pathogen-freien®
Knochenmarks bemerkbar machen. Die in der Peripherie standig ankommenden
autoreaktiven B-Zellen sind durchaus sogar ohne Beteiligung weiterer Zellen in der Lage,
aktiviert zu werden. Wahrend die Produktion von Autoantikdrpern pathophysiologisch
erklarbar ist, kann der Ausbruch einer Autoimmunerkrankung damit nicht begrindet

werden.

Die zeitlich stabilen ANA-Titer, die in Gesunden beobachtet wurden (s. 4.4.3),

suggerieren, dass in Gesunden langlebige antikbrperproduzierende Zellen existieren
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konnten, die stetig stabile Antikdrpermengen freisetzen. Da kaum Krankheitsausbriche
festgestellt wurden, scheinen immunogene Stimuli, die einen Pool aus kurzlebigen
antikdrperproduzierenden Zellen aufrechterhalten, unwahrscheinlich oder ebenso zeitlich
konstant. Die Relevanz langlebiger, ohne immunogene Stimuli antikbrperproduzierende
Zellen konnte auch in Patienten mit SLE oder Rheumatoider Arthritis beobachtet werden.
Trotz der Depletion CD20-positiver B-Zellen durch Rituximab wurden bei ihnen
kontinuierlich Autoantikdrper gebildet [42]. Diese Depletion kurzlebiger B-Zellen bei
gesunden Tragern von Autoantikérpern durchzufihren, um langlebige Zellen

nachzuweisen, ist wegen der relevanten Nebenwirkungen nicht vertretbar.

4.3.2 Pathogenitat der Autoantikorper

Es bleibt fraglich, welche Faktoren die Pathogenitat steuern und ob Autoantikorper
Uberhaupt Ursache oder immer Folge von Autoimmunerkrankungen sind. Grundsatzlich
stimulieren Autoantikdrper im Rahmen einer Immunantwort das Komplementsystem und
die zellulare Immunitat Uber Opsonisierung des Zielantigens, um das betreffende Antigen
zu beseitigen. Dies steht im Einklang mit den Schaden, die bei Autoimmunerkrankungen

auftreten.

Die Strategien des Zielgewebes sind vielfaltig, um die Toleranz zu erhalten. Sie betreffen
zum Beispiel die Regulierung der Dichte oder Form der prasentierten Antigene,
Ausschittung von Botenstoffen und weitere Einflussfaktoren. Insbesondere die
Veranderung des gesamten Zielantigens, Uber das detektierte Epitop hinaus, oder das
Verschwinden des Antigens von der Zelloberflache wird durch bindende Autoantikorper
induziert [96].

Auch lasst sich die Immunitat beispielsweise lber Induktion verschiedener Subtypen von
Antikodrperrezeptoren an den Effektorzellen beeinflussen. Der Fc-gamma Rezeptor llb
(FcyRIIb) entfaltet als einziger der bekannten Rezeptorsubtypen anti-inflammatorische
Wirkung und tragt somit zur Toleranz des Immunsystems bei [72]. Einer speziellen Fc-
Glykosylierung von IVIG-Préaparaten schreibt man zu, regulative Fc-gamma Rezeptoren
auf Zellen der angeborenen Abwehr herauf zu regulieren und auf diese Weise einen Teil
ihrer anti-entziindlichen Wirkung zu entfalten. Fehlen regulative Fc-gamma Rezeptoren,
so wirkt sich dies positiv auf die Bildung von Autoantikdrpern und

Autoimmunerkrankungen aus [18].

Neue Evidenz bescheinigt nun, dass die Pathogenitdt von Antikdrpern mit einfachen
Modulationen ihrer Molekdilstruktur durch das Glykosylierungsmuster steuerbar sei.
Entscheidend sei, welcher Zucker am konservierten Kern des Heteroglykans, der an der

konstanten Region jeder schweren Kette hangt, verknipft wére. Pro-inflammatorische
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Wirkung konnte fiir wenig glykosylierte Antikbrpergezeigt werden, wahrend Galaktose und
Sialinsaure eine anti-inflammatorische Wirkung ausubten [26]. Die pathogenen und
ebenso physiologischen Eigenschaften von Autoantikrpern waren auch auf intrinsische,
wahrscheinlich veranderbare Determinanten zuriickzufihren und es lieRe sich somit
erklaren, dass von einem zundchst harmlosen Autoantikérper durch wenige
Modifikationen auf Seite der B- und Plasmazellen eine autoreaktive Entziindung
hervorgerufen werden kdnne. Fur die hier untersuchten ANAs kénnte die Identifikation

ihrer Glykosylierung die Theorie eines ,anti-inflammatorischen“ Musters bestarken.

Welche Faktoren konnten eine Anderung der Glykosylierung hervorrufen? Im
Zusammenhang mit der Pathogenese des SLE ware denkbar, dass die gestorte
Clearance des Apoptotischen Materials Ursache ist. Die relative ,Insuffizienz“ der
Autoantikorper in der Opsonisierung des Detritus kdnnte im Zusammenhang mit stetigen
immunogenen Signalen durch den Detritus selbst dazu fihren, proinflammatorische
Faktoren wie die Galaktosylierung zu aktivieren, die eine gesteigerte Aktivitat des
Immunsystems zur Folge haben und die Clearance intensiviert. Die Ursache, die diesen

L~Schalter’ umlegt, kdnnte eine Autoimmunerkrankung auslésen.

4.3.3 Betrachtungen der Autoantikérpergenese von Gesunden und Patienten
Existiert also eine gemeinsame Basis von Autoantikbrpern gesunder und erkrankter
Menschen? Die bei Patienten retrospektiv  festgestellte  Ausweitung  der
Antikorperspezifitaten und -Titer der ANAs vor Ausbruch der Erkrankung deuten auf die
Intensivierung einer vorhandenen B-Zellaktivitat hin. Ebenso zeigte sich in dieser Arbeit,
dass Gesunde die spezifischen Autoantikdrper bilden, die bei SLE-Patienten viele Jahre
vor Ausbruch der Erkrankung gefunden werden. Im Gegensatz dazu fanden sich
signifikant seltener Autoantikérper, die mit Organschaden (anti-dsDNA) oder dem
unmittelbar bevorstehenden Krankheitsausbruch (U1-nRNP, Sm) assoziiert sind (s.
Tabelle 1 und Abbildung 8). Da die Pravalenz der Autoantikdrper bei Gesunden (Titer
1:100) circa 140-mal hoher ist als die vom SLE (s. Kapitel 1.3.1 und Tabelle 2), ergibt sich
fur pathogene Autoantikdrper der Gedanke, ob neben einer gleichartigen Genese mit
physiologischen Autoantikérpern Gesunder auch die unabhéngige Entstehung maoglich ist.
Verschiedene Varianten sollen in drei Hypothesen veranschaulicht werden (siehe auch
Abbildung 11):

1. Pathogene Autoantikorper differenzieren sich aus bestehenden B-Zellen, die zunachst
in geringen Mengen oder mit niedriger Aviditat (physiologische?) IgG ANAs produzieren.
Im Rahmen einer Entzindung oder eines Defekts der Immunregulation mit erhdhtem

Aufkommen von Zelldetritus reifen die B-Zellen aus und steigern unter anderem ihre
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Aktivitdt oder Aviditdt, wodurch ANA-Fluoreszenzmuster mit steigenden Titern
hervorgerufen werden. Andern die B-Zellen die IgG-Subklasse oder Glykosylierung der
Autoantikorper, konnten pathogene Autoantikdrper entstehen [40].

Fur SLE-Patienten wurden steigende AntikOrpertiter bereits nachgewiesen (s. Kapitel
4.4.3). Kontinuierlich steigende ANA-Titer bis zum Ausbruch der Erkrankung konnten
Ausdruck einer Ausreifung der ANA-synthetisierenden B-Zellen sein.

2. Es existieren physiologische Autoantikérper, die im Rahmen einer Entziindung andere
B-Zellen aktivieren und somit eine Immunreaktion gegen weitere Antigene oder Epitope
des entziindeten Gewebes induzieren, ahnlich einem epitope spreading [92]. Neben der
Erhdhung der Antikbrpermenge als Ursache steigender ANA-Titer konnten die
physiologischen Autoantikdrper auch nukledre Antigene geringerer Dichte erkennen als

die pathologischen, sodass letztere intensivere Fluoreszenzmuster hervorrufen.

Bei der Autoimmunerkrankung Pemphigus vulgaris mit den Autoantigenen Desmoglein
(Dsg) 3 und 1 kann ein ahnlicher Effekt auftreten. Wahrend in den Schleimhauten mehr
Dsg 3 exprimiert wird, liegt in der Haut der Anteil von Dsg 1 héher. Die Krankheit betrifft in
der Regel zuerst die Schleimhaute, was mit der Synthese von Anti-Dsg 3 Antikdrpern
zusammenhdangt. Durch die lokale Entziindung wird das Immunsystem gegen das dort
seltenere Dsg 1 sensibilisiert, woraufhin auch an der Haut Lasionen entstehen [91].
Dieser Prozess kann durch eine konsequente antientziindliche Therapie mit Reduktion
der Autoantikorperlevel unter die Nachweisgrenze und damit einhergehendem
Verschwinden der Lasionen verhindert werden [83]. Dies unterstreicht die Relevanz eines
entzindlichen Milieus. Eine &hnliche Situation konnte fir nukledre Antigene entstehen.
Die normalerweise harmlosen ANAs koénnten bei der Verarbeitung der nuklearen
Bestandteile durch Antigen-prasentierende Zellen wirksam werden und die Aktivierung
weiterer autoreaktiver B-Zellen und mdglicherweise auch T-Zellen unterstiitzen. In diesem
Prozess entstehen neue ANAS, die durch ihre Genese in einer Abwehrreaktion oder Uber
Besonderheiten der Zielantigene im Gegensatz zu den ersten ANAs pathogene

Eigenschaften haben und zum Beispiel SLE auslésen.

