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1 Einleitung

1.1 Einfuhrung in den Begriff Autoinflammation

McDermott et al. pragten in den 1990er Jahren als erste den Begriff
Autoinflammation, als sie Mutationen im Tumornekrosefaktor Rezeptor (TNFR1)
als ursachlich fur autosomal dominant vererbbare periodische Fiebersyndrome
befanden. B9 Als entscheidendes Charakteristikum fiir die Abgrenzung zur
Autoimmunitat beschrieben sie den fehlenden Einfluss von Autoantikérpern und
autoreaktiven T-Zellen.

Der Begriff Autoinflammatorische Erkrankung (AID) ist mit neuen Methoden, wie
der Next-Generation-Sequenzierung, uber die Jahre um einige Kenntnisse
erweitert worden. ¥ Moghaddas et al. beschreiben die monogenetischen
autoinflammatorischen Syndrome als zunehmend heterogene Erkrankungen, die

durch eine Dysregulation des angeborenen Immunsystems charakterisiert sind.

Heutzutage sind unter Autoinflammatorischen Syndromen eine Gruppe meist
erblicher Erkrankungen zusammengefasst, die durch wiederkehrende
Fieberepisoden sowie entzindlichen Manifestationen kutaner, mukoser, seroser
und osteo-artikularer Art gekennzeichnet sind. Das Fehlen von hohen Titern an
Autoantikorpern sowie autoreaktiven T-Zellen sind hierbei typisch. Die
Entzindung wird hauptsachlich durch Zellen des angeborenen Immunsystem
mediiert, und ihr liegt keine infektiose oder autoimmune Ursache zugrunde.
Stattdessen fuhrt eine dysregulierte angeborene Immunantwort zu der

Uberaktivierung des Inflammasoms und einer exzessiven Zytokin Freisetzung ['>
40]
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1.1.1 Klassifikation

AUTOINFLAMMATION

RARE MONOGENETIC

AUTOINFLAMMATORY DISEASES)  FMF, TRAPS, MWS

POLYGENIC
AUTOINFLAMMATORY
DISEASES

Crohn disease, ulcerative Colitis,
Gout/Pseudogout, Idiopathic uveitis,
Acne and acneform associated diseases

Ankylosing spondylitis
Reactive arthritis
Psoriasis

Behget Syndrome

MIXED PATTERN DISEASES

Rheumatoid arthritis, Coeliac diseases,
CLASSIC POLYGENIC Primary biliary cirrhosis, Addison diseases,
AUTOIMMUNE DISEASES Pemphigus, Myasthenia Gravis
Type | diabetes, SLE

Autoimmune lymphoproliferative syndrome
IPEX
APECED-Syndrome

RARE MONOGENIC
AUTOIMMUNE DISEASES

AUTOIMMUNITY

Abbildung 1: Autoinflammation und Autoimmunitat als Kontinuitatsmodell.

Angelehnt an McGonagle und McDermott “9.  Abkiirzungen: FMF=Familidres
Mittelmeerfieber, TRAPS= Tumornekrosefaktor-Rezeptor-assoziiertes periodisches
Syndrom, MWS= Muckle-Wells-Syndrom, SLE=Systemischer Lupus Erythematodes,
IPEX= X-Chromosomales Immun-Dysregulation-Polyendokrinotiathie-Enteropathie-
Syndrom, APECED= Autoimmune polyendocrinopathy, candidiasis and ectodermal
dystrophy.
McGonagle und McDermott definieren die Abgrenzung zwischen
Autoinflammation und Autoimmunitat als ein kontinuierliches Modell, wie in
Abbildung 1 2zu erkennen istld Sie stellen die monogenetischen
autoinflammatorischen  Erkrankungen,  bestimmt  durch ihre lokale
Gewebsfaktoren-mediierte Entziindungsreaktion, als eine Seite des Kontinuums
dar. Monogenetische Autoimmunerkrankungen werden dem, aufgrund primarer
Stérungen der adaptiven Immunantwort, entgegengesetzt. Betont wird die

variable Expression von autoinflammatorischen und autoimmunen Faktoren in
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der Krankheitsentstehung sowie die heterogene klinische Prasentation

immunologischer Erkrankungen.

