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1.1 Systemischer Lupus Erythematodes

1.1.1 Einfiihrung

Der Systemische Lupus Erythematodes ist eine vielschichtige und schwer zu fassen-
de systemisch-chronische Autoimmunerkrankung, die nahezu jedes Organ des
menschlichen Korpers schidigen kann und sich als Kollagenose in den Formenkreis
der rheumatischen Erkrankungen einordnen lasst. Falls wichtige Organe angegriffen
werden und es beispielsweise zur Entwicklung einer sogenannten Lupus-Nephritis
kommt, kann die Krankheit letal enden (D Cruz et al. 2007, Kotzin 1996). Die klini-
schen Symptome variieren dabei erheblich und erschweren eine korrekte und friihe
Diagnose. Da therapeutische Interventionen in einem frithen Krankheitsstadium am
wirksamsten sind, gibt es ein grofles Interesse an einer frithzeitigen Diagnose. Daher
beinhalten die Klassifikationskriterien des American College of Rheumatology
(ACR) neben vielen klinischen Symptomen auch serologische Tests, wie zum Bei-
spiel den Nachweis von antinukledren Antikorpern und Antikérpern gegen native
DNA in ,,abnormen Titern* (Hochberg 1997, Tan et al. 1982). Letztere sind oft
schon einige Jahre vor Ausbruch klinischer Symptome vorhanden (Arbuckle et al.
2003, Shmerling 2003) und deshalb von hoher diagnostischer und therapeutischer
Bedeutung (Heinlen et al. 2007).

1.1.2 Definition und Systematik

Definitionsgemil ist der Lupus Erythematodes als Systemerkrankung der Haut und
des GefdBbindegewebes mit Vaskulitis und Perivaskulitis kleiner Arterien und Arte-
riolen zu verstehen, die zudem Ablagerungen diverser Immunkomplexe bestehend
aus Fibrin, Komplement, DNA oder Anti-DNA-Antikorper aufweist (Herold et al.
2008). Der Ausdruck Lupus, lateinisch fiir Wolf, tauchte erstmals im 16. Jahrhundert
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auf. Die mangels geeigneter Therapie damals noch hédufiger vorkommenden typi-
schen kutanen Lisionen und Verstiimmelungen im Gesicht verglichen Arzte der da-
maligen Zeit mit Biss- und Kratzspuren eines Wolfes (Potter, 1993). Die dermatolo-
gischen Erscheinungsformen der Erkrankung Lupus wurden 1851 vom franzdsischen
Dermatologen Alphée Cazenave mit dem Zusatz erythematodes ergédnzt (Cazenave
1851). Die Bezeichnung stammt aus dem Griechischen Wort épvbnua (erythema)
und bedeutet ,,Rote. 21 Jahre spéter stellte der ungarische Arzt Moritz Kaposi bei
Lupus-Patienten erstmals eine Verbindung zu gehéuft auftretenden Organschidden
her und zeigte hiermit, dass die Erkrankung nicht wie zuvor vermutet immer ein rein
dermatologisches Leiden darstellt, sondern auch systemische Auswirkungen haben
kann (Kaposi 1872).

In Abhingigkeit der unterschiedlichen Auspriagungen der Hautbeteiligung und des
Organbefalls kann man Lupus Erythematodes weiter einteilen. Der Ubersichtlichkeit
wegen sollen hier aber nur die drei wesentlichen Verlaufsformen ohne weitere Un-

terklassifizierung Erwdhnung finden (Herold et al. 2008, Reuter et al. 2004).

e Kutaner / Chronisch diskoider Lupus Erythematodes (CLE) / (CDLE):

Meist lediglich Hautbefall mit in aller Regel giinstiger Prognose.

e Subakut kutaner Lupus Erythematodes (SCLE):

Diese Variante nimmt hinsichtlich der klinischen Auspriagung und Prognose
eine Mittelstellung ein, charakterisiert durch Hautsymptomatik bei hoher Fo-
tosensibilitdt und leichter Organbeteiligung. Eine Nierenbeteiligung ist bei

dieser noch als mild einzustufenden Verlaufsform jedoch duflerst selten.

e Systemischer Lupus Erythemtodes (SLE):

Ausgeprigte Beteiligung innerer Organe mit infauster Prognose. Die Lebens-

erwartung ist unter anderem durch die renalen Manifestationen limitiert.
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1.1.3 Epidemiologie

Der SLE weist erhebliche geschlechtsspezifische Unterschiede auf, Frauen in gebir-
fahigem Alter erkranken durchschnittlich neun bis zehn Mal so hidufig wie Manner
(Fessel 1974, Herold et al 2008). Obwohl die Erkrankung prinzipiell in allen Alters-
gruppen in Erscheinung treten kann, gibt es bei Frauen ein Hauptmanifestationsalter,
das allerdings in der Literatur unterschiedlich angegeben wird. Dies ldsst sich laut
Hettenkofer (1998) vorwiegend im Zeitraum des 25. und 35. Lj. einordnen. Die Inzi-
denz wird mit 10 Neuerkrankungen auf 100.000 Personen/Jahr angegeben, die Pri-
valenz betrigt etwa 1/2000 (Herold et al. 2008), wobei einige ethnische Gruppen
generell ein hoheres Erkrankungsrisiko aufweisen. So sind Menschen asiatischer,
hispano- und afroamerikanischer Herkunft im Vergleich zur kaukasischen Bevolke-
rung etwa drei bis viermal hédufiger betroffen (Alacron et al. 1998a, Alacron et al.

1998b, D" Cruz et al 2007, Manzi 2001).

1.1.4 Klinische Manifestation

Die Komplexitit von SLE wird durch dessen multisystemischen Charakter deutlich,
da im Gegensatz zu organspezifischen Autoimmunerkrankungen wie z.B. Diabetes
mellitus Typ I oder Morbus Basedow so grundlegende Funktionen im Organismus
gestort sind, dass zahlreiche Organsysteme direkt betroffen sein konnen. Der Schwe-
regrad der Ausprigung ist dabei ebenso wie der Verlauf sehr unterschiedlich und
extrem variabel (Kotzin 1996). Die Vielzahl an klinischen Manifestationen und po-
tentiellen Krankheitsverldufen ist so breit gefichert, dass hier im Einzelnen nicht auf
alle Symptome eingegangen werden kann und deshalb in Tab. 1 (modifiziert nach
Hahn 2005) nur ein kurzer Uberblick iiber die in absteigender Hiufigkeit betroffenen
Organsysteme mit den hiufigsten Ausprigungen gegeben werden soll. Unspezifische
Allgemeinbeschwerden, Arthritis und dermatologische Erscheinungsformen sind
meist zuerst prisente und vom Patienten wahrgenommene Symptome (Heinlen et al.

2007).
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Von entscheidender Bedeutung sind jedoch die Beteiligungen der Nieren, des Zen-
tralnervensystems und des Gefdllendothels, da Schidigungen in diesen Organen die

Morbiditdt und Mortalitdt mageblich beeinflussen (Ardoin et al. 2008).

Tabelle 1: Auswahl an hédufigen klinischen Manifestationen bei SLE-Patienten

Betroffenes Organsystem Gesamtanteil in % Klinische Auspriagung

Miidigkeit, Leistungsminderung, Fieber,

All i
gemern 95 Gewichtsverlust
Arthralgien/Myalgien
B t
ewegtingsappata % Polyarthritis
Haut %0 Fotosensibilitit
u
»Schmetterlingserythem
Blutsvst g5 Anidmie
utsystem
Y Leuko/Lymphozytopenie
Kognitive Dysfunkti
Nervensystem 60 ognitive Dysfunktion
Psychosen
Herz/Lunge: 60 Pleuritis/Perikarditis

Myokarditis/Endokarditis

Nephrotisches Syndrom
Niere 30-50 Niereninsuffizienz

,-Lupus-Nephritis*

Ubelkeit, Diarrhoe

M D Leb
agen/Darm/Leber 40 Erhohte Leberenzyme
Venos
Thromb
rombosen 15 Arteriell
Augen s Sicca-Syndrom

Konjunktivitis/Episkleritis

Etwas genauer soll im Folgenden jedoch auf zwei fiir SLE typische Ausprigungen

eingegangen werden.
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Das ,,Schmetterlingserythem®, das zwar auch bei der Autoimmunerkrankung
Morbus Basedow vorkommt, ist fiir SLE das wohl bekannteste optisch sichtbare
Symptom, das mit dieser Erkrankung zumeist als erstes assoziiert wird. Dabei han-
delt es sich um eine symmetrische Gesichtsrotung, die typischerweise mit leichter
Tendenz zur Schuppung auf Wangen und Nase, unter Aussparung der Nasolabialfal-
ten, und vereinzelt auch auf der Stirn auftritt und an die Form eines Schmetterlings
erinnert. Diese charakteristische Hautrotung mit leichter Hautschwellung manifes-
tiert sich hidufig nach Sonnenexposition und fiihrt in vielen Fillen erstmalig zur Ver-
dachtsdiagnose Lupus, ohne dass zuvor andere spiirbare Symptome auftraten. Bei
Afro-Amerikanern ist diese typische Symptomatik im Gegensatz zu anderen lupus-
assoziierten Hautbeteiligungen deutlich seltener (Heinlen et al. 2007). Der ,,Schmet-
terling* wird ebenso wie der ,,Wolf* hdufig als Synonym fiir die Erkrankung Lupus
verwendet. Als Symbol und Namensgeber betiteln und kennzeichnen diese beiden
Bezeichnungen auflerdem verschiedene Fachzeitschriften sowie diverse Webauftritte
verschiedener Selbsthilfegemeinschaften.

Neben der fotosensitiven Rotung im Gesicht sind die gefiirchteten renalen Kom-
plikationen im Krankheitsverlauf von zentraler Bedeutung. Die sogenannte Lupus-
Nephritis (glomerulédre Nephritis) ist ein die Langzeitprognose bestimmender Faktor,
der zumeist innerhalb der ersten Jahre der Erkrankung auftritt und mit zunehmendem
Fortschreiten zur terminalen Niereninsuffizienz und Dialysepflicht fiihrt (Hahn et al.
2005). Unbehandelt verliduft die Krankheit, die Ahnlichkeiten zu anderen Mikrovas-
kulitiden wie z. B. den Autoimmunerkrankungen Wegenersche Granulomatose und
Churg-Strauss-Syndrom aufweist, letal. Durch spezifische Entziindungsprozesse
werden pathologische Proteinablagerungen in den Glomeruli und Verengungen der
renalen Gefédle verursacht. Dadurch wird auch die Filterfunktion der Nieren zuneh-
mend beeintrichtigt und insbesondere die Ausscheidung der harnpflichtigen Sub-
stanzen gestort. Weitere durch die renale Dysfunktion ausgeloste Symptome wie
Mikrohamaturie, Proteinurie und arterielle Hypertonie bleiben vom Patienten lingere
Zeit (Masood et al. 2009) unbemerkt und machen die Relevanz einer effizienten und

frithzeitigen Labordiagnostik umso deutlicher. Zur eindeutigen Diagnosestellung ist
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jedoch neben einfach durchzufiihrenden Urin- und Serumuntersuchungen eine perku-

tane Nierenbiopsie indiziert (Masood et al. 2009).

1.1.5 Pathogene Faktoren

Einige Triggerfaktoren, die SLE auslosen, konnten bislang identifiziert werden:

Exogene Faktoren

Zum einen scheinen virale Infektionen wie z.B. das Epstein-Barr-Virus (EBV) maB-
geblich daran beteiligt zu sein eine Immunreaktion gegen chromatingebundene DNA
auslosen zu konnen (Granholm et al. 1992, Rahman et al. 2008). Daneben werden
auch weitere Faktoren wie UV-Licht, Bakterien, Nahrungs- und Genussmittel, Dro-
gen, Stress und Umweltschadstoffe (Schwermetalle, Hormone, Pestizide) vermutet
(Miller et al. 2007, Sarzi-Puttini et al. 2005). Gerade die UV-Lichtexposition (vor
allem UVB) ist bei einem GroBteil der Patienten (10 — 50%) fiir Exazerbationen ver-
antwortlich (Provost et al. 2001), die zur Apoptose von Keratinozyten fiihrt.
Medikamente

Einige Medikamente wie Antihypertensiva, Antiarrhythmika, Antikonvulsiva oder
auch Neuroleptika konnen einen sog. ,,drug-induced Lupus‘ hervorrufen (Hetten-
kofer 1998). Im Vergleich zum idiopathischen SLE beschrinken sich die Symptome
in der Regel allerdings auf Haut und leichte Formen einer Polyarthritis, Pleuritis und
Perikarditis. Beteiligungen der Niere und des ZNS kommen nur selten vor (Herold et
al. 2008, Rahman et al. 2008). Obwohl bei dieser Form alle Patienten antinukleire
Antikorper (ANA) aufweisen, finden sich Ak gegen dsDNA nie. Nach Absetzen der
Medikamente verbessert sich die Symptomatik meist rasch und hinterlisst nur in
seltenen Fillen ernsthafte Folgeschiden (Herold et al. 2008).

Genetische Disposition

Eine erhohte SLE-Priavalenz ist insbesondere bei Familienmitgliedern sowie Ver-
wandten ersten und zweiten Grades festzustellen (Buckman et al. 1978). Die kombi-
natorischen Varianten verschiedener Gene des Haupthistokompatibilitdtskomplexes

(HLA-DR 1 - 3), des Komplementsystems (Clg, C2, C4) und auch des Fcy-
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Rezeptors sind vermutlich fiir die starke genetische Suszeptibilitit mitverantwortlich

(Braun-Falco 2005, Koene et al. 1998, Rahman et al. 2008, Vyse et al. 1998).

1.1.6 Atiopathogenese

Die Atiologie des SLE ist aufgrund ihrer Komplexitit auch nach vielen Jahren der
Forschung noch nicht vollstdndig verstanden und weitgehend unbekannt.

Als auslosende Faktoren gelten neben den zuvor erwihnten Triggerfaktoren eine
wohl insgesamt erhohte Apoptose-Rate, ein Defekt in der Phagozytose von
apoptotischen Zellen und Immunkomplexen (Ardoin et al. 2008, Davidson et al.
2001, Mok/Lau 2003, Munoz et al. 2008), sowie eine verinderte humorale Ant-
wort (Herrmann et al. 1998). Als entscheidend fiir die Produktion pathogener Auto-
antikOrper zdhlen laut Mok eine gestorte Immuntoleranz in Verbindung mit iiber-
schieBender T-Lymphozyten-Aktivierung, defekter Unterdriickung von B-
Lymphozyten sowie die Verschiebung des Gleichgewichts von T-Helferzellen der
Untergruppe Thl hin zu Th2 (Mok/Lau 2003). Die durch eine Fehlregulation der
Apoptose ausgeldste Freisetzung von Antigenen (Maekawa et al. 2001), die als sub-
zelluldare Strukturen auch die Oberfliche der sterbenden Zelle in Form sogenannter
,.Blebs* formen (Rahman et al. 2008), fithren schliefllich zu einer, noch unvollstin-
dig geklérten, iiberschiefenden Produktion von Autoantikorpern. Die Autoreaktivitéit
ist unter anderem vermutlich durch somatische Mutationen bedingt. Dies ist jedoch
nur eine Hypothese, denn daneben gibt es auch ein anderes Erkldrungsmodell, in
dem die Autoreaktivitdt naiver B-Zellen durch polyklonale B-Zell-Aktivierung und
damit antigenunabhingig (Zhang et al. 2008a) zur Produktion von Autoantikérpern
fiihren soll.