3. Die pathogenen Autoantikdrper entstehen ohne vorangehende Stimulation durch
physiologische Autoantikdrper de novo. Ein ubiquitdr verbreitetes, immunogenes
Autoantigen konnte wie bei einer Infektion die Entstehung hochtitriger, vielleicht sogar
pathogener ANAs ermdglichen. Ein spezifischer Trigger wie eine virale Entziindung ware
erforderlich, eine zeitlich weit vorausgehende Nachweisbarkeit von ANAs mit niedrigem

Titer hingegen nicht.
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Einen Erklarungsansatz hierfiir bieten die nattrlichen Autoantikdrper. Bekannt ist, dass
diverse natirliche IgM Autoantikdrper gebildet werden, die beispielsweise die Clearance
und Maskierung apoptotischen Materials effektiv unterstiitzen [9]. — Einen &hnlichen
Ansatz verfolgt die anti-D Prophylaxe bei Gebarenden mit Rhesus-Inkompatibilitat. — Fihrt
ein Prozess zu einer Imbalance mit Uberwiegen des apoptotischen Materials, das diverse
Antigene des Zellkerns enthalt, konnte das adaptive Immunsystem damit in Kontakt
geraten und eine Immunantwort induziert werden [69]. In der Pathogenese des SLE
spielen gesteigerte Mengen apoptotischen Materials und eine beeintrachtigte
Phagozytenaktivitat tatsachlich eine wichtige Rolle (s. 1.3.2 und 4.5). In Kombination mit
Methylierungsstérungen, die bei SLE Patienten beobachtet wurden, kdnnten gréfR3ere
Mengen von unmethylierter CpG-DNS, dem TLR9 stimulierenden Liganden, vorliegen und
autoreaktive B-Zellen aktivieren. Fir TLR7 konnte sogar gezeigt werden, dass er Sauger-
Einzelstrang RNS erkennt [42].

Ob IgG ANAs, die vor Ausbruch einer Autoimmunerkrankung detektiert werden, eigentlich
als physiologische Reaktion auf eine gestdrte Phagozytenfunktion und der gréf3eren
Menge apoptotischen Materials gebildet werden, das sie opsonisieren sollen, ware eine
interessante Hypothese. Ebenso kénnte es sich um natlrliche Autoantikbrper mit der
gleichen Aufgabe handeln. Die Genese des SLE lage in beiden Fallen eher nicht bei den

Antikoérpern, sondern in der fehlerhaften Clearance des apoptotischen Materials.
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Abbildung 11: Hypothesenschema zur Entstehung von Autoantikdrpern im Rahmen von
Entziindungsreaktionen. 1. Aus einer bestehenden autoreaktiven B-Zellen differenzieren sich pathogene
Autoantikorper. 2. Physiologische Autoantikdrper aktivieren andere autoreaktive B-Zellen. 3. Pathogene
Autoantikorper entstehen de novo wéahrend einer Infektion. Zell- und Molekilsymbole sind adaptiert von
Janeway’s immunobiology entnommen [66].
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4.3.4 Natlrliche Autoantikorper

ANAs und andere Autoantikdrper kdnnten, wie bereits angedeutet, in gesunden
Lebewesen physiologische Funktionen besitzen. Ob sie auch auf gleiche Weise entstehen
wie bei Autoimmunpatienten gefundene Autoantikorper, ist nicht ausgeschlossen. Die
Funktion von autoreaktiven B-Zellen physiologisch gebildeter Autoantikorper in der
Homoostase des menschlichen Organismus spielt bei den Betrachtungen von
Autoimmunerkrankungen bisher jedoch eine untergeordnete Rolle. Im Screening der 6454
Blutspender zeigten bei einer 1:100 Verdinnung bemerkenswerterweise fast 20 Prozent
der Proben eine Immunfluoreszenz von IgG-Antikérpern auf HEp-20-10-Zellen. Den
Einwand, es handele sich um unspezifische Antikdrper, entkraften Erkenntnisse Uber
variable Regionen der Ig-Ketten, die zeigten, dass im einzelnen Individuum nur wenige
unreife, frihe naive und reife naive B-Zellen nach der negativen Selektion im
Knochenmark polyreaktive Antikorper bildeten. Bei reifen naiven B-Zellen sind es circa 4,3
Prozent. Im Gegensatz dazu seien bis zu 20 Prozent der von reifen B-Zellen gebildeten
Antikdrper autoreaktiv im Test mit HEp-2-Zellen. Etwa ein Drittel reagieren mit nuklearen
Antigenen und zwei Drittel mit zytosolischen Antigenen[110] (s. a. 4.4.3). Sowohl im
Querschnitt einer groRen Population als auch im einzelnen Individuum lieRen sich also
Autoantikorper regelmafiig antreffen, welche mehrheitlich monospezifisch seien. Studien
mit gesunden Probanden, die unter Verwendung von Microarrays mit bis zu 10.000
korpereigenen Antigenen auf 1gG-Autoantikdrper testen konnten und bei jedem
untersuchten Individuum mindestens 300 verschiedene Reaktivititen feststellten,
suggerieren sogar eine vollstandige Pravalenz von Autoantikdrpern[68]. Diese Zahlen
legen eine physiologische Funktion der Autoantikdrper nahe, die beispielsweise im
Abraum von Gewebe- und Zellschrott liegen kdnnte. Eine IIF-Untersuchung auf HEp-
Zellen mit geringer Verdiinnung, zum Beispiel 1:10, wirde zutage fihren, ob ANAs auch
mit einer Methode der Routinediagnostik bei fast jedem Menschen zu finden wéaren. Es
sollte beim Testen mit geringer Verdinnung auch eine Differenzierung in die bekannten
Autoantikérperklassen erfolgen, um somit Rickschlisse auf die Reifung der B-Zellen zu

erlauben.

Ob die detektierten ANAs naturliche Autoantikérper oder induzierte Autoantikdrper sind,
ist nicht bekannt. Wahrend natirliche Autoantikrper quasi als Ergebnis eines
genetisches Programms synthetisiert wirden, waren induzierte Autoantikdrper die Folge
einer klassischen Immunreaktion. Bestatigt wurde bereits, dass nattirliche Antikérper auch

als 1gG Klasse existieren [10].

Zusammenfassend ware anzunehmen, dass natirliche Autoantikdrper bei Gesunden

haufig auch als 1gG und gelegentlich mit hohen Titern und spezifischen Zielantigenen
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vorkamen. Induzierte Autoantikdrper hingegen hatten Pathogenitdt und fanden sich bei
jenen, die eine Autoimmunerkrankung entwickeln. Sie wirden darum mit Fortschreiten der
Autoimmunreaktionen haufig immer hohere Titer erreichen und hétten in der Regel
spezifische Zielantigene, wie es mit den retrospektiven Studien der Autoimmunpatienten
charakterisiert wurde (s.0.). Derzeit sind keine nutzbaren Merkmale fur eine solche
Unterscheidung der Antikdrpermolekiile bekannt, zumal Autoantikbrper bei
Autoimmunerkrankungen, besonders im SLE, eine enge Beziehung zu natirlichen
Autoantikérpern haben. So werden die Autoantikdrper von Erkrankten zwar von ahnlichen
Genen kodiert wie durch exogene Antigene induzierte Antikdrper, diese Gene zeigten
jedoch starke Homologien mit nicht mutierten V-Genen, wie sie fur natlrliche
Autoantikdrper typisch sind [9]. Vergleicht man hochspezifische und -avide nattrliche anti-
bakterielle Antikérper mit induzierten anti-bakteriellen Antikdrpern, so unterscheiden sich
die physikochemischen Eigenschaften beispielsweise nur marginal in der Hitzestabilitéat
[12]. Bisher fehlen darum zur Unterscheidung nattrlicher Autoantikdrper von den nach

einer Immunisierung gebildeten Autoantikbrpern geeignete Methoden.