Die dichotome Trennung von Autoinflammation und Autoimmunitat ist
zunehmend in Frage zu stellen, da die Grenzen der Klassifikationen
ineinandergreifen. Beispiele hierfur sind das erbliche Aicardi-Goutie’res Syndrom
(331 oder die systemische juvenile idiopathische Arthritis (Morbus Still).

Eine akkurate Klassifikation gestaltet sich entsprechend als schwierig und
vielseitig. Intensiver Forschung ist es zu verdanken, dass die
autoinflammatorischen Syndrome anhand ihrer gemeinsamen
pathophysiologischen Mechanismen gruppiert werden kénnen. Eine Ubersicht
monogener autoinflammatorischer Syndrome nach pathophysiologischen
Mechanismen von Kallinich et al. B3 ist in Tabelle 1 zu sehen. Deutlich zu
erkennen sind die Komplexitat und Vielzahl der Erkrankungen.

Die Dysregulation von Interleukin 1 (IL-1) war der erste Pathomechanismus, der
bei der Entstehung von Autoinflammatorischen Erkrankungen entdeckt wurde.
Zu den IL-1 vermittelten Erkrankungen gehoren unter anderem die klassischen
periodischen Fiebersyndrome, zu denen auch das Familiare Mittelmeerfieber
(FMF) zahlt.

15



Tabelle 1: Auswahl Autoinflammatorischer Syndrome nach ihrer Pathophysiologie.

Angelehnt an Kallinich et al.*?!

Pathophysiologischer

Mechanismus

Autoinflammatorische Erkrankung

IL-1 vermittelte Erkrankung

- Familiadres Mittelmeerfieber (FMF)

- Pyrin-assoziierte Autoinflammation mit
neutrophiler Dermatose (PAAND)

- Cryopyrin assoziiertes periodisches
Syndrom (CAPS)

- Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor
assoziiertes periodisches Syndrom
(TRAPS)

- Hyper-lgD-Syndrom (HIDS)
/Mevalonatkinase-Defizienz (MVK)

- Defizienz des IL-1-Rezeptorantagonisten
(DIRA)

Interferonopathien

- STING-assoziierte Vaskulopathie mit
Beginn in Kindesalter (SAVI)
- Aicardi-Goutiéres-Syndrom (AGS 1-7)

NF-kB-vermittelte

Erkrankungen

- Blau-Syndrom

- CARD15-vermittelte Psoriasis (CAMPS)

- AP1S3-vermittelte Psoriasis (AMPS)

- Defizienz des IL-36-Rezeptorantagonisten
(DITRA)

- Linear ubiquitin chain assembly complex
(LUBAC)-Defizienz/HOIL-1 Defizienz/HOIP-
Defizienz

Durch
Makrophagenaktivierung
verursachte AID

- NLRC4-Makrophagenaktivierungssyndrom
(MAS)

- X-linked Inhibitor der Apoptose (XIAP)

- Familiare Hdmophagozytische
Lymphohistiozytose (HLH)

Weitere
autoinflammatorische

Erkrankungen

- Pyogene Arthritis,

- Pyoderma gangraenosa Akne (PAPA),

- Defizienz der Adenosindeaminase 2
(DADA2),
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1.2 Immunologische Grundlagen

Das Immunsystem wird grundsatzlich unterteilt in ein angeborenes und ein
erworbenes Immunsystem. Das erworbene Immunsystem nutzt ein komplexes
System antigenspezifischer Zellen, um Erreger gezielt zu bekampfen, und es

kann zudem ein immunologisches Gedachtnis oder eine Immuntoleranz bilden
15]

Das angeborene Immunsystem bietet als erste Verteidigungslinie Schutz vor
Pathogenen und bedient sich physikalischer, chemischer, biologischer und
zellularer Mechanismen. Die Zellen der angeborenen Immunitat sind nicht auf die

Erkennung spezifischer Antigene angewiesen.