Diese Autoantikorper sind im Gegensatz zu anderen Autoimmunerkrankungen nicht
gezielt gegen organspezifische Antigene, sondern gegen apoptotische Zellkernbe-
standteile wie dsDNA, Histone, Nukleosomen und Ribonukleoproteine (Tan 1989)
gerichtet. AuBBerdem scheinen sie sogar die Zellmembran durchdringen zu kénnen
(Kotzin 1996) und somit durch Anbindung an intrazelluldre Strukturen den Krank-

heitsprozess zu beeinflussen. Durch akkumulierende apoptotische Zellbestandteile
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angeregt, werden besagte Antikorper von aktivierten Plasmazellen (ausdifferenzier-
ten B-Lymphozyten) produziert. Eine gesteigerte Zytokinproduktion der T-Zellen
(Interleukine) sowie durch Makrophagen zur Apoptose freigesetztes TNF-a sind als
chemotaktisch und immunmodulatorisch wirksame Substanzen vermutlich fiir die
verdnderte zelluldire Immunantwort mitverantwortlich. In mehreren Studien wurde
ein gewisser, wenn auch kontrovers beurteilter, Zusammenhang zwischen Serum-
konzentrationen besagter Signalstoffe und der Krankheitsaktivitdt bei SLE-Patienten
nachgewiesen (Davas et al. 1999, Postal et al. 2011, Rahman et al. 2008, Tokano et
al. 1999). Die entstandenen Antigen-Antikdrper-Immunkomplexe zirkulieren im ge-
samten Korperkreislauf und fithren durch Ablagerungen in unterschiedlichen Gewe-
ben zu lokalen komplementvermittelten Entziindungsreaktionen, die zu Zerstorung

und irreversiblen Schiden fithren konnen.

1.1.7 Diagnose

Die Diagnosestellung SLE ist nach wie vor schwierig und hiufig ein lingerer Pro-
zess, da der Facettenreichtum und die variablen Erscheinungsformen dieser Erkran-
kung die Grenzen einzelner medizinischer Fachrichtungen sprengen und daher erfah-
renen Rheumatologen und spezialisierten Fachérzten vorbehalten bleibt. Vom Auf-
treten erster Symptome bis zur eigentlichen Diagnose vergehen durchschnittlich 24
Monate (Cervera et al. 1993). Als Hilfestellung fiir die Diagnostik wurden 1971 von
der American Rheumatism Association (ARA) die ersten klinischen Klassifikations-
kritieren aufgestellt (Cohen et al. 1971). Diese wurden 1982 und zuletzt 1997 iiber-
arbeitet, um serologische Tests erweitert und in ACR-Kriterien (American College of
Rheumatology) umbenannt (Hochberg 1997, Tan 1982). Diese bis heute giiltige
Formulierung besteht aus einer Auflistung 11 verschiedener klinischer und immuno-
logischer Merkmale. Wenn zu einem beliebigen Zeitpunkt der Erkrankung mindes-
tens 4 der 11 Kriterien vorliegen, (Tab. 2, modifiziert nach Hochberg 1997, Tan
1982) kann mit hoher Sicherheit (Spezifitit ~ 95%, Sensititvitit ~75%) die Diagnose
SLE gestellt werden (Hahn 2005).
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Tabelle 2: Diagnostische Kriterien des American College of Rheumatology (ACR)

Kriterium Definition

Symmetrisches, flaches oder erhabenes Erythem der Wangen

1.Schmetterlingserythem
und des Nasenriickens unter Aussparung der Nasolabialfalten

Druckschmerzhafte Plaques mit follikuldren Hyperkeratosen,

2. Diskoide Hautverinderungen
Pigmentverschiebungen und Atrophie

3. Fotosensibilitit Hautausschlag als Folge einer ungewohnlichen Reaktion auf

Sonnenlicht
4. Orale Ulzera Schmerzlose orale oder nasopharyngeale Geschwiire
5. Arthritis Nichterosive Arthritis in zwei oder mehreren Gelenken - Stei-

figkeit, Schwellung oder Gelenkerguss

a) Pleuritis

b) Perikarditis

6. Serositis

a) persistierende Proteinurie > 0,5 g/Tag oder > 3+, falls keine

. Quantifizierung erfolgt, oder
7. Renale Beteiligung

b) Erythrozyten- , granulére, tubulédre oder gemischte Zylinder,
Hémoglobinurie

. a) Krampfanfille ohne erkennbare Ursache oder
8. ZNS-Beteiligung

b) Psychosen unklarer Genese

a) himolytische Animie mit Retikulozytose oder

b) Leukopenie < 4000 Leukozyten/ul oder

Ne)

. Hamatologische Stérung
¢) Lymphopenie <1500 Lymphozyten/ul oder

d) Thrombozytopenie < 10000 Thrombozyten/ul

a) Anti-DNA: Antikorper gegen native dsDNA in abnormem

Titer oder
10. Immunologische Stérung
b) Autoantikorper gegen das Ribonukleoprotein Sm oder

¢) Autoantikorper gegen Phospholipide

11. Antinukleére Antikorper Abnormer Titer antinukleéirer Antikdrper

Diese Kriterien sollten von Klinikern aber stets kritisch und jeweils im Kontext zu
jedem einzelnen Patienten betrachtet werden. Genauso wie ein NICHT-SLE-Patient
mehr als 4 ACR-Kriterien aufweisen kann, gibt es auch Konstellationen, in denen ein
an SLE-Erkrankter im Krankheitsverlauf und unter Therapie nur noch 1 oder 2 ACR-
Kriterien aufzeigt (Smith et al. 1999). Die Krankheitsaktivitit jedes SLE Patienten
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kann zusitzlich anhand verschiedener Indices individuell eingestuft und weiter beur-
teilt werden. In den letzten 25 Jahren wurden zur Objektivierung des Krankheitszu-
standes mehrere Systeme (Griffiths et al. 2005) eingefiihrt, die sich mitunter aller-

dings grundsitzlich unterscheiden. Einige gingige Indices sind:

® British Isles Lupus Assessment Group (BILAG) index

e European Consensus Lupus Activity Measurement (ECLAM)

e Systemic Lupus Activity Measure (SLAM)

e Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI)
e Lupus Activity Index (LAI)

Wihrend BILAG insbesondere einzelne Organe beurteilt, werden die anderen In-
dices als globale Punkte-Systeme zur Messung der Krankheitsaktivitit im Hinblick
auf den gesamten Organismus eingesetzt. Weitere Unterschiede sind der beobachtete
Zeitraum fiir die Messung der Krankheitsaktivititen (Griffiths et al. 2005), der von
wenigen Tagen bis hin zum gesamten letzten Monat reichen kann, sowie die Erfas-
sung von anti-dsDNA Antikorpern, die beispielsweise nur durch den SLEDAI be-

riicksichtigt werden.

1.2 Autoantikorper gegen dsDNA

Autoantikorper unterschiedlichster Formation mit niedriger Affinitdt gegen einzel-
striangige (ss) oder dsSDNA gerichtet, vorwiegend in Form des Isotyps IgM, kommen
physiologisch in niedrigen Konzentrationen auch bei gesunden Individuen vor (Da-
vidson/Diamond 2001, Hahn 1998) und scheinen sogar eine protektive Funktion zu
erfilllen (Rahmann/Isenberg 2008). Daher sind nur ganz bestimmte Arten von anti-
dsDNA Autoantikorpern als echt pathogen einzustufen (Mok/Lau 2003).

Die bei etwa 95% (Mok/Lau 2003) aller Lupus-Patienten vorkommenden antinukle-
dren Antikorper (ANA) sind zwar sehr sensitiv, aber wenig spezifisch fiir SLE. Ge-

nau entgegengesetzt verhilt es sich mit AntikOrpern gegen doppelstringige DNA

10
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(anti-dsDNA), die sehr spezifisch fiir SLE sind. Da sie unter Beriicksichtigung des
verwendeten Nachweisverfahrens jedoch nur in etwa 50% (Classen 2004) bis hochs-
tens 80% (im aktiven Krankheitsstadium) (Rahman/Isenberg 2008) der untersuchten
Patientenseren nachzuweisen sind, sind sie nicht ganz so sensitiv (Classen 2004).
Aber sie sind oft schon einige Jahre vor Auftritt klinischer Symptome vorhanden
(Arbuckle et al. 2003, Shmerling 2003) und deshalb von hoher diagnostischer und
therapeutischer Bedeutung (Heinlen et al. 2007). Antikorper gegen doppelstringige
DNA (anti-dsDNA) sind, passend zu ihrer hohen Spezifitit fiir SLE, besonders hilf-
reich im Bezug darauf, die Diagnose in die richtige Richtung zu lenken (Isenberg
2004). Als antigene Determinanten (Epitope) fungieren Bestandteile des Ribose-
Phosphat-Riickrats, Basenpaare oder insbesondere bestimmte Konformationen der
DNA Doppelhelix, die physiologisch vorwiegend in der rechtsgingigen B-Form vor-
liegt (Hahn 1998). Auflerdem sind sie auch fiir Nachbeobachtungen zuldssig, da an-
steigende Titer von hochaviden Immunglobulinen, insbesondere des Isotyps G,
Krankheitsschiibe, besonders den Beginn oder die Verschlechterung der gefiirchteten
Glomerulonephritis vorhersagen konnen (Ballou/Kushner 1979, Bootsma et al. 1997,
Hahn 1998, Hughes et al. 1971, Riboldi et al. 2005, Smeenk et al. 1990b, ter Borg et
al. 1990). IgM sowie IgG niedriger Affinitét sind dagegen mit dem Krankheitsverlauf
weniger gut assoziert (Bootsma et al. 1996, Rahman/Isenberg 2008). IgM scheint
sogar eine negative Korrelation im Hinblick auf eine Glomerulonephritis aufzuwei-
sen (Witte 2008) und vorwiegend mit kutanen Manifestationen assoziiert zu sein
(Forger et al. 2004, Witte et al. 1998b). IgA dagegen wird hauptsdchlich mit auftre-
tenden Vaskulitiden in Verbindung gebracht (Witte et al. 1998a).

1.3 Anti-dsDNA Laboranalytik

Anti-dsDNA-Bestimmungen sind, wie bereits geschildert, von entscheidender klini-
scher Relevanz und eignen sich sowohl fiir eine frithzeitige Diagnostik als auch zur
Verlaufskontrolle. In Abhingigkeit des pradominanten Immunglobulin-Isotyps sind
oftmals zusitzlich weitere Informationen hinsichtlich des Risikos fiir bestimmte kli-

nische Manifestationen herauszulesen (Forger et al. 2004 ).

11
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In der Routinediagnostik kommen zur Detektion von Antikorpern gegen doppel-
strangige DNA im Wesentlichen die drei folgenden Analysemethoden zum Einsatz,

auf die jeweils kurz etwas nidher eingegangen werden soll.

1.3.1 Farr Radioimmunoassay

Der Farr RIA, benannt nach Richard Farr, verwendet mit dem Radioisotop 1251 mar-
kierte dsDNA aus bakterieller Plasmid-DNA. Diese wird zunichst mit dem Pro-
benserum und den darin potentiell vorhandenden dsDNA-Antikdrpern auf einem
Schiittelmixer inkubiert. Die dabei entstehenden Immunkomplexe werden anschlie-
Bend mit 50% Ammoniumsulfat (NH4),SO, prizipitiert. Nach Zentrifugierung sind
die im Prézipitat enthaltenden Immunkomplexe durch Messung der Radioaktivitit
quantifizierbar. Ohne zwischen den Immunglobulinen vom Isotyp IgG und IgM zu
unterscheiden (Hahn 1998, Rouquette/Desgruelles 2006), weist der Farr-Assay vor-
rangig Antikorper mit hoher Aviditidt gegen dsDNA nach (Isenberg/Smeenk 2002,
Isenberg 2004), da es durch die hohe Ionenkonzentration hiufig zur Dissoziation von
niedrig aviden DNA/anti-DNA Komplexen kommt (Smeenk et al. 1982). Die hohe
Spezifitit dieses Nachweisverfahrens fiihrt dazu, dass der Farr-Assay bei Klinikern
hiufig immer noch als ,,Goldstandard* (Smeenk et al. 1990a) in der serologischen
Diagnostik von SLE angesehen wird. Dabei gelten Anstiege der gemessenen anti-
dsDNA Werte hiufig als pradiktiv fiir Exazerbationen (z. B. Lupus-Nephritis) (Rou-
quette/Desgruelles 2006, ter Borg et al. 1990).

1.3.2 Nichtradioaktive Immunoassays

ELISAs sind durch ihre relative einfache Durchfiihrung die am weitesten verbreite-
ten Nachweisverfahren in der labormedizinischen Praxis. Dabei basieren die meisten
Verfahren auf folgendem Prinzip (Konigshoff/Brandenburger 2004 ):

Auf Mikrotiterplatten ist zumeist rekombinante dsDNA in eukaryontisch oder proka-
ryontischer Form (Rouquette/Desgruelles 2006) als Antigen in Vertiefungen, soge-

nannten Kavitéten, bereits vorimmobilisiert. Nach Zugabe des verdiinnten Patienten-
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serums und entsprechender Inkubationszeit kommt es zur Ag/Ak-Bindung. An-
schlieBend werden alle ungebundenen Serumbestandteile ausgewaschen. Um den
gebundenen, humanen — auch primir genannten Ak — nun sichtbar zu machen, wird
dem Ag/Ak-Komplex ein sekundirer enzymgebundener Ak zugefiigt. Dieser bindet
an den F; Teil des primidren humanen AK. Nach einem weiteren Inkubations- und
Waschvorgang wird auf die Trédgerplatte ein farbloses Substrat zugegeben, das von
dem sekundiren Ak mit dem kovalent angebundenen Enyzm (meist Peroxidase) in
einen Farbstoff umgewandelt wird. Dessen optische Dichte kann anschlieBend mit
einem Mikrotiterplatten-Reader erfasst werden. Je intensiver die Farbreaktion, desto
hoher die Konzentration des priméren Aks.

Im Gegensatz zum Farr-RIA, der nicht nach Isotypen trennt, detektieren die meisten
ELISAs hiufig eine Subklasse, vorwiegend Immunglobuline vom Isotyp G. Je nach
Aufbau gibt es aber auch Assays, die neben IgG auch IgA oder IgM oder eine Kom-
bination derer erfassen (Brinkmann et al. 1991, Rouquette/Desgruelles 2006). Neben
neuen Systemen, die sich dhnlich wie der Farr durch eine hohe Spezifitit auszeich-
nen, gibt es auch Systeme, die vorwiegend niedrig affine AK nachweisen, was zwar
zu einer guten diagnostischen Sensitivitét fiihrt, dies allerdings auf Kosten der Spezi-

fitdt (Brinkmann et al. 1991, Rouquette/Desgruelles 2006, Villalta et al. 2003).