4.4 Herausforderung der klinischen Autoantikdrperdiagnostik
Autoantikdrper werden im klinischen Alltag wie in der etablierten Wissenschaft als
zentrales Merkmal einer Autoimmunerkrankung verstanden und genutzt. Sie sind einfach
nachweisbar und dienen darum nicht nur zur Differenzierung von Kklinisch aktiven
Autoimmunerkrankungen, sondern werden bereits beim Verdacht als diagnostisches
Instrument genutzt. In Folge werden zahlreiche Patienten, die an unspezifischen
Symptomen leiden wie Abgeschlagenheit, einem Raynaud-Ph&nomen oder
Gelenkbeschwerden, auf Autoantikbrper getestet und bei positivem Befund den
entsprechenden Facharzten Uberwiesen. Dies sind in der Regel Rheumatologen, die
alltaglich Patienten mit positivem Autoantikbrpernachweis, aber ohne klinisch eindeutig
aktive Autoimmunerkrankung sehen und differentialdiagnostisch beurteilen sollen. Wenn
eine Autoimmunerkrankung durch das klinische Wissen nicht sicher ausgeschlossen
werden kann, folgen aufwendige apparative Untersuchungen wie Rontgenaufnahmen
oder Sonographien der Gelenke, Skelettszintigraphien oder Biopsien. Diese bringen
teilweise ihr eigenes gesundheitliches Risiko mit sich, verursachen weitere Kosten und
beunruhigen in die Patienten [39]. Ihr Nachteil ist weiterhin, dass mit ihnen in der Regel
nur Veranderungen in bereits fortgeschrittenen Stadien einer Autoimmunerkrankung
feststellbar sind. Die Verunsicherung Uber den Umgang mit positiven Antikorperbefunden
wird weiterhin  von wissenschaftlichen Artikeln gesteigert, welche fir spezifische
Autoantikérper und die assoziierten Erkrankungen positiv pradiktive Werte von teilweise
100 Prozent angeben [89]. Diese Werte rithren von der retrospektiven Analyse Erkrankter
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her, in denen sich tatsdchlich vor Ausbruch der Erkrankung immer Autoantikorper
manifestierten. Diese Angaben sind fir neue Patienten prospektiv nicht anwendbar und
verwirrend [58]. Kritisch hinterfragt werden sollte infolgedessen immer dann, wenn
Patienten sich am moglichen Ubergang zu einer aktiven Autoimmunerkrankung befinden
und bisher nur unspezifische Symptome auf3ern, aber von engmaschigen Kontrollen und
frihzeitiger Therapie profitieren wiirden. Die Belastung fiir Menschen, bei denen féalschlich
eine Autoimmunerkrankung diagnostiziert oder vermutet wird und die Gefahr, ihnen durch
eine immunsuppressive Therapie erheblichen Schaden zuzufigen, muss im Gegenzug
ausgeschlossen sein. Fiur diese schwierige Aufgabe muss die Serologie tiefergehend
verstanden werden und letztendlich ein geeignetes und sicheres Auswabhlinstrument

gefunden werden.

4.4.1 Pradiktiver Wert antinuklearer Autoantikdrper

Von der Prozentzahl ANA-positiver Blutproben (s. Tabelle 2) kann mit Bezug zur SLE-
Diagnostik der positiv pradiktive Wert des Testsystems fur die SLE-Diagnostik in der
deutschen (blutspendenden) Bevolkerung abgeschatzt werden. Hat die Probe eines
Deutschen eine SLE-typische Fluoreszenz auf HEp-2-Zellen mit einem Titer von
mindestens 1:320 und die Vortestwahrscheinlichkeit der Gesamtbevélkerung, so betragt
der positiv pradiktive Wert dieses Testsystems zur SLE-Diagnostik fir die deutsche
Bevdlkerung (ca. 80 Millionen Individuen) mit einer SLE-Lebenszeitpravalenz von circa 32
je 100.000 Einwohner [32] lediglich 1,0 Prozent. Hierbei wird angenommen, dass jeder
SLE Patient positiv fur SLE-typische ANA (s. 2.4.1) getestet wird. Da in der o. g. Studie
den spezifischen Antikorpern ein hoher pradiktiver Wert beigemessen wurde, soll fur
diese ebenfalls beispielhaft gerechnet werden. Hochspezifisch fir SLE ist der anti-dsDNA
Autoantikorper. Fur den dsDNA Nachweis im Euroline Immunoblot ergébe sich mit o. g.
epidemiologischen Zahlen rechnerisch ein positiv pradiktiver Wert von 50 Prozent, wenn
jeder SLE Patient positiv fur dsDNA-Antikdrper getestet wiirde. Jedoch gilt zu bedenken,
dass unter 6454 getesteten Blutspendern nur bei zweien ein dsDNA Nachweis gelang und
nur ANA positive ohne nukleolare Muster gezielt ausgewahlt und untersucht wurden. In
jungerer Zeit konnte nachgewiesen werden, dass anti-dsDNA-Antikorper neben
homogenen Mustern ebenso bei granularen und nukleoldren Mustern gefunden werden
[87]. Weiterhin muss beziglich des gesundheitlichen Zustands auf die sorgféltige Arbeit
der Blutspendezentralen und Blutspender selbst vertraut werden. Aber selbst die
einzelnen rheumatischen klinischen Symptome (z.B. Raynaud-Ph&anomen: 3,6 % pro Jahr
bei franzdsischen Arbeitnehmern [79], Arthrose: Uber 40 % Lebenszeitrisiko [70],
Chronische Fatigue (i. S. Mudigkeit): 4,3 % bei Eigenanamnese [76]) sind so haufig, dass

sie  wie der Autoantikérpernachweis bei Gesunden die Pravalenz der
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Autoimmunerkrankungen weit Ubertreffen. Die Kombination klinischer Symptome mit dem
Autoantikdrpernachweis steigert selbstverstandlich den positiv pradiktiven Wert. In einer
Studie von Rantapé&éa-Dahlqvist et al. wurde dies retrospektiv fir rheumatoide Arthritis und
anti-CCP Antikorper im Vergleich zu gesunden Kontrollen kalkuliert und der PPV von 16
auf 62 Prozent gesteigert [77]. Soto et al. analysierten Proben von Patienten, die von
Kliniken gezielt fir die ANA Diagnostik eingesendet wurden und stellten fir ANA positive
Individuen mit klinischen Symptomen positiv pradiktive Werte Uber 90 Prozent fest.
Jedoch liegt die Sensitivitdt dann nur bei knapp Uber 50 Prozent. Kénnen Klinische
Symptome oder ein positiver ANA-Test fehlen, steigt die Sensitivitat auf fast 90 Prozent,
der positiv pradiktive Wert jedoch sinkt auf immerhin 73 Prozent [94]. Als Voraussetzung
fir hohe positiv-pradiktive Werte des ANA Tests gilt, den Test auch tatsachlich nur in
klinisch auffélligen Patienten anzuwenden. Ansonsten sinkt der PPV wieder auf das
Niveau fur die Normalbevélkerung und der Test liefert neben den entstehenden Angsten
des Patienten und den Kosten keinen Nutzen. Entsprechend mussen fiir jede Krankheit
Kriterien zur Erhéhung der Pratest-Wahrscheinlichkeit ermittelt werden, um tatsachlich
behandlungsbedurftige Patienten rechtzeitig zu identifizieren. Neben klinischen Kriterien
konnten hier auch genetische Marker hinzugezogen werden (s. Genetik) [88]. Weiterhin
ist es zusatzlich zum akademischen Interesse sowohl gesundheitlich als auch
okonomisch bedeutsam, die pathophysiologische Bricke von Autoantikérpern und
Entstehung der Autoimmunerkrankungen zu schlagen und so ihr Auftreten im gesunden

Menschen grundlegend zu verstehen und kiinftig prognostisch richtig deuten zu kénnen.

4.4.2 Pathognomonische Fluoreszenzmuster fiir Gesunde

Fur die Diagnostik systemischer rheumatischer Erkrankungen mit der indirekten
Immunfluoreszenztechnik auf HEp-2-Zellen werden aus eben genannten Grinden die
Leitlinien zur Qualitatssicherung laufend weiterentwickelt. Dazu zéhlen neben der Angabe
der ANA-Positivitat die Bestimmung des ANA-Titers und die standardisierte Beschreibung
des gesehenen Musters. Fir dieses ist etabliert, dass die Fluoreszenzmuster
Assoziationen mit bestimmten Krankheiten zeigen [2]. Bei der Untersuchung gesunder
Blutspender fiel in jlingerer Zeit ein ANA-Fluoreszenzmuster der HEp-2-Zellen auf,
welches anscheinend mit hoher Spezifitdt bei Gesunden beziehungsweise Patienten ohne
Autoimmunph&nomene vorkommt [64]. Dieses ,nuclear dense fine speckled“ genannte
Muster, welches das Zielantigen DFS-70 hat, zeigt somit, dass die differentielle
Beschreibung der Muster einen wichtigen diagnostischen Wert zum Ausschluss einer
systemischen Autoimmunerkrankung haben kann. Tatsachlich fanden sich in dieser Arbeit
bei 8,6 Prozent der Blutspender dieses Muster im Screening und somit hatten fast die