Schlusselfunktion des angeborenen Immunsystems ist es, pathogene Erreger
schnell zu erkennen und eine Immunantwort auszulésen. Dies wird erreicht,
indem spezielle Strukturen der Krankheitserreger, sogenannte Pathogen
Associated Molecular Patterns (PAMPs), oder endogene Gefahrensignale,
Damage-Associated-Molecular-Pattern (DAMPs), erkannt werden. Hierfar
exprimieren die Zellen des unspezifischen Systems, hauptsachlich bestehend
aus Makrophagen, Dendritischen Zellen und Neutrophilen Granulozyten,
Mustererkennungsrezeptoren, sogenannte Pattern Recognition Receptors
(PRRs). [0l

1.2.1 Die Inflammasome

Binden PRRs an PAMPS, aktivieren diese intrazellulare Inflammasome und
setzen eine proinflammatorische Kaskade in Gang. ¥4 Inflammasome sind
zytosolische Multiproteinkomplexe, die die Aktivierung der Caspase-1 bewirken.
Diese wiederum prozessiert Vorstufen der potenten proinflammatorischen
Zytokine Interleukin 1-beta (IL-1B) und IL-18, welche daraufhin aktiviert und
sezerniert werden.2 AuRerdem fiihrt die aktivierte Caspase-1 zur Pyroptose,
einem entzindungs-mediiertem Zelltod, welcher durch Schwellung und Lyse
gekennzeichnet ist.’l Nach der Aktivierung der Caspase-1 folgt die Spaltung von
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Gadermin D, welches eine Translokation der Poren-formenden Doméane an die
Zellmembran und der Ausschittung pro-inflammatorischer Zytokine bedingt.%

Bisher wurden funf Rezeptorproteine entdeckt, die Inflammasome bilden konnen
(Tabelle 2). Von besonderem Interesse fur diese Arbeit sind das NLRP3 (Nod-

like receptor protein 3) und das Pyrin Inflammasom.

Das NLRP3 (Cryopyrin) Inflammasom gehort zur NLR-Familie, einer Gruppe von
zytosolischen PRRs, zu der auch die Inflammasome NLRP1 und NLRC4 zahlen.
441 Es wird durch eine Vielzahl von Stimuli aktiviert und ist das einzige
Inflammasom, das auch auf nicht-mikrobielle Stimuli reagiert. [2°!

Die Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms bendtigt zwei verschiedene Schritte,
zum einem ein Priming Signal der Makrophagen und dendritischen Zellen (durch
Aktivierung von NFkB) und zum zweiten ein tatsachliches Aktivierungssignal.
Erst durch das zweite Signal wird die Oligomerisierung des Inflammasoms
ermoglicht, und Uber die Pyrin Domane kann das Adapterprotein ASC (apoptosis-
associated speck like protein containing a Card) mit der Caspase-1 interagieren.
['4] Diese wiederum fiihrt in ihrer aktivierten Form zur Freisetzung von IL-1B und

einer Pyroptose. 1571

Gain of Function Mutationen im NLRP3 verursachen das Cryopyrin-assoziierte
periodische Syndrom (CAPS), eine dominant vererbbare autoinflammatorische
Erkrankung.
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Tabelle 2: Uberblick bekannter Inflammasome und assoziierter Erkrankungen.

Angelehnt an Schnappauf et al. ¥

Inflammasom | Stimulation Downstream | Assoziierte
Signal monogenetische
Erkrankungen
NLRP1 Bakterientoxine, | Spaltung Morbus Crohn, NLRP1-
Intrazellularer FIND-Domane | assoziierte
ATP-Mangel Autoinflammation mit
Arthritis und
Dyskeratose
NLRP3 Toxine, K+ Efflux, Cryopyrin-assoziierte
Kristalline Intrazellu- periodische Syndrome,
Partikel (Silica, lares Ca++ Neonatal-onset
Asbest, Amyloid- multisystem
B) inflammatory disease
(NOMID/CINCA)
NLRC4 Zytosolisches Phosphory- Makrophagen-
Flagellin lierung aktivierungssyndrom
(Salmonellen, E- (MAS)
Coli)
Pyrin Inaktivierung der | PKN 7% Familiares
RhoA-GTPase Inaktivierung, | Mittelmeerfieber (FMF),
verminderte Pyrin-assoziierte
Pyrin 14-3-3 Autoinflammation mit
Interaktion neutrophiler Dermatose
(PAAND), Hyper-
Immunglobulin-D-
Syndrom (HIDS)
AIM2 Zytosolische Direkte
DNA von Viren Erkennung
und Bakterien der DNA,
(Papillomaviren, | Pryoptose
Mykobakterien)