1.3.3 Crithidia luciliae indirekte Immunfluoreszenz

Aarden beschrieb 1975 (Aarden et al. 1975) erstmals die Technik der indirekten Im-
munfluoreszenz zur Bestimmung von anti-dsDNA in Verbindung mit dem Hémo-
flaggelaten Crithidia luciliae. Dieser Einzeller besitzt ein einziges groBes Mito-
chondrium, in dem sich nahe der Geillel der sogenannte Kinetoplast befindet, eine
Matrix bestehend aus fibrillirer DNA. Zu den einfach kultivierbaren Crithidien, die
fir Messungen auf Objekttragern bereits vorfixiert sind, werden Patientenseren in
unterschiedlicher Verdiinnung zugegeben und inkubiert. Gebundene Patienten-Ak
werden in einem weiteren Schritt mit Hilfe von Flouresceinisothiocyanat (FITC)-
markierten anti-human Ig-Serum mikroskopisch ausgelesen. Ahnlich wie beim ELI-

SA kann durch die Wahl spezieller Antiseren zwischen den verschiedenen Isotypen
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differenziert werden. Dabei iiberzeugt der CLIF zwar durch dhnlich gute Spezifitit
wie der Farr RIA, ist aber wie dieser im direkten Vergleich zu ELISAs ebenfalls nur
wenig sensitiv (Ballou/Kushner 1979, Smeenk et al. 1990, Smeenk et al. 1982, Wong
et al. 1998). Problematisch bei diesem Test ist allerdings der enorm grof3e experie-
mentelle Aufwand und die fehlende Quantifizierbarkeit, da jeweils nur ein Grenztiter
bestimmt wird, der die hochste noch als positiv bewertete Verdiinnung der einzelnen
Probe widerspiegelt. Daraus ergibt sich das nédchste Problem, denn die Auswertung
des Verfahrens erfordert vom Anwender viel Erfahrung und somit sind die Ergebnis-
se nutzerabhéngig und aufgrund der fehlendenden Vergleich- und Objektivierbarkeit

hiufig unterschiedlich und als subjektiv einzuschitzen.

1.4 Therapie und Prognose

Da es bislang noch keine kausale Therapieoptionen fiir SLE gibt, wird die Behand-
lung interdisziplindr organisiert und stadiengerecht unter Beriicksichtigung der
Krankheitsaktivitit und sekundidrer Zusatzerkrankungen durchgefiihrt (Classen
2004). Folgende Ziele sind vorrangig:

e Erhaltung der Organfunktionen

e Schmerzreduktion

e Remission
Bei milden Verlaufsformen ohne viszeralen Befall geniigt meist eine Kombination
aus Nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) in Verbindung mit Hydrochloroquin
(Herold et al. 2008) und dariiber hinaus Kortikosteroide bei entziindlichen Schiiben.
Schwerere Fille mit Beteiligung lebenswichtiger Organe erfordern dagegen eine ag-
gresivere hochdosierte Kortikosteroid-Stofltherapie zusammen mit dem Einsatz von
Immunsuppresiva (Herold et al. 2008, Hettenkofer 1998). Da etwa 40% aller Patien-
ten zusitzlich von einem sekundiren Antiphospholipid-Syndrom (APS) betroffen
sind, das zu Thrombembolien fithren kann, muss héufig zusitzlich eine orale Antiko-
agulation erfolgen (Braun-Falco 2005). Ebenso miissen Lebensgewohnheiten (Rau-

chen, Sonnenexposition, Erndhrung) und kardiovaskuldre Begleitsymptome wie Hy-
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pertonie und Hyperlipiddmie frithzeitig behandelt werden, um die Prognose nachhal-
tig beeinflussen zu konnen. Die enorme Schwierigkeit fiir den Kliniker ist es, in en-
ger Zusammenarbeit mit dem Patienten die richtige Mitte zu finden, um einerseits die
Progredienz der Erkrankung moglichst hinauszuzogern und andererseits die Neben-
wirkung der Medikation auf ein fiir den Patienten ertrigliches Mall zu reduzieren.
Die Lebenserwartung hat in den letzten Jahren auch aufgrund verbesserter Diagnos-
tik und Therapie deutlich zugenommen. So kann man heute davon ausgehen, dass ein
adiquat behandelter SLE Patient eine durchschnittliche 10-Jahres-Uberlebensrate
von >90% (Herold et al. 2008) aufweist. Dennoch hat eine Frau, bei der Lupus im
Alter von 20 diagnostiziert wurde, noch ein Risiko von 1:6 im Alter von 35 Jahren an
Lupus direkt oder einer mit der Erkrankung assoziierten Infektion zu sterben
(Rahman/Isenberg 2008). Haufigste Todesursachen sind neben vereinzelt vorkom-
menden Infektionen auch kardiovaskuldre Erkrankungen, Urdmie sowie neurologi-

sche Komplikationen.

1.5 Biosensorik

1.5.1 Grundlagen der Biosensorik

Fiir Biosensoren gibt es eine ganze Reihe von Definitionen und unterschiedlichen
Beschreibungen (IUPAC 1997, Luppa et al. 2001, Sethi 1994), die sich in ihrer
Kernaussage jedoch kaum unterscheiden. Bringt man diese in einen Kontext, so kann
man Biosensoren ganz allgemein als miniaturisierte Analysesysteme charakterisie-
ren, die biologische Aktivitdten in ein messbares Signal umwandeln und sich zumeist

aus folgenden Bestandteilen zusammensetzen:

e einer biologisch, aktiven Schicht zur Erkennung und reversiblen Interaktion des
Analyten einer Analysenprobe.

e einem sich in unmittelbarer Nihe befindlichen Signalwandler, einem sog. Trans-
ducer, der die biomolekulare Erkennungsreaktion erfasst und in ein messbares
Signal umwandelt.
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e einem nachgeschalteten Prozessor, der das gemessene Signal empfingt und den
Anforderungen des Nutzers entsprechend weiterverarbeitet.

Das Signal, das vom Transducer iibertragen wird, ist dabei allerdings ein sekundires
Signal, da es nicht durch den Analyten selbst entsteht, sondern durch dessen Reakti-
on mit der Biokomponente, die hdufig auch als Biorezeptor bezeichnet wird. Sowohl
anhand unterschiedlicher Erkennungselemente, die als biologische Komponente fun-
gieren, als auch durch verschiedenartige Transducer lassen sich Biosensoren weiter
einteilen und klassifizieren.

Als Erkennungselemente kommen zum Beispiel Enzyme (Clark/Lyons 1962), Re-
zeptoren (Kriz/Mosbach 1995), Nukleinsduren (Sawata et al. 1999), Anti-
gen/Antikorper (Brecht et al. 1995) oder ganze Zellen/zellulidre Strukturen zum Ein-
satz (Vedrine et al. 2003). Signalwandler kann man hinsichtlich ihres Messverfah-
rens in elektrochemische (Korpan et al. 2000), optische (Metzger et al. 2007), mikro-
gravimetrische (Zhang et al. 2008b) und thermometrische (Ramanathan/Danielsson
2001) Transducer-Systeme einteilen. Wihrend die Sensitivitit des Messsystems da-
bei in erster Linie von der Wahl eines geeigneten Transducers abhéangt, wird die Spe-
zifitdt des Biosensors durch die biologische Komponente vorgegeben, da jeweils nur

ganz bestimmte Analyten mit dem ausgewihlten Biorezeptor interagieren konnen.

1.6  Oberflichenplasmonresonanz (SPR)-Biosensoren

Die Funktionsweise des in dieser Arbeit verwendeten optischen Biacore X-
Biosensors, der mit einem auf dem SPR-Effekt (Surface Plasmon Resonance) basie-

renden Transducer arbeitet, soll im Folgenden etwas ausfiihrlicher dargelegt werden.

1.6.1. Oberflichenplasmonresonanz

Das Auftreten von Oberflachenplasmonen wurde 1957 erstmals von Ritchie (Ritchie
1957) theoretisch beschrieben. Im Gittermodell bestehen Metalle aus einem Grund-
geriist, das sich aus positiv geladenen Atomriimpfen zusammensetzt. Diese werden

von frei beweglichen Valenzelektronen umgeben, die ein dichtes Elektronengas bil-
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den. Diese freien Elektronen an der Oberfliche sehr diinner Edelmetalle konnen nun
zur kollektiven, longitudinalen Schwingung angeregt werden. Dabei wird das Quant
einer solchen Plasmaschwingung als Plasmon bezeichnet. Die Anregung des Lei-
tungselektronengases in Metallen kann durch Licht erreicht werden, auf das die
Oberflichenplasmonen sehr empfindlich reagieren.

Das Phianomen der Oberflichenplasmon-Resonanz wurde unter anderem von Kre-
tschmann (Kretschmann 1969) erstmals in einer Messanordnung genutzt. Deren
Grundprinzip beruht darauf, dass polarisiertes, monochromatisches Licht unter den
Bedingungen der internen Totalreflektion schrig auf ein Prisma trifft, an dessen Un-
terseite eine diinne Metallschicht aufgetragen ist. Dabei gelangt der Lichtstrahl von
einem optisch dichten Medium mit hohem Refraktionsindex (RI) auf die Grenzfliche
zu einem optisch ,,diinneren* Medium, das einen niedrigeren RI aufweist. Auf der
dem Prisma abgewandten Seite der Metallschicht befindet sich ein Dielektrikum. Der
Lichtstrahl kann das Metall zwar nicht durchdringen, ruft aber durch die daraus re-
sultierenden und bereits erwihnten Plasmon-Oszillationen eine elektrische Feldinten-
sitdt, ein Evaneszenzfeld, hervor. Die dabei entstehende und exponentiell abnehmen-
de sogenannte Evaneszenzwelle dringt in das Medium mit geringerem RI ein. Deren
Reichweite entspricht der des einfallenden Lichts. Die Evaneszenzwelle an der
Grenzfliche von Metall und Dielektrikum bewirkt dabei eine Abschwichung der
Intensitit des reflektierten Lichtstrahls (attenuated total reflection, ATR), die gemes-
sen werden kann. Der Winkel der Intensititssenke, auch als Resonanzwinkel be-
zeichnet, reagiert sehr sensitiv auf eine Brechungsindexverinderung, die an der
Grenzschicht Metall und Dielektrikum zustande kommt. Interagieren dort Biomole-
kiile mit einem immobilisierten Liganden, verdndert sich der RI und damit auch der
Resonanzwinkel. Dies ermdglicht eine quantifizierbare Erfassung der Massen- und
Konzentrationsédnderung oder eine kinetische Analyse der stattfindenden Reaktion an

der Oberflidche in Echtzeit (Biacore 1998, Jonsson/Malmqvist 1992).
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1.6.2. Aufbau des SPR-Biosensor Biacore X

Die Biosensoren von BIAcore sind Systeme zur markierungsfreien, biomolekularen
Interaktionsanalyse (BIA, Biological Interaction Analysis) unter Nutzung des SPR-
Effekts als Detektionsprinzip. Die Messung, die eine Anderung der Massenkon-
zenation erfasst, erfolgt dabei in Echtzeit. Einen schematischen Aufbau zeigt Abb. 1.

Wesentliche Bestandteile sind dabei:

¢ Prisma

¢ Lichtquelle zur Erzeugung von monochromatischem, polarisiertem Licht
¢ Photodetektoreinheit

e Mikrofluidische Einheit

e austauschbare Goldoberfldchen im Chipformat, versehen mit einer biologischen

Schicht

monochromatische reflektiertes
Lichtquelle Signal

Prisma

Intensitétssenke

Sensorchip >
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Abbildung 1: SPR-Funktionsprinzip des Biacore X. Bindung freier Analyten an der Sensorober-
flache fiihrt zu einer Verschiebung der Intensitétssenke des reflektierten Lichts von Position I in Posi-
tion II.
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Der Fragestellung fiir das Messsystem entsprechend gibt es unterschiedliche Chip-
oberfliachen. Alle bestehen aus einem Plastiktriger, in den ein Glasplittchen einge-
klebt ist, das auf einer Seite mit einer etwa 50 nm starken Goldschicht bedampft ist.
Auf die Goldoberfliche konnen aufgrund der monoatomar aufgedampften Edelme-
tallschicht verschiedene Ankermolekiile angekoppelt werden. Am haufigsten kom-
men mit Carboxymethyldextran beschichtete Goldoberflichen zum Einsatz, die in
modifizierter Ausfithrung auch mit Streptavidin oder Nitrilotriessigsdure vorbehan-
delt sein konnen. Nach Einlegen des gewiinschten Chips wird dessen Oberseite, die
aus unbeschichtetem Glas besteht, an die optische Detektionseinheit angedriickt. Die
Detektionseinheit besteht aus einer Lichtquelle (LED) und einem als Detektor fun-
gierenden Diodenarray. Die goldbeschichtete und mit Biomolekiilen bestiickte Un-
terseite ldsst sich nun gezielt mit Analyt- bzw. Pufferlosungen iiberspiilen. Auf jedem
Chip entstehen durch dessen eigene Oberfliche zusammen mit der mikrofluidischen
Einheit jeweils vier Flusszellen (flow cells, FC). Davon nutzt der Biacore X jedoch
lediglich zwei (FC1 und FC2). Neben der seriellen Ansteuerung beider Flusszellen
gibt es auch die Moglichkeit, diese jeweils separat zu nutzen. So kann man diese
verschiedenartig beladen und dabei eine Flusszelle (z.B. FC1) als Referenzzelle nut-
zen, wihrend die andere als eigentliche Messzelle zum Einsatz kommt. Die Mikro-
fluidik kann iiber eine Offnung fiir Probeninjektionen mit einer Pipette beladen wer-
den und verfiigt iiber eine insgesamt 100 ul fassende Probenschleife. Neben zwei
Ausgingen fiir verbrauchte Losungen besitzt diese noch einen Eingang fiir die Puf-
ferlosung. Eine 500-ul-Hamilton-Spritze sorgt fiir die Aufrechterhaltung eines kon-
stanten Laufpufferflusses. Die Pufferlosung kann mit einem Analyten kontinuierlich
iber die mit einem Liganden benetzte Goldoberfliche iiberspiilt werden.

Kommt es nun zu einer Bindung zwischen immobilisiertem Liganden und Analyt,
erfolgt auch eine Zunahme der an der Chipoberfliche anhaftenden Masse und damit
eine Anderung des RI an der Grenzfliche Puffer/Gold. Um diese Anderung zu erfas-
sen, wird unter Nutzung des SPR-Effekts ein Lichtstrahl in einer Wellenldnge nahe
des Infrarot-Spektrums erzeugt, der in einem Winkel zwischen 66° und 69° auf die
Goldoberfliche des Sensorchips auftrifft. Der totalreflektierte Lichtstrahl trifft an-

schlieend auf eine aus mehreren Bildpunktreihen bestehende Fotodetektoreinheit.
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Diese erfasst sehr prizise die Vergrolerung des Resonanzwinkels, bedingt durch eine
Intensititssenke des reflektierten Lichts von Position I auf Position II, wie in Abb. 1.
dargestellt. Visualisiert werden die Messungen in einem Sensorgramm, das die An-
derung des Resonanzwinkels als Funktion der Zeit in der willkiirlich festgelegten
Einheit Resonance Unit (RU) grafisch abbildet (Ordinate [RU], Abszisse [Zeit]).
Somit konnen die Interaktionen eines auf dem Goldchip immobilisierten Liganden
mit einem Analyten in Echtzeit beobachtet werden. Aquivalent zu einer Positionsver-
schiebung der Intensitédtssenke um 0,1° kann man im Sensorgramm eine Anbindung
von 1000 RU verfolgen. Das entspricht etwa einer Ligand-Massenzunahme von 1
ng/mm’ auf der Chipoberfliche (Biacore 1998, Fagerstam et al. 1992, Jons-
son/Malmgqvist 1992). Des Weiteren ist unter Verwendung einer geeigneten Regene-
rationslosung eine mehrfache Nutzung der Chipoberfliche moglich. Dabei miissen
diese Losungen fiir jedes Messsystem individuell optimiert werden, um dabei einer-
seits den gebundenen Analyten vollstindig abzuwaschen und andererseits die Ober-
fliche moglichst unbeschidigt zu lassen (Andersson et al. 1999).