Halfte aller Blutspender mit Fluoreszenz der HEp-2-Zellen (17,72 Prozent) dieses Muster.
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Die mit SLE assoziierten Muster (7,3 Prozent) waren in der Summe seltener als das
,nhuclear dense fine speckled” Muster. Problematisch ist, dass &ahnliche Muster (nuklear
feingranular, ,quasi-homogen®) oder die Uberlagerung verschiedener Muster, was in SLE-
Patienten nicht untypisch ist, zu Fehlinterpretationen fuhren kann [27, 39]. Auch in dieser
Arbeit wurden in der Validierung 14 Proben als ,nuclear dense fine speckled"
beschrieben, von denen zunachst granuléare (n = 4) oder homogene (n = 6) und nur in drei
Fallen wegen der Granulation, aber sehr hoher Intensitat fraglich homogene Muster
angenommen wurden. Dies lag an der Fluoreszenz der Zellkerne im Lebergewebe, die in
den 24 bereits im Screening als ,nuclear dense fine speckled” identifizierten Proben
fehlten. Weiterhin erreicht das Muster ,nuclear dense fine speckled” teilweise hohe Titer in
Gesunden [64], wie auch in der hier vorliegenden Arbeit beobachtet werden konnte
(maximal 1:10.000). Da empfohlen wird, einen ANA in der Krankheitsdiagnostik als positiv
Zu bewerten, wenn er einen Titer Uber der 95er Perzentile der gesunden Bevolkerung
erreicht [2], ergibt sich hieraus die wichtige Aufgabe, die Bedeutung dieses Musters zu
klaren. Der Vorschlag, in der ANA-Diagnostik anti-DFS-70 Antikdrper nachzuweisen [62],
erscheint diskutabel, da eine grol3e Diskrepanz zwischen der Haufigkeit dieses ANA-
Musters und dem spezifischen Antigennachweis beschrieben wurde [16]. Dass ANAs
unter Ausschluss dieses Musters krankheitsspezifisch sind, kann bei positiv pradiktiven
Werten um einen Prozent ebenso nicht angenommen werden (s. 0.). Der Hinweis auf ein
fur Autoimmunerkrankungen untypisches Muster und dessen klinische Relevanz erscheint
jedoch wichtig. Pathognomonisch fir Gesundheit ist das Muster keinesfalls, da
beispielsweise virale Infektionen nicht untersucht wurden, wie Mariz et al. feststellten [64].
Ein Einfluss subklinischer Viruserkrankungen oder Autoimmunphanomene auf ANAs liel3e
sich von Infekt-Assoziierten transienten ANAs ableiten, sofern diese nicht durch eine
antibakterielle, -mykotische oder -virale Chemotherapie beziehungsweise symptomatische
Arzneimitteltherapie bedingt sind. Bestatigt wird, dass der Autoantikorper sich wie die o0.g.
apparative Diagnostik entsprechend eines Surrogatmarkers per se nicht zur Prognose der

Manifestation einer Autoimmunerkrankung eignet.

4.4.3 Zeitlicher Verlauf der ANA-Titer

In den aktuellen Empfehlungen wird die Kontrolle des ANA-Titers nicht zur Beobachtung
des Krankheitsverlaufs empfohlen [2]. Wie bereits besprochen, zeigt der Titer durchaus
Assoziationen mit dem Verlauf einer Autoimmunerkrankung. Arbuckle et al. arbeiteten
zum Beispiel mit zwei vordiagnostischen Blutproben, die mehr als sechs Monate und
weniger als sechs Monate vor Diagnose der Autoimmunkrankheit abgenommen wurden.
Sie fanden dabei einen signifikanten Titeranstieg der anti-dsDNS Antikorper mit dem

Beginn der Erkrankung [5]. Anders lautende Ergebnisse liefern prospektiv erhobene
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Daten von Gesunden oder Patienten mit nicht ANA-assoziierten Erkrankungen. Unter 54
ANA-positiven  Rosacea-Patienten und zwei ANA-positiven  Kontrollprobanden
verénderten sich mit Beobachtungszeitpunkten nach sechs Monaten sowie zwei Jahren
die ANA-Titer um hochstens eine Stufe, was innerhalb der zu erwartenden Abweichung
dieser Methode liegt (s. 0.). Keiner der Beobachteten Probanden entwickelte eine
Autoimmunerkrankung [113]. In dieser und weiteren prospektiven Studien mit gesunden
Probanden [67, 111] wurde gezeigt, dass die Titer mehrheitlich zeitlich stabil sind und bei
Gesunden auf3erst selten Krankheitsausbriiche beobachtet wurden und die Beobachtung

der Titer tatsachlich sinnlos erscheint.

4.5 Autoantikdrper in der Pathogenese des Systemischen Lupus

Erythematodes
Autoantikdrper spielen eine wichtige Rolle beim SLE. Humane Seren mit Autoantikérpern
von SLE-Patienten besitzen Pathogenitat und kénnen in Mausen Glomerulonephritis und
Arthritis auslésen. Somit erfillen sie das erste Witebsky Kriterium fir das vorliegen einer
Autoimmunerkrankung [80, 112]. In einer Studie von Rosetti et al. wurde dies in Mausen,
welche FcyRIIA und FcyRIIIB auf Neutrophilen exprimieren, gezeigt. Fur die Arthritis war
unabdingbar, dass das CD18 Integrin Mac-1 fehlte. Dieses scheint zur Clearance von
Immunkomplexen und insbesondere bei der Regulation der Neutrophilen benétigt zu
werden und schitzt vor Organschaden [81]. Silverman et al. untersuchten
Autoantikérperprofile von Zwillingen, die einzeln oder beide an SLE erkrankt waren.
Interessanterweise stellten sie fest, dass bei fast allen Patienten erhdhte Konzentrationen
von IgM zu finden waren, die sich gegen Antigene apoptotischer Zellen richteten. Im
Speziellen waren dies die veranderten Phospholipide OxLDL und MDA-LDL sowie DNA-
Antigene [90]. In Mausexperimenten zeigte sich, dass applizierte apoptotische Zellen
durch eine immunogene Wirkung zur verstarkten Bildung solcher Antikorper fihren. In
SLE-Patienten vermutet man daher, dass die mangelnde Beseitigung und resultierend
gesteigerten Mengen apoptotischer Zellen die oben genannten erhdhten IgM
Konzentrationen auslésen [24]. Dass die gesteigerte Synthese der anti-OxLDL, -MDA-
LDL Antikdrper, sowie gegen DNA-Antigene gerichteter Antikorper eine physiologische
Reaktion zum Beseitigen des Detritus darstellen und somit eine protektive Funktion
haben, konnte beobachtet werden [45]. Wie es trotzdem zur Entziindung kommen kann,
ergibt sich teilweise aus den folgenden Erkenntnissen: Bei der Untersuchung
apoptotischer Zellen beobachteten Casciola-Rosen et al., dass DNA- und RNA-Antigene
gemeinsam auf Apoptosekoérperchen auftauchen [22]. Zu RNA-Antigenen z&hlen unter
anderem die Antigene Ro60 (SS-A) und La (SS-B), die man auf den apoptotischen Zellen

fand [65]. Es konnte aul3erdem gezeigt werden, dass anti-Ro IgG die effektive
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Phagozytose apoptotischer Herzzellen stéren und tber TNF-Sekretion von Makrophagen
eine Entzundung hervorrufen konnen [25]. Ein weiterer Effekt sei, dass diese anti-Ro IgG
die Bindung von IgM an DNA-Antigene auf der apoptotischen Zelloberflache sterisch
verhinderten und damit zusatzlich die zlgige Phagozytose storten. Die apoptotischen
Zellen akkumulierten trotz der gebildeten protektiven IgM und wirken ebenso
inflammatorisch [90]. In der Konsequenz stellen die Anti-Ro60 und —La Autoantikdrper
einen moglichen Faktor der SLE-Manifestation dar. Ubereinstimmend mit dieser Annahme
lassen sich Anti-SS-A und SS-B Antikérper bereits Jahre vor dem Ausbruch des SLE in
vielen Patienten nachweisen, wie von Arbuckle et al. beschrieben [6]. Warum es jedoch
zur Bildung dieser Anti-SS-A und -SS-B IgG kommit, bleibt unklar. Auffallig ist, dass in der
hier vorliegenden Arbeit SS-A und SS-B Autoantikérper (IgG) sehr haufig in gesunden
Individuen gefunden werden konnten. Ob diese von B-Zellen abstammen, welche
urspriinglich natirliche IgM bildeten oder durch pathogene Stimuli entstanden und
darunter anschlielend auch einen Klassenwechsel vollzogen, ist nicht beschrieben.
Silverman et al. vermuteten aufgrund ihrer identifizierten Antikdrper-Muster der SLE
Patienten jedoch einen starken genetischen Einfluss auf die Auswahl der Zielantigene von
Autoantikérpern [90]. Die gezeigten Eigenschaften von anti-SS-A- und -SS-B-IgG kénnten
auch andere Autoantikorper der IgG Fraktion vorweisen. Autoantikdrper der IgM Fraktion
sowie polyspezifische Autoantikérper vom IgG Subtyp werden anscheinend in jedem
Menschen gebildet, nicht jedoch monospezifische Autoantikérper der Klasse IgG [10]. Es
ist denkbar, dass im Rahmen eines Entziindungsprozesses, zum Beispiel einer Infektion,
die polyspezifischen IgG ausreifen und monospezifisch mit bestimmten Autoantigenen
reagieren. Je nach Zielantigen stéren diese die physiologische Aufgabe der gebildeten
(natdrlichen) IgM Autoantikorper weniger oder mehr. Dies bleibt entweder folgenlos oder
[6st Autoimmunphanomene und sogar Erkrankungen aus, wie oben fliir anti-Ro60 IgG

beschrieben.