Das Pyrin Inflammasom gleicht einem angeborenen Immunsensor und detektiert
eine (Bakterientoxin- vermittelte) Inaktivierung der Rho Guanosin Triphosphatase
(Rho-GTPase). Die Rolle von Pyrin in der Regulierung und Freisetzung von IL-1

wurde erstmals 2003 von Chae et al. nachgewiesen. @
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Die Rho-GTPasen fungieren als molekulare Schalter, um verschiedenste
Signalkaskaden zu regulieren, unter anderem die Organisation des Zytoskeletts.
Pathogene konnen die Rho-GTPase Aktivitat so modulieren, dass die
Phagozytose unterdruckt wird. Pyrin wird durch das MEFV-Gen auf Chromosom
16 codiert und wird hauptsachlich auf Zellen des angeborenen Immunsystems
exprimiert, einschlieBlich Granulozyten, Eosinophilen, Monozyten und

dendritischen Zellen. 50!

Ublicherweise aktiviert die Rho-GTPase die Serin-Threonin Kinasen PKN1 und
PKN2, welche daraufhin Pyrin phosphorylieren. Das phosphorylierte Pyrin bindet
an die regulatorischen Proteine 14-3-3, welche wiederum das Pyrin Inflammasom
inhibieren. Wird das Inflammasom als Antwort auf eine Rho-GTPase
Modifizierung oder Mutations-bedingte Dysregulierung aktiviert, fuhrt das zu
einer Uberaktivierung von Pyrin und Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine.[*S! Die chronische Fehlaktivierung des Pyrin Inflammasoms ist

essentieller Bestandteil der Pathogenese des FMF und weiteren AID.

1.2.2 Die Interleukin-1 Familie

Die IL-1 Familie konstituiert eine ubiquitare Gruppe pro-inflammatorischer
Zytokine und fungiert als zentraler Mediator von Entzindung.
Mit Ausnahme des IL-1 Rezeptorantagonisten (IL-1Ra) werden alle in einer
inaktiven Form sekretiert. Diese Vorstufen kommen diffus im Zytoplasma vor.

Die zugehdrigen zehn Rezeptoren und elf Zytokine konnen nach ihren

Funktionen in drei Subgruppen unterschieden werden (Tabelle 3). [
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Tabelle 3: Ubersicht der Interleukin-1 Familie.

Einteilung nach Cavalli et al.l®!

Sekretorische Zytokine mit Agonistenfunktion IL-1a, IL-1B

IL-18

IL-33

IL-36a, IL-36, IL-36y
Rezeptor Antagonisten IL-1Ra

IL-36Ra
Anti-inflammatorische Zytokine [1-37

IL-38

Innerhalb dieser Familie sind die seit 1974 bekannten IL-1-a und IL-1-B die
Archetypen der pro-inflammatorischen Zytokine und fur diese Arbeit
hervorzuheben.

Obgleich sie sich im Hinblick auf isoelektrische Punkte, Molekulargewicht und
genetischen Ursprung unterscheiden, binden IL-1a und IL-1B durch eine
homologe Sequenz von weniger als 26% denselben IL-1 Rezeptor 1 (IL-1-R1). ]

Folglich fihren sie zu identischen pro-inflammatorischen Effekten, wie der
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren im Rahmen autoinflammatorischer und
Immunreaktionen. Beispiele hierfur sind die Stimulation der Synthese von
Cyclooxygenase Typ 2 (COX-2), Phospholipase A, Prostaglandin-E2 (PGEZ2),
Platelet Activating Factor und Nitric oxide (NO). Als Folge hiervon kommt es zu
systemischen Reaktionen wie Fieber, erhohtem Schmerzempfinden,
Vasodilatation und Hypotonie. ['8]

IL-1a und B wirken synergistisch zu anderen Entzindungsmediatoren wie TNFa
oder Bradykinin. Die Aktivierung dieser loslichen und zellularen Mediatoren
tragen neben systemischen Effekten auch zu lokal-entzindlichen
Organdysfunktionen bei. ©® IL-1a wird als bioaktiver Vorlaufer bei
Gewebsschaden freigesetzt und spielt eine zentrale Rolle bei Erkrankungen, die
durch Gewebs- und Organentzindung, epitheliale Barriereschadigung,
endothelialen Schaden oder thromboembolische Aktivierung gekennzeichnet
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sind.®® Diese Art von Gewebsschadigung ist auch bei der Coronavirus Disease
19 (COVID-19) vorzufinden.