Abb. 2 zeigt einen typischen Bindungskurvenverlauf des SPR-Biosensors. Die Basis-
linie bleibt unter Uberspiilung des Laufpuffers stabil. Wird die Probenldsung inji-
ziert, die spezifische Analyten fiir die Oberflachenanbindung erhilt, dndert sich nach
Anbindung der RI an der Grenzfliche zwischen Gold und Puffer mit einem sichtba-
ren Kurvenanstieg im Sensorgramm. Nach vollstindiger Passierung der Liganden
entlang der Chipoberfliche werden gebundene Anteile durch erneuten Einsatz des
Laufpuffers weggespiilt und es folgt die Dissoziation, die sich in einem Kurvenabfall
darstellt. Nach Verwendung einer geeigneten Regenerationslosung sollte wieder die

Basislinie erreicht werden.
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Abbildung 2: SPR-Sensorgramm mit typischem Verlauf. [a], Ende der Injektionsphase; [b], Ende der
Dissoziationsphase

1.7 Zielsetzung der Arbeit

e Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zum einen, die klinische Wertigkeit eines
SPR-Biosensors mit einer bereits etablierten Chip-Oberfldache auf dessen Fihigkeit
zur Erfassung der fiir SLE spezifischen dsSDNA Antikorper hin zu beurteilen. Dabei
beruht diese Methode auf dem SPR-Prinzip und ermoglicht die markierungsfreie
Messung der Interaktion zwischen Antikdrpern und einer auf der Oberflache immo-
bilisierter dsDNA unter homogenen Bedingungen. Es gibt Vorergebnisse beziiglich
der Sensoroberfliche von Buhl (Buhl et al. 2007):

DNA auf die Oberflidche zu bringen ist aus mehreren Griinden problematisch:

1) DNA sollte im Durchflusssystem aufgetragen werden.

2) Standard-Chips sind lediglich mit Carboxymethyldextran beschichtet, die
aufgrund ihrer 3-dimensionalen Matrix zwar die Ligandenimmobilisierung
verbessern, durch die negative Ladung jedoch starke elektrostatische Abstos-
sung zur Folge haben.

3) Die Auswahl an zur Verfiigung stehenden organischen, aprotischen Lo-
sungsmitteln ist aufgrund der chemischen Bestiandigkeit des Biosensors limi-

tiert.
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Losung: Ein Immobilisierungsprozess, der die anspruchsvollen Anforderungen mit
zwei verschiedenen Kopplungschemata erfiillt.

Biotin/Streptavidin fiir schnelles und effizientes Komplexieren des Liganden auf
Streptavidin-beschichteten Chips, gefolgt von einer kovalenten Amin-Kopplung fiir
die endgiiltige Stabilisierung und feste Oberfldchenprisentation von dsDNA.
Zusitzlich sind aus dem Messsystem Informationen zur Bindungskinetik und Affini-
tit abzulesen.

e Zweitens wurde das neue SPR-Verfahren mit kommerziellen Immunoassays ver-
glichen. Getestet wurden ELISA-Methoden der neuesten Generation (Farrzyme,
Bindazyme, EliA) und auch der Farr-RIA.

Als Kriterium zur Uberpriifung der Leistungsfihigkeit wurde fiir jedes Verfahren die

diagnostische Effizienz berechnet.
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2  Material und Methodik

2.1 Gerite und Verbrauchsmaterialien

0,2 um Sterilfilter FP 30/0,2 CA-S Filtereinheit von Schleicher & Schuell (Dassel,
Deutschland)

Achtkanalphotometer fiir Mikrotiterplatten (ELx808, BioTek Instruments GmbH,
Bad Frierichshall)

Analysenwaage (Analytic AC 1203, Sartorius AG, Gottingen)

Milli-Q-Plus-Anlage zur Gewinnung von destilliertem Wasser (Millipore, Billerica,
USA)

Eppendorf Reaktionsgefifle in den Groflen 2 ml, 1,5 ml und 0,2 ml (Eppendorf AG,
Hamburg)

Helium aus Gasflasche von SWF (Friedrichshafen, Deutschland)
Mikroliterzentrifuge Mikro 120 (Hettich GmbH Co, Tuttlingen)

Schiittelgeridt Vortex Genie 2 (Scientific Industries, USA)

Schiittelinkubator (Thermomixer comfort, 535000.011, Eppendorf AG, Hamburg)
Sensorchips SA (BR-1000-32, GE Healthcare, Freiburg)

SPR-Biosensor Biacore X (GE Healthcare, Freiburg)

Vivaclear Zentrifugalfilter (VKO1P042, Sartorius, Gottingen)

Alle fiir die Versuche verwendeten Glaswaren stammten von der Firma Schott

(Mainz, Deutschland).

2.2 Chemikalien und Antikorper

Albumin aus bovinem Serum ~99% (BSA, A3059, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Amine Coupling Kit (BR-1000-50, GE Healthcare, Freiburg)
e 0,2M EDC (N-ethyl-N"-[(dimethylamino)propyl]-carbodiimid hydrochlorid
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e (0,05 M NHS (N-hydroxysuccinimid)

¢ |M Ethanolamin-HCI (pH 8,5)
Anti-Human IgA (a-Ketten spezifisch)-Agarose (A2691, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Anti-Human IgG (Fc spezifisch)-Agarose (A3316, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Anti-Human IgM (u-Ketten spezifisch)-Agarose (A9935, Sigma-Aldrich, Steinheim)
dsDNA-mAB32 [0,43 mg/ml] Deklaration 1,4 x 10° IU/ml (Diarect AG, Freiburg)
dsDNA-mAB33 [0,075 mg/ml] Deklaration 2,2 x 10° IU/ml (Diarect AG, Freiburg)
HEPES (H4034, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Natriumchlorid (1.01540.5000, Merck, Darmstadt)
Natriumhydroxidpldtzchen (1.06495.0250, Merck, Darmstadt)
n-Octyl B-D-Glucopyranosid >99% (39473, Sigma-Aldrich, Steinheim)
Salzsdure rauchend 37% (1.00317.1000, Merck, Darmstadt)

2.3 Puffer und Losungen

2 M Hydrochlorid zur pH-Werteinstellung
HCI rauchend 37% ca.2M 10 ml
Aqua pur. ad 60 ml

2 M Natriumchlorid zur pH-Werteinstellung
NaOH-Plitzchen 2M 8g

Aqua pur. 100 ml

HBS-N (Biosensor Chip-Beladungspuffer)

HEPES 10 mM 1,L1I9g

NaCl 150 mM 438 ¢

Aqua pur. ad 400 ml

2M HCI g.s. fiir pH-Einstellung 7,4
Aqua pur ad 500 ml
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HBS-BO (Biosensor Lauf — und Verdiinnungspuffer)

HEPES 10 mM 1,L1I9g

NaCl 150 mM 4,38 g

BSA 0,1% (w/v) 05¢g

n-OGP 0,005% (w/v) 0,025 g

Aqua pur. ad 500 ml

2M HCI g.s. fiir pH-Einstellung 7,4
Aqua pur. ad 500 ml

Biosensor-Regenerationslosung

NaOH 50 mM 02¢g
NaCl 1M 58¢g
Aqua pur. ad 100 ml

Zusiatzlich zu den angegebenen Verbrauchsmaterialien wurden die etablierten und
bereits vorbereiteten Bestandteile

¢ modifiziertes, biotinyliertes humanes Transferrin (hTf)

¢ DNA-Konjugat mit spezifischer bp-Linge (hTf-dsDNA)
gemill der von Buhl et al. (2007) entwickelten Methodik zur Beladung der Bio-
sensoroberflidche als Antigen eingesetzt. Auf die dafiir notwendigen Reagenzien

(Buhl et al. 2007) soll hier aber nicht niher eingegangen werden.

2.4 Patientenseren und Kontrollen

Fiir die Messungen am Biosensor und den Immunoassays wurde ein Kollektiv aus 50
anonymisierten Serumproben klinisch und serologisch gut charakterisierter SLE-
Patienten eingesetzt. Diese stellte Dr. H.-P. Jdkel (Dietrich Bonhoeffer Klinikum,
Institut fiir Labordiagnostik, Neubrandenburg) aus der Serumbank fiir Autoimmun-
erkrankungen des Klinikums Neubrandenburg zur Verfiigung. Die Seren stammten

aus einer Vergleichsstudie verschiedener anti-dsDNA Nachweismethoden (Jékel et
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al. 2006) und waren bereits mit fiinf verschiedenen anti-dsDNA Labormethoden ge-
messen. Alle Patienten erfiillten mindestens 4 der ACR-Diagnose-Kriterien (Hoch-
berg 1997, Tan et al. 1982) und waren positiv auf ANA getestet. Der positive Test
fiir anti-dsDNA im Serum wurde dabei nicht als eines der ACR-KTriterien betrachtet.
22 der 50 SLE Patienten litten an Lupus-Nephritis. Deren Diagnose wurde durch
Biopsie und/oder klinisch-chemische Parameter (signifikante Proteinurie: >0,5 g/d,
Erythrozyturie und erhohte Kreatinin-Werte im Serum) gepriift. Zum Zeitpunkt der
Probenabnahme stand jedoch noch keiner der Nephritis-Patienten unter Dialyse. Die
klinische Symptomatik des SLE-Kollektivs dul3erte sich insgesamt in folgender Ver-

teilung und Ausprigung, wie in Tab. 3 angegeben.

Tabelle 3: Privalenz klinischer Symptome der SLE-Studien-Patienten

Nephritis 44% Animie 18% Raynaud-Symptomatik 12%
Arthritis/Arthralgien 80% Leukopenie 6% Serositis 16%
Schmetterlingserythem 12% Kardiopulmonale Beteiligung 16%  Sek. APS-Syndrom 10%
ZNS-Symptomatik 12% Hautbeteiligung 40% Sicca-Syndrom 12%

Die 59 Seren umfassende Kontrollgruppe bestand zum einen aus 20 freiwilligen,
gesund erscheinenden Spendern. Diese waren Medizinstudenten bzw. Mitarbeiter des
Instituts fiir Klinische Chemie, bei denen auf Basis von medizinischen und klinisch-
chemischen Untersuchungen kein Hinweis auf eine akute oder chronische Erkran-
kung vorlag. Zum anderen aus 39 Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen
auBer SLE und dem damit oftmals assoziierten Antiphospholipidsyndrom. Diese
stammten vom Klinikum rechts der Isar und dem Klinikum Miinchen. Deren Diag-
nosen wurden durch erfahrene Kliniker insbesondere auf das Vorhandensein relevan-
ter Autoantikorper gepriift. Es handelte sich bei diesen Proben um left over Material.
Die individuell nicht identifizierbaren Serenproben waren Reste aus der Routineana-
lytik geméll dem FDA Dokument, Guidance on Informed Consent for In Vitro Diag-
nostic Device Studies Using Leftover Human Specimens That Are Not Individually
Identifiable - Guidance for Sponsors, Institutional Review Boards, Clinical Investiga-

tors and FDA staff* (OMB crontrol no. 0910-0582 issued September 25, 2006). Cha-
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rakteristisch fiir die Kontrollgruppe mit Autoimmunopathien waren unter anderem

das Vorhandensein folgender Antikorper:

Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikorper

Antikorper gegen cyclisches citrullinieres Peptid

Anti-mitochondriale Antikorper

Acetylcholin-Rezeptor-Antikorper

Antikorper gegen Ribonukleoproteine

Autoantikorper gegen Gliadin, Transglutaminase und Endomysium

Die demographischen Daten der Patienten und Kontrollen sind in Tab. 4 zusammen-

gefasst. Samtliche Serenproben wurden zunichst nach Zentrifugation aliquotiert, bei

-80° C tiefgefroren und erst unmittelbar vor Verwendung wieder aufgetaut.

Tabelle 4: Merkmale der Patienten und Kontrollen

Untersuchte n Mittleres Alter
Gruppe Untergruppe (weiblich/ménnlich) (Jahre)
SLE 50 (47/3) 41,0+ 14,3
Lupus Nephritis 22 (20/2) 36,9 +13,1
Kontrollen 59 (39/20) 53,4+12,9
Morbus Wegener 10 (5/5) 62,0+ 144
Rheumatoide Arthritis 16 (11/5) 63,8 +13,4
Myasthenia gravis 3(2/1) 74,0+5,2
Primaére bilidre Zirrhose/ 7 (6/1) 54,7+ 19,9
Autoimmunhepatits
Mischkollagenose 2 (2/0) 85
Zoliakie 1 (0/1) 55
Gesunde Probanden 20 (13/7) 36,2 + 14,0
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2.5 Immunoassays zur Detektion von anti-dsDNA

Da bereits Messdaten der 50 SLE-Seren von mehreren Immunoassays vorlagen,
musste nur die Kontrollgruppe (39 + 20) mit folgenden vier immunologischen

Nachweisverfahren erfasst werden.

2.5.1 Farr-Assay

Verwendet wurde der anti-dsDNA Farr RIA der Firma Trinity Biotech (Bray, Irle-
land). Dieser Assay nutzt radioaktiv markierte dsDNA des Bakteriophagen PM2 (6 x
10° Da) als Antigen, um die spezifischen Antikorper im Serum zu detektieren. Den
Angaben des Herstellers entsprechend werden Werte > 7,0 IU/ml als indikativ fiir
SLE angesehen.

2.5.2 Bindazyme-Elisa

Der anti-dsDNA Immunoassay von Bindazyme (The Binding Site Ltd, Birmingham,
UK) misst IgG-spezifische dsDNA Antikérper. Die Kavitidten sind mit nativer
Kalbsthymus dsDNA als Antigen vorbeschichtet.

2.5.3 Farrzyme-Elisa

Der Farrzyme Elisa (The Binding Site Ltd, Birmingham, UK) ist ein selektiv hoch-
avider anti-dsDNA Enzymimmunoassay, ebenfalls fiir Antikorper der Klasse IgG.

Dabei verwendet er wie der Bindazyme-Assay nativen Kalbsthymus als Antigen.

2.5.4 ElA

Der Elia dsDNA (Phadia GmbH, Freiburg) ist ein IgG selektiver anti-dsDNA Enzy-
mimmunoassay, der rekombinante doppelstringige Plasmid-DNA als Antigen nutzt

und mit einem ImmunoCAP 250 Analysegerit gemessen wird.
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Alle kommerziellen Assays fiir die anti-dsSDNA Messungen sind auf den friiheren,
1988 eingefiihrten, WHO-Referenzstandard Wo/80 (Feltkamp et al. 1988) kalibriert
und wurden entsprechend den Anleitungen der Hersteller benutzt. Die verwendeten

Cut-Off Werte der einzelnen Verfahren sind im Ergebnisteil angegeben.

2.6 SPR-Biosensor

Alle Biosensor-Messungen wurden auf dem Biacore X (GE Healthcare, Freiburg) bei
einer konstanten Temperatur von 25° C durchgefiihrt. Pufferlésungen wurden unmit-
telbar vor Gebrauch durch 0,2 pm Filter sterilfiltriert und anschlieBend fiir 10 Minu-

ten mit Helium entgast.