Autoreaktive B-Zellen konnen nicht nur durch CD4'-T-Zellen mit aktivierten T-Zell-
Rezeptoren in Keimzentren stimuliert werden, sondern auch tber ihre membranstéandigen
Autoantikorper (B-Zellrezeptoren), die die zelleigenen Toll-like Rezeptoren (TLR) mit
eingeschleusten Autoantigenen in Kontakt bringen. Dies konnte zum Beispiel mit Sauger-
Doppelstrang-DNS gezeigt werden, die Uber den B-Zellrezeptor in das TLR9 enthaltene
Kompartiment eingeschleust wurde und so die B-Zelle aktivierte. Ahnliche Effekte konnten
mit weiteren TLRs und Autoantigenen erzeugt werden, wobei man vermutet, dass eine
verringerte Expression der TLRs in B-Zellen eine unbeabsichtigte Aktivierung derer
verhindern soll [44]. Mdglicherweise schlagt die Regulation der endogenen B-Zell-

Aktivierung durch TLRs bei Autoimmunerkrankungen fehl und erklart unter anderem den
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Therapieerfolg, wenn beispielsweise durch Rituximab selektiv die B-Zellen unterdriickt

werden.

4.6 Genetik

Zum Zeitpunkt der Durchfiihrung dieser Arbeit stellt der genetische Vergleich gesunder
Kohorten zur Untersuchung einer Erkrankung ein neues Konzept dar. Gerade weil erneut
gezeigt werden konnte, dass Autoantikorper in Gesunden viel haufiger vorkommen als die
Pravalenz der Krankheit vermuten lieBe, sind genauere Untersuchungen dieser

Gesunden notwendig.

4.6.1 Frauen sind haufiger ANA positiv

Die hier  erhobenen Daten zeigten epidemiologische Parallelen  von
Autoimmunerkrankungen und Autoantikdrperbildung. Anhand der genotypischen Daten
konnte das Geschlecht aller genetisch untersuchten Proben ermittelt werden. Der Anteil
mannlicher Proben in der Kontrollgruppe war héher (67,8 %) und deutet auf eine hohere
Anzahl blutspendender Manner hin. Bei ANA-Positiven war im Vergleich zu méannlichen
Spendern der Anteil der Frauen mit einer OR von 2,7 (p = 3,2E®) jedoch wesentlich
hoher. Dies entspricht dem in vielen Studien beobachteten hoheren Anteil weiblicher
Autoimmunpatienten [78] und stimmt ebenso mit einer Studie von Li et al. Gberein, die bei
Gesunden mit positivem ANA-Befund einen wesentlich hdheren Anteil weiblicher
Individuen fanden [59]. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die Synthese von IgG
Autoantikérpern und Autoimmunerkrankungen tatsachlich pathophysiologische Elemente
teilen. Da jedoch die Pravalenz der untersuchten ANAs (Titer 1:320) tber 114 mal héher
liegt als die des systemischen Lupus erythematodes, sind weitere Faktoren speziell fir die
Krankheitsentstehung zu erwarten. Im Sinne der Protoonkogene und
Tumorsupressorgene aus der Onkologie konnten dies ,Proto-Autoimmun® und
LJAutoimmunsupressor-Gene* sein, welche die Autoantikérper-Signalverarbeitung durch

Leukozyten polygenetisch kontrollieren.

4.6.2 Single Nucleotide Polymorphism imm_6_138173816 (rs58905141)

Der SNP imm_6_138173816 befindet sich nicht im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht und
kann trotz des signifikanten p-Werts nur unter Vorbehalt mit der ANAg e-Positivitat
assoziiert werden. Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht basiert auf der definierten
Verteilung aller Minor- und Majorallele unter Homo- und Heterozygoten in einer idealen
Population. Da nur 119 Fallproben in die Studie einbezogen wurden, kann nicht von einer
idealen Population ausgegangen werden, sodass eine Abweichung von der Allelverteilung
als maogliches Ergebnis erwartet werden muss.
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Fur den in Abbildung 10 abgebildeten SNP wurden vier Fall- und drei Kontrollproben
(siehe hellere Bereiche) als unbekannt klassifiziert. Es fallt auf, dass im Bereich der
Homozygoten fur Allel A (rosa unterlegt) die grinen Punkte in zwei Wolken getrennt
vorliegen. Angenommen, dass die grine Wolke mit hoherer B-Intensitat eigentlich
heterozygote Individuen mit mangelhafter B-Allel-Replikation umfasst, wéaren die
gefundenen Daten wesentlich naher an der Hardy-Weinberg-Verteilung. Klarheit wirde
die erneute Replikation dieses SNPs in der gleichen Kohorte bringen. Aufgrund der
signifikant hdheren MAF bei ANAg e-positiven und der bekannten Assoziation des SNP
mit SLE soll die Rolle des benachbarten TNFAIP3 Gens fur Autoimmunerkrankungen im

nachsten Kapitel nédher betrachtet werden.

4.6.3 TNFAIP3

TNFAIP3 (Tumornekrosefaktor alpha induziertes Protein 3) stellt gemeinsam mit dem
benachbarten Gen OLIG3 (Oligodendrozytentranskriptionsfaktor 3) das am haufigsten
identifizierte Risikogen von Autoimmunerkrankungen dar [75]. TNFAIP3 ist auch bekannt
unter der Bezeichnung A20 und wird durch Tumornekrosefaktor und Interleukin 1
induziert. TNFAIP3 kodiert ein Zink-Finger Protein und inhibiert sowohl die Expression
von NF-kappa B [48, 93, 100] als auch die TNF-induzierte Apoptose [56, 101, 104]. Somit
stellt es einen zentralen negativ regulierenden Faktor der TNF-induzierten Stress- und
Entzindungsreaktionen sowie des programmierten Zelltodes, als auch der NF-kappa B
Aktivitat dar [103].

Die Rolle von TNFAIP3 in B-Zellen und anderen Zellen ist hoch suggestiv fir den Einfluss
auf die Entwicklung einer Autoimmunerkrankung [1, 60]. NFkB liegt in Zellkernen von B-
Zellen konstitutiv vor. Eine veréanderte Regulation von TNFAIP3 konnte durch Inhibierung
der NFKB Funktion eine reduzierte Apoptosebereitschaft der B-Zellen hervorrufen und

somit die Rate autoaggressiver B-Zellen steigern.

Auf der anderen Seite konnte der direkte Einfluss auf die Apoptose und
Entzindungsreaktion das Gleichgewicht storen, welches zwischen Menge des
apoptotischen Materials und dessen Clearance besteht, wie es bei SLE Patienten
beobachtet wird (s. Kapitel 4.5).

Bezogen auf das in der vorliegenden Arbeit verwendete Studiendesign ergibt sich der
Hinweis, dass durch dieses Gen insbesondere die ANA Synthese beeinflusst wird. ANA
konnten den Abraum des apoptotischen Materials durch Opsonisierung unterstitzen.
Dann waren ANA nicht primére Ursache einer Autoimmunerkrankung, sondern Folge

einer Dysbalance der Apoptose-Homdostase.
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Letztendlich kann durch den identifizierten SNP in der Nahe des TNFAIP Gens keine
Aussage getroffen werden, ob das Gen in seiner Funktion beeinflusst wird und ob es dann
eine negative oder positive Regulation zur Folge hat. Aber die Vermutung liegt nahe, dass
die Ausbildung von antinukledren Autoantikbrpern und vom systemischen Lupus

erythematodes gemeinsame Mechanismen teilen kénnten.

4.7 Grenzen des Experimentaldesigns

4.7.1 Anonymitat der Probanden

Die vorliegende Arbeit basiert auf der Annahme, dass die untersuchten, anonymen
Blutspender gesund sind. Die dafir notwendige arztliche Beurteilung ist durch die
Paragraphen 12 und 18 des Transfusionsgesetze geregelt. Als mdgliche Ausléser fur
ANAs werden die Einnahme bestimmter Medikamente oder auch Infektionen
angenommen. Fur Medikamente gilt, dass mindestens funf Halbwertszeiten seit der
letzten Einnahme vergangen sein mussen, bei teratogenen Medikamenten sogar 28
Halbwertszeiten [95]. Bei Infektionen gelten erregerabhéangige Karenzzeiten, die auch
lebenslanglich sein konnen [19]. Medikamenten- oder infektions-induzierte ANAs sollten
somit einen geringen Einfluss auf die gefundene Prévalenz haben. In einer grof3en Studie
aus den Niederlanden wurde festgestellt, dass Blutspender im Vergleich zur
Normalbevdlkerung signifikant bessere Gesundheitskriterien erfillen. Dazu zahlen
beispielsweise Gewicht, Rauchen, Alkoholkonsum und Dauer der korperlichen Aktivitat
pro Woche [8]. Trotzdem kodnnen Autoimmunerkrankungen aufgrund ihrer mitunter
unspezifischen Symptomatik unerkannt und fir einen Teil der ANA-Pravalenz unter
»,Gesunden® verantwortlich sein [109]. Etwa funf (exklusive Rheumatoide Arthritis und
Autoimmunthyreoiditis [29]) bis 5.29% Prozent [32] der Gesamtbevolkerung westlicher
Staaten sind von Autoimmunerkrankungen betroffen. Geht man davon aus, dass die
Morbiditat der Betroffenen sehr unterschiedlich ist, kbnnten einige mit schwach oder
unspezifisch ausgepragter Klinik durch die Gesundheitsuntersuchung vor der Blutspende
unentdeckt bleiben und in der Kohorte der Blutspender enthalten sein. Aul3erdem gehdren
ANAs zur Diagnostik oder zu typischen Phanomenen verschiedenster
Autoimmunerkrankungen. So lassen sich neben den typischen rheumatischen
Erkrankungen auch bei etwa einem Drittel der Patienten mit Autoimmunthyreoiditis ANAs
nachweisen [99]. Da die gefundenen ANA Haufigkeiten jedoch denen aus Studien mit
nicht anonymen gesunden Probanden kleinerer Kohorten &hneln, duirfte der Bias zu

vernachlassigen sein.
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Auch das Alter der einzelnen Probanden ist nicht bekannt. Anhand der anonymen Statistik
der Blutspendezentralen lag das Alter der Blutspende im Sammelzeitraum zwischen 18
und 70 Jahren (Mittelwert 39,9+14,3 Jahre). Studien zeigten jedoch, dass ein Einfluss des
Alters auf die Bildung von ANAs weder sicher angenommen noch ausgeschlossen
werden kann [59, 85].

4.7.2 Validitat der indirekten Immunfluoreszenz

Aufgrund der subjektiven Auswertung ist die Angabe der ANA-Titer mit indirekter
Immunfluoreszenztechnik Fehlerquellen ausgesetzt. In der Literatur werden ANAs mit
Titern ab 1:320 [36] oder 1:160 [17] als pathologisch betrachtet. Eine weitere
Differentialdiagnostik wird derzeit fur Titer ab 1:160 empfohlen [2]. Die korrekt
angegebene Hohe des Antikdrpertiters mittels indirekter Immunfluoreszenz liefert fir
diese Arbeit die Sicherheit, ANAs e-Proben fir die GWAS ausgewahlt zu haben, die mit
einem Titer von 1:320 auch den Kriterien fir eine Autoimmundiagnostik genligen wurden.
Tan et al. haben fir eine ahnliche Fragestellung 120 Proben normaler Blutspender in drei
Aliquots aufgeteilt. Jeweils zwei wurden von demselben Labor und ein drittes von einem
weiteren Labor mittels [IF auf ANAs untersucht und die ermittelten ANA-
Fluoreszenzintensitaten (Bewertungsskala 0-1-2-3-4) verglichen. Die Beurteilung der
Intensitaten und Muster unterschied sich nur geringfugig und interinstitutioniell am
meisten. Der Variationskoeffizient der Messungen betrug innerhalb desselben Labors
zwischen 16,5 und 12,2 Prozent und ist abhangig von der Verdinnung
(Verdiinnungsstufen  1:40, 1:80, 1:160, 1:320,). Die Abweichungen zwischen
verschiedenen Laboren ist insgesamt etwa dreimal grof3er und bei 1:40 Verdinnung
signifikant hoher (50,7 %) als bei Verdinnung mit 1:320 (36,0 %). Die Abweichung bei
1:80 Verdunnung betrug 44,3 Prozent. Innerhalb eines Labors bestanden keine
signifikanten Unterschiede der Abweichungen zwischen Titerstufen [98]. Die Daten aus
Tabelle 2 wurden durch vier separate Verdinnungsansatze generiert. Dies erfolgte bei
Verdinnung mit 1:100 im Screening und bei Verdiinnungen mit 1:10, 1:100 und 1:1000 in
der folgenden Validierung. In der Validierung wurden weiterhin in jeder Verdinnungsstufe
derselben Probe vier Bewertungskategorien fiir die Intensitdten genutzt (siehe 2.5.1).
Skaliert betrachtet kdnnten diese mit Werten von 0, 1, 2 und 3 versehen werden. Fir das
Muster ,granulares Nukleoplasma®“ ergab sich bei einer Verdinnung von 1:100 eine
mittlere Intensitdt von 1,1. Bei einem angenommenen Variationskoeffizienten von 44,3
Prozent wéare mit einem Standardfehler von 0,5 zu rechnen. Dies entspricht dem Sprung
um eine halbe Intensitatsstufe, sodass in der Praxis maximal eine ganze Titerstufe
Abweichung zu erwarten ist. Mit dem Grenztiter von 1:320 zur Auswahl fur die GWAS

kénnten Proben mit einem wirklichen ANA Titer von 1:100 einbezogen worden sein. Doch
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auch dieser Titer wird in der Praxis noch als nicht-normwertig angesehen. Fiur die Angabe
der Pravalenzen (s. Tabelle 2) ist hingegen nur von geringen Abweichungen auszugehen,
da sich zufallige Messabweichungen bei 6454 untersuchten Proben im Screening und 469
Proben in der Validierung ausgleichen, sodass den Konfidenzintervallen getraut werden

kann.

4.7.3 Aviditat der detektierten antinuklearen Autoantikdrper

Ein weiteres Einflusskriterium fUr den ermittelten Titer stellt die Aviditat der festgestellten
Antikdrper dar. So wiirden bei gleicher Fluoreszenz niedrig avide Antikorper in hdherer
Konzentration vorliegen als hoch avide, da sie in einem gré3eren Verhaltnis in Lésung
bleiben und weniger mit dem Substrat verbinden. Zur Feststellung der Aviditat wird vom
Hersteller fur die hier verwendete IFT (Euroimmun) zusatzlich zum normalen
Versuchsaufbau eine Harnstoffoehandlung der mit Probenserum inkubierten
Reagenztrager empfohlen. Niedrig-avide gebundene Antikdrper I6sen sich dann von den
Antigenen und es resultiert eine schwachere Fluoreszenz im Vergleich zur normalen
Farbung. Mit diesem Test kdnnte den ANAs neben dem Titer die Aviditat als zusatzliche
Information hinzugefigt werden. Welchen Wert eine hohe Aviditat mit niedriger
Konzentration im Vergleich zu einer niedrigen Aviditat und hohen Konzentration hat, ist
noch unbekannt. Zu vermuten ware, dass letztere eher natirlichen Autoantikbrpern
entsprechen, wahrend hoch avide Autoantikérper den Charakteristika entsprechend eher

von autoreaktiven B-Zellen stammen, welche der Selektion entgingen.

4.7.4 Validitat der Line Immunoblots

Ob die Line Immunoblots haufiger unspezifisch reagieren als beispielsweise die doppelte
Immundiffusion ist umstritten. Bei nur zehn ANA-negativen Kontrollen, aber
Beispielsweise allein 9,6 % Ro-52 positiven unter den ANA-Validierten, ist die Frage mit
dieser Arbeit nicht zu beantworten. In einer italienischen Studie jedoch wurden unter 54
ANA-positiven Rosacea-Patienten mit Titern von mindestens 1:160 keine spezifischen
Antigene mit dem genutzten Euroline Immunoblot nachgewiesen [113]. Jener enthielt die
Antigene RNP, Sm, Ro-60, Ro-52, La, PM-Scl, Jo-1, dsDNA, Histone und ribosomales P-
Protein. Eine Ausnahme bildet die Studie von Sebastian et al., in der 119 Proben auf
HEp-Zellen (ANA Mosaik, Euroimmun) ANA positiv waren (Titer 1:100) und von denen
101 Proben ebenfalls eine spezifische Antigenreaktion im Lineblot (ANA Euroline,
Euroimmun) zeigten [84]. Grundlage waren 5066 eingesendete Proben aus medizinischen
Einrichtungen, von denen nach unveréffentlichten Kriterien nur 319 Proben mittels IFT
und Lineblot weiter untersucht wurden. Die niedrige Pravalenz der ANAs und der hohe

Anteil identifizierter Antigene muss somit auf die unbekannten Einschlusskriterien
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zurtckzufiihren sein, am ehesten auf einen hohen ANA-Titer. In weiteren Studien zur
Autoimmundiagnostik konnten dem Euroline Immunoblot im Vergleich mit anderen

Testverfahren &hnlich hohe Spezifititen und Sensitivitaten attestiert werden [40].

Bei Einschluss von Ro-52 in die Autoimmundiagnostik sinkt die Spezifitdt und der positiv
pradiktive Wert kommerzieller Testsysteme. Ro-52, PM-Scl, PCNA und CENP B liegen
auf den in dieser Arbeit verwendeten Euroline Immunoblots als rekombinante Antigene
vor. In der Tat fanden sich sehr haufig Reaktivitaten der Lineblots fir Ro-52 (n=45),
jedoch nicht fur PM-SCL (n=3), CENP B (n=1) oder PCNA (nur grenzwertig, n=9). Durch
veranderte Glykosylierung der rekombinanten Proteine, Isolation der Antigene aus
komplexeren Molekilen (z. B. UL-RNP, Sm, SS-A), der Verunreinigung mit bakteriellen
Antigenen und anderen Grinden konnten unspezifische Reaktionen hervorgerufen
werden [27]. Jedoch gilt zu bedenken, dass Ro0-52 in diversen rheumatischen
Autoimmunerkrankungen, Autoimmunhepatitis und auch Virushepatitis gefunden wurde

[108] und darum auch in dieser Arbeit als unspezifisch bewertet werden muss.

4.7.5 Einfluss des Studiendesigns auf die Genetik ANAg e-positiver Individuen

Eine mogliche Verzerrung der Ergebnisse kann durch die unterschiedliche geographische
Herkunft der Proben entstehen. In deren Folge wirden genetische Polymorphismen
erkannt, die spezifisch fir Regionen, aber nicht fiir ANA sind. Doch eine Verteilung von
positiven Proben und Kontrollen, die zusatzlich zur Selektion fir das ANA Muster auch
genau ihrer geographischen Herkunft entsprache, die die Aussagekraft der Genlocus-
ANAs e Assoziationsanalyse schmalern wirde, ist nicht anzunehmen. Andernfalls
bestlinde ein geographischer Zusammenhang, der ein Risiko fur die ANA-Positivitat
darstellt und moglicherweise auf dem genetischen Hintergrund bestiinde. Aufgrund der
Anonymisierung der Proben konnte die hypothetische Feststellung, dass ANAg -

Positivitat regional verteilt sei, jedoch nicht formuliert werden.