2.6.1 Chipbeladung

Vor Beginn der Messreihen musste zundchst einmal der Sensorchip fiir den Bio-
sensor mit einem als Antigen dienenden dsDNA-Konstrukt beladen werden. Auf-
grund der bereits auf S. 21 genannten Probleme (Buhl et al. 2007) im Einsatz mit den
hiufig verwendeten Carboxymethyldextran (CMD) beschichteten Goldchips (Sen-
sorchip CMS5), wurden fiir die Messungen nur Sensorchips des Typs SA (GE
Healthcare) verwendet. Diese bestehen aus einer CMD-Schicht, an der Streptavidin
kovalent praimmobilisiert ist. Fiir die Beladung wurde die bereits von Buhl et al.
(2007) etablierte und sich durch zahlreiche Vorversuche als geeignet erwiesene Me-
thode angewandt. Auf die genaue Herstellung des verwendeten ds-DNA-Protein-
Konjugats sei ebenfalls auf (Buhl et al. 2007) verwiesen und das Prinzip daher nur in
Kurzform dargestellt:

Ein synthetisches Oligonukleotid wird unter Verwendung der Hydrazin-Aldehyd-
Biokonjugation zunéchst an biotinyliertes humanes Transferrin gekoppelt. Dieses
Geriist wird anschlieBend mit dem komplementiren Gegenstrang hybridisiert. Nach
erfolgter Ligation des rekombinanten humanen dsDNA-Fragments in einer Linge
von 233 bp kann das fertige Konstrukt im Durchflusssystem des Biosensors auf die

Oberfliache eines SA-Chips immobilisiert werden. Dabei vereint das Immobilisie-
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rungsprotokoll von Buhl eine effiziente Biotin/Streptavidin-Bindung mit der guten
Stabilitit der Aminkopplung. Abb. 3a zeigt den Herstellungsprozess und Abb. 3b den
fertigen Chip mit der angebundenen ds-DNA.

Humanes Transferrin (hTf)

Modifikation mit SANH F
( Succinimidyl-6-hydrazinonicotinate o X

acetone hydrazone)

Kopplung mit 5°- Aldehyd-ssDNA )\:

T4 DNA Ligase Hybridisierung und Ligation mit ent-
sprechend verdauter dsDNA
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Biotinylierung

biotinyliertes Protein-DNA-Konjugat

Capturing im Durchfluss und anschlieBende
kovalente Fixierung mit EDC/NHS auf einem
Streptavidin-Caboxymethyldextran-Chip
(SA-Chip, Biacore)

Abbildung 3a: Herstellungsprozess des biotinylierten Protein-DNA-Konjugats
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Biotinylierter
Protein-Trager
(Transferrin)

Kovalente Bindung

Biotin/Streptavidin
An Carboxymethlydextran

immobilisiertes Streptavidin

SA-CHIP [ ]

Abbildung 3b: SA-Chip-Oberflichendesign (modifiziert nach Buhl et al. 2009)

Beladungsschema: Zu Beginn wird ein SA-Chip Rohling in den Biosensor einge-

setzt, der Beladungspuffer HBS-N, zuvor filtriert und entgast, an das Messsystem
angeschlossen und das Sensorgramm gestartet. Die eigentliche Beladung erfolgt in

drei Biosensor-Zyklen, wie in Abb. 4 dargestellt.

1.Zyklus: Konditionierung

Nach Einstellung der Messtemperatur auf 25° C wird die Chipoberfliache zunichst
konditioniert. Dabei wird bei einer Flussrate von 30 pul/min in beide Flusszellen (FC1
und FC2) insgesamt dreimal 30 ul Regenerationslosung (50 mM NaOH/1M NaCl)

injiziert mit dem Ziel einer konstant verlaufenden Basislinie.

2.ZyKklus: Immobilisierung von hTf-dsDNA auf der Messzelle

Danach erfolgt die Beladung der Messzelle (FC2) bei einer Flussrate von 2 ul. Der
bereits vorhandene DNA-Protein-Konjugatansatz (hTf-dsDNA) wird zundchst im
Verhiltnis 1:10 mit HBS-N verdiinnt und 60 ul davon injiziert. AnschlieBend wird
die Flussrate auf 5 pl erhoht und es erfolgt zur Ligandenkopplung die Injektion von
60 ul einer 1:1 Mischung aus 0,2 M EDC und 0,05 M NHS bei einer nachfolgenden
Dissoziationszeit von 120 s (120 s Delay). Delay ist dabei die Zeit, in der das System
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bei kontinuierlicher Flussrate der Pufferlosung einen Gleichgewichtszustand erreicht.
Dadurch werden N-Hydroxysuccinimid-Ester auf der Oberfldche aufgebracht und die
Carboxymethylgruppen der Dextranoberfliche des SA-Chips aktiviert. Die Car-
boxylfunktionen kénnen nun mit Aminen aus hTf reagieren. Alle nicht abreagierten
NHS-Ester werden schlieBlich durch eine weitere Injektion von 35 pl Ethanolamin-

HCI (pH 8,5) entfernt.

3.ZyKklus: Immobilisierung von hTf auf der Referenzzelle

Im letzten Zyklus erfolgt die Beladung der Referenzzelle (FC1) mit der Applizierung
von biotinyliertem hTf, 1:100 in HBS-N verdiinnt, bei einer Flussrate von 5 ul. Die
Injektion erfolgt allerdings manuell und wird nach kurzem, schnellen Anstieg des
SPR-Signals [RU] abgebrochen. Das weitere Prozedere erfolgt, den letzten beiden
Schritten des zweiten Zyklus entsprechend, zundchst wieder mit der Injektion von 60
ul einer 1:1 Mischung aus 0,2 M EDC und 0,05 M NHS und einer abschlieenden
Applizierung von 35 pl Ethanolamin-HCI (pH 8,5).

39000 Zyklus 1: Konditionierung der Flusszellen FC1 und FC2

37000 - FC2

35000
— 33000 -|
=)
[}
31000 -
29000 -
——
27000 -
Dreimalige Injektion der Regenerationslésung NaOH/Nacl
25000 :
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Zeit
[s]
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Abbildung 4: Die drei Schritte des SA-Chip-Beladungsschemas im SPR-Biosensorgramm.
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2.6.2 Einsatz eines anti-dsDNA Kalibrators zur Quantifizierung der
Biosensorergebnisse

Zur Durchfiihrung der Messungen wurden mehrere Chips verwendet. Da die erhalte-
nen Anbindungswerte im Sensorgramm jeweils in [RU] angegeben werden, musste
eine gewisse Kalibrierung eingefiihrt werden, um eine Vergleichbarkeit der Ergeb-
nisse untereinander zu gewdhrleisten. Dazu wurde der monoklonale Antikorper
dsDNA-mAB-32 (DIARECT AG, Freiburg) (Buhl et al. 2009) verwendet. Entspre-
chend den Herstellangaben weist dieser eine Aktivitit von 1,4 x 10° TU/ml bei einer
Proteinkonzentration von 0,43 g/l auf. Der Antikérper wurde nun in definierten Ab-
standen, jeweils vor fiinf Seruminjektionen, injiziert. Nach jeweils fiinf danach ver-
messenen Seren wurde die relative Anbindung am Ende der Injektionsphase in RU
abgelesen und als Anteil der Anbindung des Antikorperkalibrators berechnet. Durch
die vorgegebene Aktivititsangabe von dsSDNA-mAB32 konnten nun die Reaktiviti-

ten der Seren in IU/ml ausgedriickt werden.

2.6.3 Biosensormessungen der SLE- und Kontroll-Seren

Als Laufpuffer wurde HBS-BO, zuvor mit Helium entgast und durch 0,2 um Filter
sterilfiltriert, verwendet und die kontinuierliche Flussrate auf 30 ul gestellt. Zu Be-
ginn wurde die Oberfldche zunidchst durch dreifache Injektion der Regenerationslo-
sung 50 mM NaOH/1M NaCl konditioniert und der Chip somit fiir die ersten Mes-
sungen vorbereitet. Die Serenproben wurden vor den Messungen jeweils 1:100 mit
HBS-BO verdiinnt. 90 ul der vorverdiinnten Seren wurden anschlielend injiziert mit
einem nachfolgenden Delay von 300 s. Dies ist eine 300 Sekunden dauernde Periode
nach Ende der Injektion, um die Dissoziation der Immunkomplexe zu beobachten.
Als eigentlicher Wert diente aber nur der RU Wert nach vollsténdiger Injektion der
90ul. Danach wurde die Biosensor-Oberfliche zur Regeneration (Abspaltung der
zuriickgebliebenen Immunkomplexe) fiir eine Minute mit der Regenerationslosung
50 mM NaOH/IM NaCl gespiilt, sodass das Signal wieder die Basislinie erreichte.
Die Messung des als Kalibrator eingesetzten Antikorpers dsDNA-mAB32 in einer
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Verdiinnung von 1:200 in HBS-BO erfolgte jeweils nach dem selben Schema. Die

Gesamtdauer fiir eine einzelne Messung betrug ungefihr 12 - 15 Minuten.

2.6.4 Isotypspezifische Abreicherung von Immunglobulinen aus Serum

Da Immunglobulinisotyp-abgereicherte Seren fiir die anschliessende Messung am
Biosensor gedacht sind, wurden alle Abreicherungsschritte mit HBS-BO durchge-
fiihrt. Fiir die Messungen wurden allerdings vorwiegend Seren verwendet, die im
Biosensor eine relativ hohe Anbindung [RU] zeigten.

Die drei eingesetzten anti-human-Ig-Agarose-Gele werden vor ihrer Benutzung zu-
niachst mehrmals griindlich mit dem relevanten Laufpuffer gewaschen. Anschlies-
send werden 18 ul Serum mit 582 pl HBS-BO vermischt und auf fiinf Aliquots zu je
100 pl aufgeteilt. Der iibriggebliebene Rest wird verworfen.

Entsprechend dem folgenden Schema werden nun zu den fiinf Aliquots die drei gut

homogenisierten Antiisotyp-Agarose-Slurrys dazupippetiert:

1. Negativkontrolle: keine Zugabe

2. IgM-Anteil: 30 pl anti-human-IgA-Agarose + 30 ul anti-human-IgG-Agarose

3. IgA-Anteil: 30 pl anti-human-IgM-Agarose + 30 ul anti-human-IgG-Agarose

4. IgG-Anteil: 30 pl anti-human-IgA-Agarose + 30 ul anti-human-IgM-Agarose

5. Positivkontrolle: 30ul anti-human-IgM-Agarose + 30 ul anti-human-IgG-Agarose
+ 30 pl anti-human-IgA-Agarose

Darauf werden die Proben fiir 60 Minuten bei 25° C unter kriftigem Schiitteln inku-
biert und anschlieBend durch Filtration mit Vivaclear-Zentrifugalfiltern von Agaro-
segel befreit. Das resultierende Volumen muss nun mit dem Laufpuffer HBS-BO auf
exakt 300ul aufgefiillt werden.

Das Messschema am Biosensor entspricht den herkommlichen Messungen mit 30 pl
Flussrate, einem Injektionsvolumen von 90 pl mit 300s Delay und der Abspaltung

durch 30 pl Regenerationslosung 50 mM NaOH/1 M NaCl.
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2.7 Auswertung der Daten

Alle angegebenen Mittelwerte sind als arithmetisches Mittel zu verstehen, zu denen
vereinzelt auch die Standardabweichungen bzw. die Variationskoeffizienten angege-
ben sind. Deren Werte wurden mit der Tabellenkalkulation Windows-Excel 2003 der
Firma Microsoft (Redmond, WA, USA) berechnet. Alle weiteren Berechnungen und
statistischen Darstellungen (ROC-Plots, Box-and-Whisker-Plots, Korrelationskoeffi-
zienten nach Spearman usw.) erfolgten mit Hilfe des Add-in-Makros Analyse-it 1.61
(Analyse-it Software, Leeds, UK), SPSS 16.0 (SPSS, Chicago, Illinois) und Graph-
Pad Prism 5.04 (GraphPad Software, La Jolla, USA). Fiir das Fitting, die Auswer-
tung und Anpassung der Biacore Sensorgramme, kam die Software BIAevaluation

3.2 RCI1 (GE Healthcare, Freiburg) zum Einsatz.
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3  Ergebnisse

Es wurden mit dem SPR-Biosensor die Sensorgramme von 50 SLE-Patienten den
Ergebnissen von 39 Patienten mit anderen Autoimmunopathien und 20 Gesunden

gegeniibergestellt.

3.1 Auswertung der SPR-Sensorgramme

Die Biosensor-Signale wurden als Funktion der Zeit dargestellt, ausgedriickt in der
Einheit [RU] pro 0,90 pul (90 pl Injektionsvolumen, 1:100 verdiinnt). In Abb. 5 wer-
den exemplarisch einige Kurvenverldufe auf SA-Chip 1 dargestellt. Ausgewertet und
bearbeitet wurden die Sensorgramme, die sich aus der Differenz der beiden Flusszel-
len ergaben (Messzelle FC2 — Referenzzelle FC1). Dadurch wurden zusitzliche un-
spezifische Signale, die durch unterschiedliche Brechungsindices von Laufpuffer und
Probenlésung auf der Oberflidche entstanden, eliminiert. Als Messwerte fiir die Anti-
korper-Interaktionen und anschlieBenden Berechnungen wurden diejenigen RU-
Werte gewihlt, die jeweils nach vollstindiger Seruminjektion ausgehend von der
Basislinie die maximale Anbindung am Ende der Assoziationsphase aufzeigten
(Rmax)- Dieses Anbindungsmaximum war zugleich der Umschlagspunkt [a] zwischen
Assoziations- und Dissoziationsphase im Sensorgramm. Alle anderen Versuche, eine
Kombination mit einer weiteren Variablen, die auch das Dissoziationsverhalten der
anti-dsDNA (RU Wert nach 300s Dissoziation [b]; zum Beispiel [a-b]/[b]) miteinbe-
zogen, verbesserten die Ergebnisse dabei jedoch nicht. Mit der bereits dargelegten
Assay-Kalibration wurden die RU Werte aller gemessenen Seren (SLE und Kontrol-
len) mit Hilfe der dsDNA-mAB32-Spezifikationen in die jeweiligen IU/ml Konzent-

rationen umgerechnet.
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Abbildung 5: Beide Sensorgramme zeigen jeweils 10 Seren-Messungen mit den dazugehorigen und
fiir die Auswertung erforderlichen Kalibratorinjektionen.
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3.1.1 Ak-Isotypbestimmung einzelner Seren

Bei der SPR-Spektroskopie kommt die Anderung des Resonanzwinkels letztlich
durch eine Abweichung des Brechungsindex im dielektrischen Medium zustande,
wenn Masse an der Oberfliache des Biosensors bindet. Im Sensorgramm ist jedoch
keine Information iiber die genaue Eigenschaft des Isotyps des anti-dsDNA Antikor-
pers ersichtlich. Daher wurden einzelne Seren, vorzugsweise solche mit hoher relati-
ver Anbindung, mit Hilfe einer isotypspezifischen anti-human-Ig-Agarose gezielt
von den Immunglobulinfraktionen befreit, um anschlieBend die verbleibenden An-
bindungswerte der Seren zu untersuchen. Dadurch sollte gezeigt werden, dass die
beobachtete Anbindung durch Immunglobuline und nicht durch unspezifische und
nicht genau zuzuordnende Effekte zustande kommt. Die sich daraus ergebenden Sen-
sorgramme stellen sich jeweils mit folgenden 5 Bindungskurven dar (siehe Abb. 7):

Positivkontrolle: von allen drei relevanten Isotypen IgG, IgM und IgA befreit — sehr

geringe Anbindung.

Negativkontrolle: ohne Agarose — deutlicher Anbindung.

Ubrige 3 Kurven: jeweils von zwei Antikorperfraktionen befreit — die Kurven mit

nur noch einem Isotyp liegen zwischen den Extremwerten der Positiv- und Negativ-
kontrolle.

Bei 7 der insgesamt 10 untersuchten SLE-Seren zeigte sich eine deutliche Dominanz
des IgG-Isotyps. Fiir zwei Seren war die Dominanz eines einzigen Isotyps nicht ganz
klar ersichtlich (Kombination aus IgG/IgM). Lediglich bei einer Probe waren Anti-
korper des Isotyps IgM nachweisbar. Dieses Serum war insofern interessant, weil es
von den anderen 4 Liganden-Assays als SLE-negativ eingestuft wurde. Nennenswer-
te IgA-anti-dsDNA konnte in keinem der zehn getesteten Seren identifiziert werden.
Exemplarisch sind in Abb. 6 zwei solcher Isoytpyverteilungen von zwei verschiede-
nen Seren, die auf unterschiedlichen Chips gemessen wurden, dargestellt.

Das Serum 1, gemessen auf SA-Chip 1 wurde nur im SPR-Biosensor als hochpositiv
eingestuft und wies als einziges unter den Getesteten eine Pridominanz des Immun-
globulins IgM auf. Die auf SA-Chip 5 analysierte Probe (Serum 2) mit dominieren-

dem IgG war in allen Assays positiv.
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Abbildung 6: Isotypspezifische Abreicherung zwei verschiedener Seren. Deutlich erkennbar sind die
jeweils unterschiedlichen pradominanten Immunglobulinfraktionen.
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3.2 Vergleichende Datenanalyse aller S anti-dsDNA -
Bestimmungsmethoden

Die vier verwendeten anti-dsDNA-Liganden-Assays hatten jeweils individuell unter-
schiedliche Mess-Bereiche und detektierten die SLE-Seren verschiedenartig, obwohl
sie alle gegen den selben WHO Standard Wo80 standardisiert sind. Die SPR-
Methodik beruht auf einer anderen Technik und die quantifizierbaren RU-Ergebnisse
der Ryax-Werte konnen nicht mit den quantitativen Resultaten der Liganden-Assays
verglichen werden. Die SPR-Signale konnten allerdings mit Hilfe des Kalibrators
dsDNA-mAB32 in IU/ml umgerechnet werden. Tab. 5 stellt die unterschiedlichen
Datensétze dar und zeigt zudem die vorgegebenen diagnostischen Cut-Off-Werte fiir
alle verschiedenen Methoden, auf3er fiir das SPR-Verfahren. Nach Angaben des Her-
stellers gibt es bei Bindazyme allerdings eine ,,Grauzone* fiir positive Seren im Be-
reich zwischen 30-75 IU/ml. In der Auswertung wurde der Cut-off jedoch zum Zwe-
cke der besseren Vergleichbarkeit auf 30 IU/ml festgelegt. Bei allen verwendeten
Assays konnten keine entscheidenden Unterschiede in den Wertebereichen zwischen
den gesunden Kontrollen (n=20) und den Kontrollpatienten mit Autoimmunopathien
auBer SLE (n=39) beobachtet werden. Daher wurden beide Untergruppen in eine
gemeinsame Kontrollgruppe zusammengefasst. Wie am Beispiel fiir die Ergebnisse
am SPR-Biosensor zu sehen, liegen jeweils etwa 75% der Messwerte der Autoim-
munseren (AIS) und Normalseren (NS) im unteren Quartil der SLE-Werte-
Verteilung (Abb. 7).

Tabelle 5: Ergebnisse der anti-dsDNA-Datensitze der verwendeten Methoden

Ergebnisse fiir SLE Patienten Ergebnisse fiir Kontrollen
Methode (Einheit) Cut-off* (n=50; MW = SD) (n=59; MW =+ SD)
SPR (IU/ml) 147,1 + 1074 63,7+23,0
Farr (IU/ml) 7,0 14,6 £+ 24,4 24+1,7
Bindazyme (IU/ml) 30,0 146,0 £ 184,1 11,6 £4,7
Farrzyme (IU/ml) 30,0 49,9 + 98,1 6,7+3,4
EliA (IU/ml) 10,0 66,6 + 127,3 3.8+114
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Abbildung 7: Dot-Plot und Box-Whisker Plot aller im SPR-Biosensor gemessenen SLE-und Kon-
trollseren (AIS + NS), umgerechnet in IU/ml mit Hilfe der Kalibrators dsSDNA-mAB32.

3.3 Methodenvergleich

Fiir die vier Ligandenassays und das SPR-Biosensor-Verfahren wurden lediglich die

Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman (r;) berechnet, die einerseits sehr ro-

bust gegeniiber Ausreilern sind und andererseits keine lineare Beziehung zwischen

den Variablen voraussetzen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 zusammengefal3t. Alle

rs Werte sind signifikant auf einem Level von 0,01 (zweiseitiger t-Test; p < 0,01).

Die hochsten ry Werte weisen der Vergleich Bindazyme-EliA und der Vergleich

SPR-Bindazyme auf. Die niedrigste Korrelation zeigt SPR verglichen mit dem

Farrzyme.
Tabelle 6: Rangkorrelationskoeffizienten aller 5 Methoden

Bindazyme Farrzyme Farr EliA SPR
Bindazyme — 0,51 0,61 0,71 0,67
Farrzyme — 0,48 0,47 0,38
Farr - 0,56 0,59
EliA — 0,55
SPR —
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3.4 ROC-Analysen und Bestimmung der diagnostischen Effizienz

Fiir die Evaluierung der Diskriminationseigenschaften der untersuchten Testsysteme
zur Detektion von SLE-Patienten diente die Receiver-Operating-Characteristics
(ROC) Analyse. Mithilfe dieses Verfahrens kann die Fihigkeit eines Tests zwischen
zwei Krankheitszustanden zu unterscheiden, analysiert und visualisiert werden: es
bestehen die Optionen: Krankheit vorhanden (richtig positiv, TP) oder Krankheit

nicht vorhanden (richtig negativ, TN). Die Entscheidung zwischen diesen beiden

Zustdnden erfolgt mittels des Cut-off-Wertes. Die Ergebnisse konnen allerdings auch
falsch negativ (FN) oder falsch positiv (FN) ausfallen. Aus diesen vier Moglichkei-
ten lassen sich nun Sensitivitit (Anteil der richtig gemessenen positiven Proben) und

Spezifitit (Anteil der richtig negativ gemessenen Kontrollen) wie folgt berechnen:

Sensitivitit = ——
ensitivitat = TP + FN
S [fitat = N

pezifitat = T hp

Die Darstellung erfolgt dabei in einem Diagramm mit der Sensitivitét als Ordinate,
der Differenz aus 1-Spezifitit als Abszisse und der graphischen Auftragung samtli-
cher Sensitivitit/Spezifitits-Paare gegeneinander fiir die moglichen Grenzwerte. Die
Trennschérfe eines Tests ist umso besser, je groler der Abstand der ROC-Kurve zur
Diagonalen ist. Die Fldache unter der ROC-Kurve (Area under the curve, AUC) ist ein
Mab fiir die Giite des Tests und betrdgt im Idealfall 1, im schlechtesten Fall 0,5.

Um den jeweils optimalen Cut-Off-Wert zu erhalten, wurde zusétzlich der Youden
Index (YI) eingesetzt, der ein Mal} zur Beurteilung der Giite eines diagnostischen
Tests darstellt. Der Y1 ldsst sich innerhalb der ROC-Analysedaten wie folgt berech-

nen:

Youden Index = Sensitivitat + Spezifitat — 1
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Der jeweilige Cut-Off wurde beim hochsten YI (hochster theoretischer Wert, der am
nichsten bei +1 liegt) ermittelt.
Als statistisches Kriterium wurde aulerdem die Diagnostische Effizienz (DE) jeder

Testmethode wie folgt berechnet:

TP + TN
TP + TN + FP + FN

Diagnostische Ef fizienz = DE =

In der ersten ROC Analyse wurde der gesamte Datensatz der 50 SLE Patienten und
59 Kontrollen mit eingeschlossen. Um die Genauigkeit fiir die Diagnose SLE sicher-
zustellen, wurden die DE-Werte jeder Methode berechnet. Dabei zeigten alle Nach-
weisverfahren DE-Werte, die hoher als 0,5 sind. Der hochste Wert wurde bei
BINDAZYME und dem EliA-Assay gefunden, SPR folgte als dritter (Tab. 7). Alle
erstellten ROC-Kurven (A, Bindazyme; B, EliA, C, SPR; D, Farr; E, Farrzyme) sind
in Abb. 8 und 9 dargestellt. Der AUC-Wert des Farr RIA ist besser als der des
Farrzyme Elisas, auch wenn sich die DE-Werte dieser zwei Assays umgekehrt ver-
halten. Eine Gegeniiberstellung der Subgruppe der Nephritis-Patienten (n=22) zum
Kontroll-Kollektiv zeigt eine Verbesserung der AUC-Werte bei allen Nachweisver-

fahren.

Tabelle 7: AUC und DE-Werte aller Testmethoden, AUC-Werte der 22 Nephritis Patienten

ROC Kurven Bindazyme EliA SPR Farrzyme Farr
AUC (alle SLE Patienten) 0,885 0,886 0,820 0,645 0,770
AUC (Nephritis Patienten) 0,979 0,945 0,928 0,879 0,886
Youden (max) Cut-off (IU/ml) 18,6 6,4 110,5 11,1 2.4
DE (alle SLE Patienten) 0,88 0,86 0,80 0,77 0,70
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3.6 Repetitive Messungen des Kalibrators

Fiir die Messungen am Biosensor kamen insgesamt 5 SA-Chips zum Einsatz. Durch
den regelmifigen Einsatz des humanen monoklonalen Antikérpers dsSDNA-mAB32
innerhalb der einzelnen Messzyklen konnten die Chips zusitzlich auf ihre Funktions-
fahigkeit gepriift werden. Abb. 10 zeigt die in RU angegebenen relativen Anbindun-
gen des Kalibrators dsSDNA-mAB32 (Diarect AG, Freiburg). Stichprobenartig wur-
den einige Injektionen mit dem Antikorper dsSDNA-mAB33 (Diarect AG, Freiburg)

getitigt. Dieser besitzt allerdings eine tendenziell hohere Affinitit gegen Einzel-

SA-Chip 1 SA-Chip 2
500 o
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Relative Anbindung der
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SA-Chip 3 SA-Chip 4 SA-Chip 5
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Abbildung 10: Injektionen von dsSDNA-mAB32 (hellgrau) und dsDNA-mAB33 (schwarz)
auf den Biosensor SA-Chips 1-5

48



3 Ergebnisse

Stringe und keine echte Doppelstrangspezifitit (Buhl et al. 2009).

Mittelwerte, Standardabweichungen und Variationskoeffizienten der dsDNA-
mAB32-Injektionen auf den einzelnen Chips zeigt Tab. 8. Wie zu sehen, erfolgte die
GroB3zahl der Messungen auf dem ersten Chip, der im Vergleich zu den folgenden
die niedrigste Antigenbeladungsdichte bei einem Mittelwert von 305,6 RU aufwies.
Die unterschiedlichen RU-Werte wurden jedoch immer mit der gleichen Menge des
Kalibrators dsDNA-mAB32 bei einer Verdiinnung von 1:200 erzeugt, ndmlich 2,15
ng/ul. Betrachtet man die Absolutmenge bei der Applizierung von jeweils 90 ul In-
jektionsvolumen, entspricht das 193,5 ng des Antikorpers. Mit der vom Hersteller
angegebenen Deklaration von 1,4 x 10° IU/ml konnten die RU-Werte am SPR-

Biosensor anschlieend so in IU/ml umgerechnet werden.

Tabelle 8: Anbindungswerte des Kalibrators dSDNA-mAB32

Mittelwert [RU] Standardabweichung Varlguonskoefﬁ-
zient
Chip 1 (n=61) 305,6 23,9 7,8 %
Chip2 (n=11) 470,4 21,3 4,5 %
Chip3 (n=6) 393,2 44,5 11,3 %
Chip4 (n=13) 321,4 11,0 3,4 %
Chip 5 (n=34) 431,8 55,8 129 %
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4 Diskussion

4.1 Anti-dsDNA bei SLE und assoziierter Lupus Nephritis

Ein Charakteristikum bei SLE Autoantikdrpern ist die Eigenschaft, sich gegen kor-
pereigene nukledre Bestandteile (Mills 1994) zu richten. Einige von ihnen sind kli-
nisch und diagnostisch relevant, andere dagegen krankheitsbegleitend. Im Speziellen
spielen Autoantikorper gegen dsDNA und daneben auch Nucleosomen (Forger et al.
2004, Heidenreich et al. 2009, Rahman/Hiepe 2002) eine entscheidende Rolle. Hin-
sichtlich der Entwicklung einer Lupus-Nephritis gibt es Einigkeit dariiber, dass diese
zwei Antikorper pathogene Faktoren darstellen und moglicherweise eine Nephritis
auslosen konnen. Dennoch sind nicht alle anti-dsDNA Ak an der Entwicklung dieser
Komplikation involviert (Rekvig et al. 2003). Es gibt unterschiedliche Hypothesen
iiber die Eigenschaften, die einen anti-dsDNA nephrotoxisch machen (Morten-
sen/Rekvig 2009). Besonders schliissig scheint das Affinitéits-Reifungs-Model zu
sein. Antigen-Stimuli von kurzer Dauer resultieren zunéchst in niedrig aviden anti-
dsDNA Ak, welche sich in einigen Fillen lediglich als voriibergehende Begleiter-
scheinungen prisentieren. Hochavide Ak resultieren dagegen gewdhnlich aus einer
ununterbrochenen Stimulation durch immunogene nukledre Substrate (dsDNA, Nu-
clesomen) und konnten eine starke pathogene Auswirkung haben (Haugbro et al.
2004, Moens 2001, Rekvig et al. 2004). Trotz anhaltend hoher Konzentrationen nied-
rig avider anti-dsDNA entwickeln einige SLE Patienten allerdings niemals hochavide
Ak.

Die eigentliche renale Gewebeschiddigung resultiert dabei zum einen durch direkte
Bindung an die glomeruldre Basalmembran, beispielsweise iiber Heparansulfat oder
durch zirkulierende Immunkomplexe, bestehend aus Antikdrpern gegen Nuklesoso-
men (vorwiegend gegen die Histon-Dimere H2A-H2B, die ein Subnukleosomen-
komplex darstellen (Burlingame et al. 1994) und dsDNA (Forger et al. 2004). Insbe-
sondere hochaffine Immunglobuline des Isotyps IgG und deren Subtypen werden

dabei als ursdchlich fiir die Entwicklung und Exazerbation einer Lupus-Nephritis
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gesehen (Ballou/Kushner 1979, Bruns et al. 2000, Forger et al. 2004, ter Borg 1990).
Eine besondere Rolle nehmen IgM-anti-dsDNA ein, die neben SLE auch bei anderen
Autoimmunerkrankungen wie Rheumatoider Arthritis oder Autoimmunhepatitiden
beobachtet werden koénnen (Witte 2008). Somit erscheint auch das in dieser Arbeit
verwendete Kontrollkollektiv als geeignet, da 23 der darin enthaltenen Patientense-
ren ebenfalls diesen beiden letzteren Erkrankungen zugeordnet waren.