Genomweite Assoziationsstudien werden in der Regel mit sehr groRen Kohorten
durchgefihrt, welche mehrere Tausend Individuen umfassen kdnnen. In dieser Studie
wurden etwa 500 Proben verglichen, von denen ein Viertel positiv selektionierte
Individuen sind. Hieraus ergibt sich die Unsicherheit, wie stark die SNP-Varianten
tatsachlich mit dem selektionierten Phanotypen assoziiert sind. Der Einfluss technischer
Verarbeitungsfehler einzelner Individuen auf die Richtung der Gesamtaussage ist hier
wesentlich gréRer als Ublich. Bei einzelnen SNPs scheint tatséchlich ein Replikations-
oder Auswertungsfehler dazu gefiihrt zu haben, dass einem Block von 48 Proben auf
einer Mikrotiterplatte mit 96 Proben ein Minorallel zugeordnet wurde. Bei 19 von 304

betroffenen Kontrollen und 29 von 119 Fallen ergab sich fiur jene funf SNPs eine
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signifikante Minor-Allelverteilung. Obwohl sowohl Kontrollen als auch Falle betroffen
waren, wurde das Ergebnis zugunsten der Haufigkeit des Minorallels unter den Fallen
verzerrt, was bei einer grof3eren untersuchten Gesamtpopulation wahrscheinlich nicht
aufgetreten ware. Da die betroffenen Proben eine Serie auf einer Mikrotiterplatte bildeten,
fiel dieser Fehler in der graphischen Darstellung der Allele jeder Probe auf. Dem liegt
wahrscheinlich eine Varianz zugrunde, die wahrend der Verarbeitung dieser Proben
auftrat. Trotz dieser Unsicherheit, der man durch graphische Darstellung der Allele in
Reihenfolge der Probenverarbeitung fir identifizierte SNP nachkommen kann, bietet die
Untersuchung kleinerer Kohorten ein Potential zur Identifikation von Gen-Phanotyp-
Assoziationen. So kdnnen seltene genetische Varianten in sehr groRen Populationen
verborgen bleiben, wéahrend sie unter den Bedingungen kleinerer Populationen eher
auffallen [41]. Dieses Modell ist in Abbildung 12 dargestellt und illustriert, wie einzelne
Varianten unter bestimmten Bedingungen wie zum Beispiel Umwelteinflissen (griine oder
orangene Punkte) gefunden werden kdnnen, wahrend bei gemischten Populationen diese
(grine und orangene Punkte, Pfeile) nicht identifizierbar sind und die gesamte Varianz
geringer ist. Es ist also durchaus denkbar, mit kleinen Populationen Varianten zu
entdecken, welche einen Einfluss auf die Auspragung von Phanotypen, also zum Beispiel
die verstarkte Synthese von antinuklearen Autoantikdrpern haben. Dieser Effekt ist
insbesondere dann zu erwarten, wenn der Einfluss der Genvarianten auf den Phanotypen
nur sehr gering ist. Das bedeutet jedoch auch, dass diese Genvarianten nur in
Kombination mit weiteren Faktoren zum Beispiel zum Ausbruch einer Erkrankung fihren

konnen und im Umkehrschluss haufig bei gesunden Individuen gefunden werden kénnen.

Broad sense heritability model (G x E)

Prozentuale Varianz

0 25 50 75 100 125 150
Chromosomenposition (Mb)

Abbildung 12: Seltene Varianten werden in gemischten Populationen maskiert. Adaptiert von Gibson,
2011 [41].
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Weiterhin hat sich fur die Auswertung einer GWAS inzwischen eine Signifikanzschwelle
von p < 10® etabliert, sodass bei einer Million Tests die Wahrscheinlichkeit fiir einen
Fehler der ersten Art finf Prozent betragt. Da in dieser Arbeit im SNP-Array nur knapp
200.000 SNPs enthalten und davon nur circa 115.000 korrekt repliziert wurden, ergab sich
die Mdglichkeit, die Schwelle zum Ausgleich fir Multiple Testungen anzupassen. Nach
der Methode von Benjamini und Liu wurde die Schwelle auf p = 4,32E” festgesetzt.

Ein grundsatzliches Problem der genomweiten Assoziationsstudien stellt die Assoziation
selbst dar, die nicht als Kausalitat zwischen identifiziertem Genlocus und dem
selektionierten  Phanotypen missinterpretiert werden darf. Die genomweiten
Assoziationsstudien bieten jedoch die Mdoglichkeit, auch unerwartete Genorte zu
entdecken. Zum Verstehen der pathogenetischen Zusammenhange zwischen jenen
Genen und den Phanotypen kénnen dann funktionelle Studien, beispielsweise mit
Knockout-Mausen oder -Zellen, durchgefuhrt werden.

4.8 Mogliche Folgeexperimente

Einige Fragen werden aufgeworfen, die sich durch folgende Experimente untersuchen

lieRen:

Zur Feststellung der Aviditat wird vom Hersteller fir die hier verwendeten IFT (Euroimmun
AG) zuséatzlich zum normalen Versuchsaufbau eine Harnstoffboehandlung der mit
Probenserum inkubierten Reagenztrager empfohlen. Somit kénnten die Titer korrekt auf

eine hohe Antikérperkonzentration oder eine hohe Aviditat zuriickgefiihrt werden.

Eine lIF-Untersuchung auf HEp-Zellen mit geringer Verdinnung, zum Beispiel 1:10,
wilrde zutage fiihren, ob ANAs auch mit einer Routinediagnostikmethode tatsachlich bei
jedem Menschen zu finden waren. Es sollte beim Testen mit geringer Verdiinnung auch
eine Differenzierung in die bekannten Autoantikbrperklassen erfolgen, um somit

Ruckschlisse auf die Reifung der B-Zellen zu erlauben. (4.3.4)

Die Identifikation der ANA-IgG Glykosylierung in Gesunden kdnnte die Theorie bestarken,

dass bestimmte Heteroglykane pro- und anti-inflammatorische Wirkungen entfalten.

In Mausen mit humanisierten Immunzellen konnten mit Seren von SLE Patienten
Glomerulonephritis und Arthritis ausgeldost werden [81]. Eine Wiederholung dieses
Experiments mit den Seren von ANA positiven, aber gesunden Blutspendern konnte
Aufschluss dartiber geben, ob diese bereits pathogenetisches Potential aufweisen und

somit auf das erste Witebsky Kriterium priifen (siehe 4.5).
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Die genetische Untersuchung koénnte auch mit anderen haufigen AutoantikGpern
durchgefuhrt werden, um eine Assoziation auch anderer Autoimmunerkrankungen mit den
entsprechenden Autoantikorpern nachzuweisen und somit auf eine generelle genetische
Assoziation von der Bildung der Autoantikdrper und der sukzessive entstehenden

Autoimmunerkrankung schlief3en zu kénnen.

Weiterhin kdnnte eine genetische Assoziationsstudie einer wesentlich groReren gesunden
Fallkohorte mit positivem Autoantikbrperbefund weitere genetische, pathophysiologische
Einflussfaktoren der Autoantikbrperentstehung aufdecken und fir funktionelle

Experimente interessant machen.

Der gefundene SNP konnte validiert werden, indem dieser in einer neuen Kohorte
genotypisiert und anschlieend fir ANAs gefarbt wiirde. Fande sich das Risikoallel auch
hier haufiger bei ANA Positiven, wirde dies die gefundene Assoziation unterstiitzen. Ein
ahnlicher Ansatz wird derzeit von Ola El Shimi verfolgt.
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5 Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten fielen in Landern mit hohem Lebensstandard die Inzidenzen
von Infektionskrankheiten, wahrend Autoimmunerkrankungen immer haufiger wurden.
Trotz grof3er Fortschritte leiden viele Menschen an den Folgen der Erkrankungen und den
oft unspezifischen immunsuppressiven Therapien. Hierbei nehmen die Organschaden zu,
je langer die Autoimmunerkrankung nicht adaquat behandelt wird. Daher kommt dem
Zeitpunkt der Diagnose mittels verlasslicher Parameter eine entscheidende Rolle zu. In
retrospektiven Studien wurde nachgewiesen, dass sich Autoimmunerkrankungen wie der
systemische Lupus erythematodes (SLE) teilweise Jahre vor den ersten Klinischen
Symptomen durch das Auftreten der Autoantikérper ankiindigen. Da in der normalen
Bevdlkerung die gleichen Autoantikorper sehr haufig vorkommen (1,4-27,1 % Prévalenz),
kénnen diese bisher nicht zur Vorhersage der Erkrankung genutzt werden. Um diese
Problematik besser zu verstehen, sollen in dieser Arbeit beispielhaft fiir den SLE folgende
Fragen geklart werden: Wie hoch ist der Anteil der gesunden Bevilkerung, die SLE-
typische Autoantikérper in sich tragen und die Selbsttoleranz noch aufrechterhalten? Ist
die Existenz antinukledrer IgG-Autoantikbrper mit eigenen genetischen Merkmalen
assoziiert und liegen sogar Ubereinstimmungen mit Risikogenen fiir SLE vor? Hierfir
wurden mit der indirekten Immunfluoreszenztechnik (IFT) und Immunoblotting in 6454
gesunden Blutspendern antinukledre IgG-Autoantikdrper gesucht und mit positiven
Individuen eine genomweite Assoziationsstudie durchgeftihrt. Bei 5,62 Prozent (Titer
1:100) wurden SLE-typische ANAs identifiziert und je hoher die Fluoreszenzintensitat war,
desto signifikant haufiger lieRen sich spezifische Autoantikbrper nachweisen, am
haufigsten gegen das Antigen SS-A (4,7 Prozent der ANA-Positiven) und nur einmal
gegen Doppelstrang-DNA. In 3,66 Prozent fand sich ein SLE-typisches ANA Muster mit
hoher Intensitat (IFT Titer = 1:320), welches genetisch eine Assoziation mit dem Gen fur
das Tumornekrosefaktor alpha induzierende Protein 3 (TNFAIP3) zeigte. Somit sind ANAs
vom IgG-Typ in Gesunden wesentlich haufiger als die SLE Pravalenz. Die spezifischen
Zielantigene waren vor allem solche ohne Beziehung zu konkreten Organschaden und
nur einmal die besonders SLE-spezifische Doppelstrang-DNA, wie es ebenso fur SLE-
Patienten vor Ausbruch der Erkrankung beschrieben wurde. Sowohl der identifizierte
SNP, als auch das Gen TNFAIP3 sind bekannte Risikofaktoren fur die Entwicklung eines
SLE, sodass ANA-positive Gesunde und SLE-Patienten méglicherweise eine Stérung der