Die Fihigkeit von IgM als Pentamer mit insgesamt zehn Bindungsstellen eine grofe-
re Anzahl an zirkulierenden Antigenen zu binden, spielt in der Pathogenese des SLE
vermutlich auch eine Rolle. Diese Immunglobuline, die an dsDNA binden, verhin-
dern moglicherweise iiber kompetitive Hemmung die Bildung von pathogenen Im-
munkomplexen (IgG und dsDNA) (Witte 2008) und ermoglichen auBlerdem die
schnellere Beseitigung von Zelltriimmern.

Eine hohere Konzentration an IgM, sowie ein verzogerter oder moglicherweise nicht
erfolgender Klassenwechsel von IgM zu IgG, konnten sogar als Schutz vor einer
Lupus-Nephritis angesehen werden (Forger et al. 2004, Rahman/Isenberg 2008, Wit-
te 2008). In einer Studie von Forger mit 202 SLE-Patienten (Forger et al. 2004)
konnte gezeigt werden, dass ein IgG/IgM Verhiltnis > 0,8 signifikant mit renaler
Beteiligung korreliert und somit als prognostischer Marker fiir Nephritis-assoziierte

Fragestellungen im Krankheitsverlauf verwendet werden kann.

4.1.1 Weitere Marker

Die Zahl an verschiedenen pathogenen Antikorpern und dazugehorigen spezifischen
Antigenen, die mit SLE insgesamt, aber im speziellen mit der Lupus-Nephritis ver-
gesellschaftet sind, ist gro3 und auch noch nicht vollstindig erfasst. Das pathogene
Potential der Antikdrper hiangt vermutlich aber nicht nur von der reinen Affinitit und
Aviditdt oder der Spezifitdt fiir nukledre Strukturen ab, sondern an einer Vielzahl
bisher ungeklirter Qualititen, da bei einigen SLE Patienten (~5%) mit und ohne Nie-
renbeteiligung bislang keine Auto-Ak erfasst werden konnen. Im aktiven Krankheits-
tadium sind Antikoérper jedoch bei nahezu 100% der untersuchten Patienten nach-

weisbar (DGKL, 2012).
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Neben Nukleosomen und dsDNA spielt auch o-Actinin als Antigen eine Rolle im
Mechanismus zur Entstehung einer Nephritis (Rahman/Isenberg 2008). Dieses Pro-
tein hat vermutlich strukturelle Ahnlichkeiten zum Zuckerphosphat-Riickgrat der
DNA Doppelhelix (Mostoslavsky et al. 2001) und fithrt zu Kreuzreaktivitdten mit
vorhandenen anti-dsDNA Antikorpern. Antikorper gegen antigene Substanzen wie
Clq (Jékel et al. 2006), Ro und Sm sind ebenfalls wichtige Marker bei einer Nieren-
beteiligung. Letztgenannte sind jedoch hidufig erst nach einer bereits lingeren renalen
Manifestation, vermutlich ausgelost durch verstirkte Zellapoptose im entziindeten
Nierengewebe, nachzuweisen. Dennoch ist die Suche nach diesen Antikorpern bei
nephrogenen Fragestellungen durchaus sinnvoll (Rahman/Isenberg 2008), auch wenn

die Priavalenz im Vergleich der zu Nukleosomen und dsDNA insgesamt niedriger ist.

4.2 Interpretation des Vergleichs der fiinf anti-dsDNA- Methoden

4.2.1 Rangkorrelationskoeffizienten

In dieser Arbeit wurden die Leistungsmerkmale von fiinf verschiedenen Methoden
zur Bestimmung von anti-dsDNA in Seren von SLE Patienten verglichen. Zu diesem
Zweck wurden klar definierte Patienten- und Kontrollgruppen ausgewihlt.

Das in der Klinischen Chemie hidufig verwendete lineare Regressionsverfahren von
PASSING & BABLOK (Passing/Bablok 1983) kam ebenso wie die Darstellungsme-
thode der Ergebnisse in einem Bland-Altman-Diagramm nicht zum Einsatz. Grund
dafiir ist die fehlende Standardisierung der Mess-Methoden zur Bestimmung von
anti-dsDNA, die als Voraussetzung zum Anwenden dieser Methodenvergleiche ge-
wihrleistet sein sollte. Daher wurden nur die Rangkorrelationskoeffizienten nach
Spearman berechnet. Betrachtet man nun Tab. 6, ist es etwas iiberraschend, dass die
Rangkorrelationskoeffizienten fiir den Vergleich der fiinf Methoden trotzdem alle
signifikant waren (r; = 0,38 — 0,71; two-tailed t test p< 0,01). Die Korrelationen sind
als ,,miBig* bis ,.deutlich® einzustufen. Der hochste ri-Wert ergab sich zwischen

EliA und Bindazyme, die in dieser Arbeit insgesamt die besten Ergebnisse lieferten.
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Allerdings kann eine Scheinkorrelation zwischen diesen beiden Verfahren, ebenso
wie fiir alle anderen Konstellationen, unter singuldrer Verwendung nur des Spe-

arman-Korrelationskoeffizienten, nicht vollig ausgeschlossen werden.

4.2.2 Diagnostische Effizienz und ROC-Analyse

Fiir die Auswertung wurde neben den ROC-Analysen und den daraus abzulesenden
AUC-Werten auch die jeweilige diagnostische Effizienz der verschiedenen Verfah-
ren berechnet (Wasmuth et al. 2002). Die DE wird zur Beurteilung der Test-Validitit
verwendet, da sie als deskriptiver Faktor die diagnostischen Testmethoden bewerten
kann. Man muss jedoch beriicksichtigen, dass die DE im Gegensatz zu AUC der
ROC-Kurven stark von der Priavalenz der jeweiligen Krankheit abhéngig ist und da-
mit nicht als alleiniger Wert fiir die Giite eines Tests verwendet werden, sondern
immer unter sorgfiltiger Beriicksichtigung von Sensitivitdt und Spezifitit gesehen
werden sollte.

Die ROC-Analysen fiir die vier Immuno-Assays und dem SPR-Biosensor zeigen,
dass die AUC-Werte und die DE fiir alle fiinf Methoden als zufriedenstellend einge-
stuft werden konnen. Drei Methoden hatten DE-Werte > 0,8 (Bindazyme, EliA und
SPR), zwei wiesen DE Werte < 0,8 (Farrzyme und Farr RIA) auf. Hinsichtlich der
AUC-Werte fiir alle SLE Patienten sowie speziell nur fiir die Nephritis-Untergruppe
lieferten Bindazyme, EliA und SPR die besten Werte. Der AUC-Wert von 0,82 bei
der SPR-Methode fiir alle SLE-Patienten (50 + 59) hat dabei jedoch nicht die Bedeu-
tung, dass ein positives Resultat mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,82 auftritt, oder
ein positives Ergebnis in 82% der Fille mit Krankheit einhergeht. Er gibt lediglich
an, dass ein zufillig ausgewihltes Individuum der SLE-Gruppe in 82% der Fille ei-
nen hoheren Labor-Test-Wert aufweist als ein zufillig ausgewihltes Individuum der
Kontrollgruppe (Hanley/McNeil 1982, Hanley/McNeil 1983, Zweig/Campbell 1993).
Die diagnostische Effizienz einer Methode steht und fillt allerdings mit der Auswahl
und Anzahl des Patientengutes bei den Methoden zum Nachweis von anti-dsDNA.
Besonders die Sensitivitdt variiert in Abhidngigkeit vom Assay sehr stark. Die in die-

ser Studie untersuchten 50 SLE Patienten-Seren waren schon Bestandteil einer um-
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fangreicheren Studie mit einem groferen SLE-Kollektiv (n=100) (Jékel et al. 2006),
in der unterschiedliche anti-dsDNA Assays unter der Beriicksichtigung der jeweili-
fiillten mindestens vier der ACR-Kriterien. Das Kollektiv bestand dabei sowohl aus
Individuen mit aktivem als auch inaktivem Krankheitsstadium oder waren bereits
unter Immunsuppressionstherapie. Mit nur der Hilfte der SLE-Patienten, die aus
dieser groBeren Studie von Jikel stammten und mit einem anderen Kollektiv, das als
Kontrollgruppe fungierte, ergaben sich in dieser Arbeit dennoch weitgehend dhnliche
Ergebnisse. Die bei Jikel veroffentlichen AUC-Daten fiir EliA (0,841), Farrzyme
(0,705) und Farr (0,78) konnen als analog zu den hier vorgestellten Daten gewertet
werden. Das ,,schlechtere” Abschneiden des Farrzyme und Farr hinsichtlich der DE
und des AUC-Werte darf jedoch nicht dariiber hinwegtduschen, dass die Leistungs-
fahigkeit dieser beiden Verfahren besonders in ihrer hohen Spezifitidt zu sehen ist,
dies allerdings auf Kosten der Sensitivitit. Etwas anders verhilt es sich mit dem
Bindazyme-Assay, der sich durch eine sehr gute Sensitivitit mit einer etwas schlech-
teren Spezifitit auszeichnet. Mit einem AUC-Wert von 0,76 wurde bei diesem Assay
im Vergleich zu dieser Arbeit die grofite Diskrepanz festgestellt. In einer aktuellen
Arbeit von Heidenreich (2005) erwies sich allerdings auch der Bindazyme insbeson-
dere fiir die Unterscheidung zwischen Lupus-Nephritiden und anderen Formen der
Glomerulonephritis als geeignet und das bei sehr guter Sensitivitit (87%) und Spezi-

fitdt (90%) bei Verwendung des niedrigen Cut-Offs von 30 IU/ml.

Abschlielend lieferte der Bindazyme und der EliA-Assay also die besten Ergebnisse.
Letztgenannter bewies schon in mehreren Studien seine Eignung im Vergleich zu
anderen Nachweisverfahren (Hernando et al. 2002, Lopez-Hoyos et al. 2005, Villalta
et al. 2002, Wasmuth et al. 2002).

Insbesondere bei der Selektion auf Patienten mit Nephritis zeigt sich allerdings in
allen Nachweisverfahren einschlielich der Biosensor-Methode eine Verbesserung
der AUC-Werte. Gerade bei dieser Patientensubgruppe ist anti-dsDNA im Serum
durch hohere Affinitdt/Aviditdt krankheitsspezifischer und kann daher als prognosti-

scher Marker fiir nephrogene Erstmanifestationen oder Exazerbationen angesehen
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werden. Wie bei allen anderen Assays auch wird dennoch ein Teil der SLE-Patienten
auch vom Biosensor nicht erfasst. Erkldrbar ist dies wohl unter anderem auch im
Hinblick auf eine bei einigen Patienten bereits erfolgte Therapie, die mit einem tat-

sdchlichen Riickgang an anti-dsDNA verbunden ist.

4.3 Anti-dsDNA SPR Biosensor

Im Gegensatz zu etablierten analytischen Verfahren wird die SPR-Technologie ge-
genwirtig nur selten genutzt, um Autoantikdrper zu bestimmen. Der in der vorlie-
genden Arbeit verwendete anti-dsDNA Biosensor-Chip wurde in einem Pilotprojekt
bereits evaluiert. Dabei wurden Seren von gesunden Individuen, Patienten, die an
nicht-SLE Autoimmunopathien litten und Patienten, die die SLE- Kriterien erfiillten,
verwendet (Buhl et al. 2007). Es konnte gezeigt werden, dass der Biosensor bei Ge-
brauch eines Cut-off-Wertes von 25 RU eine hohe Spezifitit (98%) bei einer Sensiti-
vitdt von 83% aufweist. Dadurch hat dieses neue System seine Eignung fiir die Lab-
ordiagnose von SLE bereits bewiesen. Im Besonderen ist die analytische Sensitivitit
des Verfahrens bemerkenswert. Doch bei den Pilotmessungen gab es hinsichtlich der
Durchfithrung im Vergleich zur Ausfithrung in dieser Arbeit zwei entscheidende
Unterschiede. Zum einen bestand das SLE-Patientenkollektiv nur aus 13 Individuen,
von denen insgesamt 42 Serumproben aus unterschiedlichen Zeitpunkten des Krank-
heitsverlaufs zur Verfiigung standen und durch hohe Werte bei Messungen im Farr-
Assay bereits vorselektiert waren. Zum anderen wurden sdmtliche Pilot-Messungen
am Biosensor nur auf einem einzigen Chip und ohne Kalibration durchgefiihrt.

Obwohl die Biosensor Assoziationsbindungskurven im SPR-Sensorgramm nicht nur
von der Antikorper-Konzentration abhidngen, sondern auch von deren Affinitéten,
zeigten die untersuchten Patientenseren nahezu einheitliche SPR-Sensorgramme. Der
Grund dafiir scheint zu sein, dass alle Patienten, die schon iiber einen lingeren Zeit-
raum hinweg an SLE litten, vorwiegend anti-dsDNA vom Isotyp IgG hatten. Unter-
schiedliche Kurvenverldufe sind hinweisend auf die Pridominanz von IgG oder IgM.
Wihrend IgM generell eine verzogerte Assoziationsphase und eine schwache Disso-

ziation, korrelierend mit einer hohen verbleibenden Bindung aufweist, zeigt IgG eine
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schnellere Assoziation bei schnellerer Dissoziation. In den SPR-Biosensorgrammen
konnten jedoch hauptséachlich nur letztgenannte Kurvenverldufe beobachtet werden.
Das Biosensor-Prototypverfahren fiir anti-dsDNA, das Antigen/Antikorper Interakti-
onen in Echtzeit darstellt, lieferte im Vergleich zu den vier anderen Methoden
durchweg gute AUC und DE Werte und kann mit guter analytischer Qualitét als Er-
ginzung zu den herkdmmlichen Verfahren angesehen werden. Besonders fiir die
Diagnosestellung und zur klinischen Verlaufskontrolle und Uberwachung von SLE-
Patienten kommt ein Einsatz in Frage. Eine etwas ausgereiftere Biosensor-Einheit
mit einer besseren Oberflachenstabilitdt wird sicher bessere AUC und DE Werte lie-

fern.

4.3.1 Ak-Isotyp-Bestimmung

Gerade fiir klinisch-serologische Fragestellungen, beispielsweise hinsichtlich der
Risikoeinschitzung der Entwicklung einer Lupus-Nephritis, kann die Bestimmung
des pridominanten anti-dsDNA Isotyps wertvolle Hinweise liefern. Durch den Ein-
satz isotypspezifischer anti-human-Ig-Agarose konnten ausgewdéhlte Seren (ndmlich
solche mit hoher relativer Bindung im Sensorgramm) von Immunglobulinen befreit
werden und die verbleibende Anbindung untersucht werden. Die in dieser Arbeit
verwendete Chip-Oberfliche stellte sich auch fiir diese Anwendung als geeignet dar.
Nur bei zwei der getesteten Seren war die Dominanz eines Isotyps nicht eindeutig

erkennbar.

4.3.2 Kalibration des SPR-Biosensors

Trotz einheitlichem Beladungsprotokoll und Herstellungsprozedur wiesen die fiinf
verwendeten Chips keine identische, sondern lediglich eine dhnliche Oberfldchenan-
tigendichte auf, was sich in Abweichungen in ihrer Bindungskapazitit widerspiegel-
te. Dies zeigt auch die zwingende Notwendigkeit fiir den Einsatz eines Kalibrators.
Die Prizision zwischen den einzelnen Chips reichte fiir Anwendungen innerhalb der

Autoimmundiagnostik gut aus. Chip 1 wurde mit frisch hergestelltem hTf-dsDNA-
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Konjugat chronologisch als erstes hergestellt. Dessen Oberflidche iiberdauerte etwa
400 Messungen bei einem insgesamt relativ konstanten Bindungsverhalten (VK=
7,8%; SD=23,9). Chip 5 hingegen (VK=12,9%; SD=55,8) lidsst einen Abwirtstrend
in der Oberflichenantigendichte beobachten und damit einen Alterungsprozess ver-
muten. Durch weitere Optimierung der Stabilitit des hTf-dsDNA-Konstrukts auf der
Chip-Oberflache ldsst sich die Qualitdt der Biosensormessungen zukiinftig wahr-
scheinlich noch weiter verbessern. Eine zusitzliche Hilfe wére die Charakterisierung
weiterer monoklonaler Antikorper am Biosensor mit unterschiedlichen Bindungsei-
genschaften, die auBerdem auch fiir bereits etablierte Labormethoden als Losungsan-
satz bei der Suche nach einem neuen, einheitlichen Kalibrator dienen konnte. dsD-
NA-mAB33 mit hoherer Affinitdt zu ssDNA, der in dieser Arbeit nur sechsmal ge-
nutzt wurde, konnte auch als Zweitkalibrator zum Einsatz kommen.

Ahnlich wie auch dsDNA-mAB32 konnte dieser ebenfalls zur Qualititskontrolle
eingesetzt werden, beispielsweise zur Feststellung einer zunehmenden Unbrauchbar-
keit der Chip-Oberfldache durch Auftrennung der hybridisierten dsDNA-Molekiile in
ssDNA.

4.3.3 Besonderheiten der SPR-Methodik

Im Vergleich zu anderen Verfahren sollen einige fiir die SPR-Biosensorik spezifi-
sche Qualititen Erwidhnung finden.

Ist die Chip-Oberfliche der Anwendung entsprechend optimiert, weist das Verfahren
zur Bestimmung einzelner Serenproben einen nur geringen Zeitaufwand auf, mit dem
sich aufgrund der markierungsfreien Technik iiber 100 Messungen ohne Qualitéts-
verlust durchfiihren lassen. Bei Nutzung modernerer automatisierter Systeme wie
z.B. BIAcore T100 oder BIAcore A100 oder durch zusitzliche parallele Messungen
unter Verwendung eines BIAcore-Flexchips kann noch effizienter gearbeitet werden
(Thaler et al. 2009). AuBerdem ist fiir das System in der Regel nur eine einzige Puf-
ferlosung notig, die wihrend der Analysen nicht gewechselt werden muss.

Im SPR-Biosensorgramm lassen sich zudem Aussagen iiber die Affinititen im An-

bindungsverhalten der Antikorper einzelner Seren anhand der in Echtzeit dargestell-
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ten Bindungskurven treffen. Fiir Routine-Labor-Bestimmungen ist dies allerdings nur
fiir spezielle Fragestellungen interessant und somit besteht in der Regel keine Not-
wendigkeit einen Gleichgewichtszustand (z.B. mit 300s delay) zu erreichen. Ver-
wendet wird stattdessen, wie auch in dieser Arbeit geschehen, lediglich der maximale
relative Anbindungswert [RU] nach vollstindiger Probeninjektion. Dies ermdéglicht
eine schnelle Messung innerhalb weniger Minuten.

Der in dieser Arbeit verwendete anti-dSDNA SPR-Assay detektiert nicht nur eine
spezielle Subpopulation von dsDNA-Autoantikorpern, sondern liefert Affinitdtsaus-
sagen, die helfen konnen, den fiir den Patienten jeweils eigenen anti-dsDNA Status
zu verstehen. Doch neben den genannten Vorteilen muss beriicksichtigt werden, dass
SPR-Biosensoren bislang nur selten zum Einsatz kommen. Das liegt zum einen an
den hohen Anschaffungskosten. Zum anderen muss die Chip-Oberfliche ausreichend
validiert und fiir die entsprechende Fragestellung geeignet sein. Der Aufwand in der
Entwicklung darf hierbei nicht unterschitzt werden. Im Gegensatz zu anderen Me-
thoden hat man jedoch hier die Méglichkeit die Antigenoberfliche komplett selbst zu

gestalten.

4.4 Die serologische SLE-Diagnostik

Durch die Entwicklung neuer Immunoassay-Methoden steigt die Bandbreite ver-
schiedener Verfahren zur Detektion von anti-dsDNA-Antikorpern weiter an. Auch
der in dieser Arbeit genutzte, auf dem SPR-Prinzip basierende Biosensor kennzeich-
net einen neuen Ansatz mit viel versprechenden Moglichkeiten (Buhl et al. 2009,
Jonsson/Malmqvist 1992, Thaler et al. 2009). Der Farr Assay gilt unter Klinikern
nach wie vor als der Goldstandard. Vorteilhaft ist einerseits die hohe Spezifitit zur
Diagnosestellung von SLE und andererseits die gute Differenzierung zu anderen Au-
toimmunerkrankungen. Niedrig affine AK gegen dsDNA werden mit diesem Assay
nicht erfasst.

ELISAs sind die wohl am meisten verbreiteten und genutzten Methoden im Routine-
Labor fiir anti-dsDNA. Dies sind sensitive Verfahren, die grundsétzlich sowohl hoch

als auch niedrig affine anti-dsDNA nachweisen konnen (in den meisten Fillen IgG).
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Deren diagnostische Effizienz fiir SLE variiert allerdings erheblich (Jikel et al. 2006,
Rouquette/Desgruelles 2006). Des Weiteren wird auch der CLIF noch benutzt. Im
direkten Vergleich zum Farr-Assay ist der CLIF in der Lage weitgehend hoch affine
anti-dsDNA nachzuweisen. Gerade moderne Immunoassays werden durch ihre
wachsende hohe diagnostische Genauigkeit zunehmend als mogliche Alternativen
des Farr RIA gesehen (Jikel et al. 2006, Wasmuth et al. 2002). Denn dieser ist durch
generell hohere Kosten, der Notwendigkeit in der Verwendung radioaktiven Materi-
als und der vergleichsweise anspruchsvollen Durchfiihrung mit einigen Nachteilen
behaftet. Im Gegensatz zu den hier verwendeten IgG-spezifischen Verfahren EliA,
Farryzme und Bindazyme erfassen der SPR-Biosensor und der Farr-Assay grundsitz-
lich alle Immunglobulin-Klassen, was der Fragestellung entsprechend jedoch eher als
Vorteil gewertet werden kann.

Anti-dsDNA im Serum ist aber weder stellvertretend noch der einzige Marker fiir
SLE, hat jedoch die Eigenschaft pathologische Veridnderungen, die typisch fiir SLE
sind, auszulosen. Hohe Antigen-Affinitdt und Komplement-Aktivierung iiber die Fc-
Rezeptor Bindungen machen anti-dsDNA fiir viele Organe bei SLE-Patienten patho-
gen. Dies ist in Verbindung mit der Insuffizienz und fehlerhaften Ausfiihrung der
Phagozytose apoptotischer Zellen zu sehen (Munoz et al. 2008). Basierend auf den
gegenwirtig verfiigbaren Daten hinsichtlich anderer SLE-Autoantikorper, wie zum
Beispiel anti-C1q oder anti-poly(ADP) Ribose, ist die Verwendung von anti-dsDNA
als ein Kriterium fiir die Diagnose von SLE aber immer noch geeignet (Isenberg
2004, Rahman/Isenberg 2008).

Zusammenfassend ld6t sich sagen, daf Bestimmungsverfahren, die vorwiegend
hoch-avide anti-dsDNA detektieren, spezifischer fiir SLE sind und im Gegensatz zu
Nachweisverfahren, die niedrig affine Antikorper nachweisen, maf3geblich an einer
Nierenbeteiligung involviert sind (Munoz et al. 2008). Erst kiirzlich wurde in einer
Longitudinal-Studie mit 16 Patienten mit neu festgestellter biopsiegepriifter Lupus-
Nephritis festgestellt, dass hochavide anti-dsDNA Antikorper die besten Pradiktoren

fiir das renale Outcome sind (Manson et al. 2009).
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4.4.1 Hindernisse fiir eine Vereinheitlichung der serologischen
Autoantikorper-Diagnostik

Ein Problem in der serologischen Diagnostik ist neben der Heterogenitit der Anti-
korper die Unterscheidung zwischen klinisch und pathologisch relevanten und irrele-
vanten Antikorpern. Interesse besteht dabei nicht ausschlieBlich nur fiir SLE, sondern
auch fiir andere Autoimmunerkrankungen. Rheumatologen und Laborérzte miissen
sich zusitzlich mit vielen analytischen Problemen hinsichtlich der vorhandenen
Nachweisverfahren auseinandersetzen. Wesentliche Schwachstellen wie von Jékel

und Isenberg beschrieben sind (Isenberg 2004, Jikel et al. 2006):

e Unterschiedliche DNA-Quellen (eukaryontisch oder prokaryontisch, geno-
misch oder mitochondrial, Diskrepanz in Gr6e und Homogenitit)

e Reaktionsbedingungen (Antigen in Losung oder Festphase gebunden, Be-
schichtungseigenschaften, Ammoniumsulfatprédzipitation, unterschiedliche
Ionenstirken der Pufferlosungen, Bestimmung lediglich eines Isotpys wie
z.B. nur IgG oder mehrere)

e Unterschiedliche Cut-Off-Werte verschiedener Assays trotz des Gebrauchs
des selben Wo/80 Kalibrators

Neben den genannten analytischen Unterschieden stellen die Labor-Parameter der
ACR-KTriterien fiir SLE selbst ein weiteres Problem (Nossent/Rekvig 2005,
Smith/Shmerling 1999) dar, da sie die Ergebnisse der Methodenvergleiche durch
Selektion von moglicherweise fehldiagnostizierten Patienten und Kontrollen in eini-
gen Studien beeinflussen. Denn viele Patienten, bei denen frither SLE diagnostiziert
wurde, im Verlauf aber weniger als vier ACR-Kriterien aufwiesen, werden in einigen
Therapie-Studien nur unzureichend beriicksichtigt, obwohl sie moglicherweise fiir
das Gesamtverstdndnis von SLE wertvolle Hinweise liefern konnten. So erscheint die
Forderung von Smith (Smith/Shmerling 1999) die ACR-Klassifikationskriterien in
regelmiBigen Abstdnden zu iliberarbeiten und zu ergénzen in Anbetracht des schnel-

len Fortschritts in der Diagnostik und der genannten Probleme durchaus angebracht.
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S  Zusammenfassung

Systemischer Lupus Erythematodes (SLE) gilt als Chamileon unter den Autoim-
munerkrankungen. Der Facettenreichtum und die variablen Erscheinungsformen die-
ses Krankheitsbildes erschweren hiufig eine frithe Diagnose. Charakteristisch und
spezifisch fiir diese Erkrankung ist neben vielen klinischen Manifestationen das Auf-
treten von anti-dsDNA-Autoantikérpern. Deren Nachweis ist von hohem diagnosti-
schem Wert sowohl fiir die Erstdiagnose als auch fiir den weiteren Krankheitsver-
lauf, da Exazerbationen wie beispielsweise die Entwicklung oder Verschlechterung
einer Lupus-Nephritis mit ansteigenden Titern von anti-dsDNA korrelieren.

Als diagnostische Nachweisverfahren kommen dafiir neben ELISAs auch der Crithi-
dia luciliae Immunfluoreszenztest, sowie der Farr RIA zum Einsatz, der durch seine
hohe Spezifitdt nach wie vor als Goldstandard in der SLE-Diagnostik betrachtet
wird. In dieser Arbeit wurde ein neuartiges Biosensor-System auf dessen Leitungsfi-
higkeit zur Detektion von anti-dsDNA getestet. Der verwendete Biosensor basiert auf
dem Prinzip der Oberflichen-Plasmonresonanz und ermoglicht die markierungsfreie
Erfassung von Massenidnderungen bzw. Reaktionen zwischen anti-dsDNA und ober-
flichenimmobilisierter Doppelstrang-DNA. Mit einer bereits etablierten Methodik
wurde dazu im Durchfluss ein Protein-dsDNA-Konstrukt mit einer dsDNA-Lénge
von 233bp auf die Chip-Oberfliche aufgetragen, um als Antigen in den gemessenen
Seren potentiell vorhandene dsDNA-Antikorper erfassen zu konnen. Als Probenma-
terial wurden 50 SLE-Seren, sowie ein aus 59 Individuen bestehendes Kontrollkol-
lektiv, bestehend aus 20 gesunden Spendern sowie 39 an anderen Autoimmunerkran-
kungen Erkrankten, verwendet.

Diese wurden jedoch nicht ausschlieflich am SPR-Biosensor vermessen, sondern
auch, unter dem Gesichtspunkt zur Einschidtzung der klinischen Wertigkeit dieses
Verfahrens, in kommerziellen Assays wie den ELISAs von Bindazyme, Farrzyme,
dem EliA sowie dem Farr RIA analysiert. Im Hinblick auf die Leistungsfahigkeit
wurde fiir alle verwendeten Verfahren nach vollstindiger Analyse die diagnostische

Effizienz (DE) berechnet. Zur Quantifizierung wurde das Biosensor-Verfahren gegen
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5 Zusammenfassung

den kommerziell verfiigbaren humanen monoklonalen Antikdrper dsSDNA-mAB32
kalibriert. Zugleich diente dieser Kalibrator auch als Qualitatsmarker, da er in regel-
mifBigen Abstinden zwischen den gemessenen Proben zum Einsatz kam und somit
fortwidhrend die Funktionsfidhigkeit der dsDNA-Oberflichenstruktur des Bio-
sensorchips gepriift werden konnte.

Die Priifung des SPR-Biosensor Prototyps auf Funktionalitit und Leistungsfahigkeit
in der anti-dsDNA-Analytik im Vergleich zu vier gingigen leistungsstarken Nach-
weisverfahren ergab folgende Ergebnisse: Im direkten Vergleich zu den anderen Me-
thoden bestitigt der Biosensor eine hohe DE zur Analytik von anti-dsDNA und be-
weist durch seine gute Diskriminierung seine Eignung fiir die serologische SLE-
Diagnostik. Gegeniiber den konventionellen Nachweismethoden hat die SPR-
Biosensormethodik einige Vorteile: Durch das markierungsfreie Verfahren sind auf
einer stabilen Oberfldache konsekutiv mehrere hundert Messungen moglich. Die Sen-
sorgramme erlauben eine Echtzeit-Analyse und ermdoglichen zusitzliche Aussagen
zur Bindungskinetik der unterschiedlichen anti-dsDNA. Die Charakterisierung be-
sonders von hochaffinen und aviden anti-dsDNA, die bei der Lupus Nephritis eine
wichtige Rolle spielen, konnte mit einem weiter optimierten SPR-Biosensor moglich
sein. Damit wiirde eine neue Qualitidt der serologischen anti-dsDNA-Analytik er-
moglicht, die bei der Diagnostik und beim klinischen Monitoring des SLE niitzlich

sein konnte.
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