durch TNFAIPS3 regulierten Prozesse der Apoptose und der Apoptoseclearance teilen.
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7.1 Ethikvotum

Alle hier durchgefuihrten Untersuchungen der Blutproben gesunder Blutspender sind
durch die zustandige Ethikkommission der Universitat zu Libeck bewilligt worden:
Aktenzeichen 10-094, Genehmigungsschreiben vom 01.06.2010.

7.2 SLICC Klassifikationssystem*

* adaptiert von Petri et al. [73]
Kriterien sind kumulativ und missen nicht zeitgleich auftreten.

Klinische Kriterien

1. Akut kutaner Lupus, einschlieRlich:
Schmetterlingserythem (nicht wenn diskoid)
Bulléser Lupus erythematodes
Toxisch epidermale nekrolyse Form von SLE
Makulopapuldses Lupus Exanthem
Photosensitives Lupus Exanthem
in Abwesenheit von Dermatomyositis
ODER subakut kutanem Lupus (nicht-indurierte psoriasiforme und/oder anulére polyzyklische L&sionen, die
Narbenlos abheilen, auch wenn teilweise mit postinflammatorischer Pigmentverschiebung oder
Teleangiektasien)
2. Chronisch kutaner Lupus, einschlieBlich:
Klassische diskoide Papeln
Lokal (oberhalb Hals)
Generalisiert (ober- und unterhalb Hals)
Hypertropher (verrukéser) lupus
Lupus Pannikulitis (profundus)
Mucoser Lupus erythematodes
Lupus erythematosus tumidus
Chilblain Lupus erythematodes
Diskoider Lupus/Lichen ruber planus overlap
3. Orale Ulzera
Gaumen
Bukkal
Zunge
ODER nasale Ulzera
in Abwesenheit anderer Ursachen wie Vaskulitis, Morbus Behget, Infektion (Herpes Virus), entziindlicher
Darmerkrankung, reaktiver Arthritis und saurer Nahrung
4. nicht-vernarbende Alopezie (Diffus oder sichtbar briichiges Haar)
in Abwesenheit anderer Ursachen wie Alopecia areata, Medikamente, Eisenmangel und androgenetischer
Alopezie
5. Synovitis (2 oder mehr Gelenke betroffen), charakterisiert durch Schwellung oder Erguss
ODER Schmerzen in 2 oder mehr Gelenken und mindestens 30 Minuten Morgensteifigkeit
6. Serositis
Typische pleuritis langer als 1 Tag
ODER Pleuraerguss
ODER Pleurareiben
Typischer perikardialer Schmerz (im Liegen, verbessert im Sitzen) langer als 1 Tag
ODER Perikarderguss
ODER Perikardreiben
ODER Perikarditis anhand EKG
in Abwesenheit anderer Ursachen wie Infektion, Urdmie und Dressler Perikarditis
7. Niere
Urin Protein-Kreatinin Ratio (oder 24-Stunden Urin Protein) 500 mg Protein/24 Stunden darstellend
ODER Erythrozytenzylinder
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8. Neurologisch
Schlaganfalle
Psychose
Mononeuritis multiplex
in Abwesenheit anderer bekannter Ursachen wie primarer Vaskulitis
Myelitis
Periphere oder kranial Neuropathie
in Abwesenheit anderer bekannter Ursachen wie primérer Vaskulitis, Infektion und Diabetes mellitus
Akute Verwirrtheit
in Abwesenheit anderer Ursachen einschliellich toxisch/metabolisch, Uramie, Medikamente
9. Hamolytische Anamie
10. Leukopenie (<4,000/ul mindestens einmalig)
in Abwesenheit anderer bekannter Ursachen wie Felty Syndrom, Medikamente und portale Hypertension
ODER
Lymphopenie (<1,000/pl mindestens einmalig)
in Abwesenheit anderer bekannter Ursachen wie Kortikosteroide, Medikamente und Infektion
11. Thrombozytopenie (<100,000/ul mindestens einmalig)
in Abwesenheit anderer bekannter Ursachen wie Medikamente, portale Hypertension und thrombotisch
thrombozytopene Purpura

Immunologische Kriterien

1. ANA Level Uber Laborreferenzwert

2. Anti-dsDNA Antikdrper Level Giber Laborreferenzwert (oder >2-fach tiber Laborreferenzwert im ELISA)
3. Anti-Sm: Nachweis von Antikdrper gegen nukledrem Sm Antigen

4. Antiphospholipid Antikorper Positivitat bestimmt durch eines der Folgenden:
Positives Testergebnis fur Lupus Antikoagulanz

Falsch-positives Testergebnis fiir RPR (rapid plasma reagin)

Mittel- oder hoch-titrige Antikardiolipin Antikérper Level (IgA, 1gG, oder IgM)
Positives Testergebnis fur anti-B2-Glykoprotein | (IgA, 1gG, oder IgM)

5. Komplementmangel

C3-Mangel

C4-Mangel

CH50-Mangel

6. Direkter Coombs Test in Abwesenheit einer hamolytischen Anédmie

7.3 Antigene der line blot immunoassays

SS-A (Ro-60)

Ro-52

SS-B (La)

dsDNA (double-stranded DNA)

U1-nRNP (U1-nuclear ribonucleoprotein)

RNP 70 (70kDa ribonucleoprotein)

RNP-A (ribonucleoprotein A)

RNP-C (ribonucleoprotein C)

Sm (Smith-antigen)

nucleosomes

histones

PCNA (proliferating-cell-nuclear-antigen)

Ku-protein

rib. P protein (ribosomal p-protein)

Scl-70 (DNA-topoisomerase 1)

CENP-A (centromeric nucleoprotein A)

CENP-B (centromeric nucleoprotein B)

RP11 (subunit POLR3K of human RNA-polymerase Ill)

RP155 (subunit POLR3A of human RNA-polymerase IIl)

Fibrillarin (U3-nRNP)

NOR90 (nucleoli organizing region)

Th/To (7-2-RNP/7-2-RNA-protein-complex)

PM/Scl (multiple antigens of nucleolar PM/Scl-macromolecular complex)
PM/Scl-75 (75kDa protein of nucleolar PM/Scl-macromolecular complex)
PM/Scl-100 (100kDa protein of nucleolar PM/Scl-macromolecular complex)
PDGFR (stimulating the platelet derived growth factor)

Jo-1 (histidyl-tRNA-synthetase)

PL-7 (threonyl-tRNA-synthetase)
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PL-12 (alanyl-tRNA-synthetase)
EJ (glycyl-tRNA-synthetase)
0OJ (isoleucyl-tRNA-synthetase)

Mi-2 (component of nhucleosome-remodeling complex)

SRP (signal recognition particle)
AMA-M2 (anti-mitochondrial antigen)

7.4 Kombinationen spezifischer SLE-Antigene

Antigen 1 Antigen 2 Fluoreszenz
Histone Nukleosomen Nukle&ar homogen (1:3200)
SS-B Nukleér granular (1:1000)

dsDNA Nuklear granular (1:100)

PCNA Nukleé&r granular (1:100)

SS-A Nukleé&r granular (1:320)

SS-A PCNA Nukleé&r granular (1:100)
3x SS-B Nuklear granulér (1:1000)

SS-B Nukleér granular (1:3200)

Ku Nukleér granular (1:3200)

NRNP/Sm Sm Nuklear granulér (1:3200)
Rib. P-Protein Nuklear granulér (1:1000)

PCNA Ku Nukleé&r granular (1:320)
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7.5 Tafel zur Bestimmung von Immunfluoreszenzmustern auf HEp-Zellen

EUROIMMUN
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Abbildung 13: Tafel zur Bestimmung von Autoantikérpern gegen Zellkerne und Zytoplasma-Bestandteile.
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