Neben der primaren entzindungsfordernden Wirkung fungieren IL-1-a und IL-1-
B auch als Kostimulatoren der T-Zellfunktion. [18]

Um eine uberschiefende Immunreaktion zu unterbinden, verfugt das
unspezifische Immunsystem Uber Feedback-Regulationssysteme. Innerhalb der
IL-1 Familie blockiert der IL-1-Rezeptor Antagonist als Hauptakteur kompetitiv IL-
1-a und B, indem er den IL-1R1 bindet. Klinische Relevanz wird unter anderem
durch nicht-spezifische Inhibition mittels IL-1-Rezeptor-Antagonisten erzielt.

1.3 Das Familiare Mittelmeerfieber

Das familiare Mittelmeerfieber ist eine meist genetisch bedingte,
autoinflammatorische Erkrankung, die durch rezidivierende Fieberepisoden und
variable klinische Zeichen von Peritonitis, Pleuritis und Arthritis gekennzeichnet
ist. ®2 Sie zahlt als Prototyp autoinflammatorischer Erkrankungen zu den
periodischen Fiebersyndromen wund ist weltweit die haufigste AID.

Die Pravalenz betragt 1:10.000, kann jedoch im Mittelmeerraum bei bis zu 1:200
liegen. [ Die Erstmanifestation erfolgt in der Regel im Kindes — und Jugendalter,
rund zwei Drittel der Erkrankungen werden zwischen dem zweiten und 17.

Lebensjahr erstmalig diagnostiziert.®?l

Mutationen im Mediterranean Fever-Gen (MEFV) sind mit der Erkrankung
assoziiert und begiinstigen eine Uberaktivierung von Pyrin. Uber 300 MEFV-
Mutationen sind bis heute identifiziert.®3l Obwohl lange Zeit von einem
klassischen Erbgang ausgegangen wurde, weisen neuere Erkenntnisse auf eine
Gendosis-Wirkungs-Beziehung hin.'l Das hyperaktive Pyrin-Inflammasom fiihrt
zu einer erhohten Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und bedingt eine
akute granulozytare Entzundung.

Die selbstlimitierten Fieberschibe dauern bis zu 72 Stunden an und gehen haufig

mit einer Polyserositis und erhohten Entziindungsparametern einher. 19 28],
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Unkontrolliert kann es durch die chronische Entzindungskonstellation zu
lebensbedrohlichen Komplikationen wie der Serum-Amyloid-A-Amyloidose und
subsequentem Nierenversagen kommen.

Wenig ist bekannt Uber die Trigger eines Schubes. Verschiedene Faktoren
wurden assoziiert, einschlielllich Infektionen, Trauma, physischer und
psychischer Stress, Menstruation und Kalteexposition. (5

1976 veroffentlichten Sohar et al. die Tel-Hashomer Kriterien, die Amyloidose
unklarer Genese, ein positives Ansprechen auf Colchicin-Therapie und
rekurrentes Fieber mit peritonealer Reizung, Pleuritis oder Arthritis als
Hauptkriterien definieren. 521 Erganzt werden diese durch die Diagnose von FMF
eines Angehorigen ersten Grades, rekurrente Fieberschube unklarer Genese
und ein Pseudoerysipel. Das entspricht dem heute gangigen Konsens einer
primar klinischen Diagnosestellung. Genetische Befunde konnen hilfreich sein,

mussen aber im Kontext aktueller Erkenntnisse vorsichtig interpretiert werden.

Primare Therapieziele sind die Prophylaxe der Attacken und die Verminderung
der chronischen subklinischen Entzindungsaktivitat, insbesondere des Akut-
Phase-Proteins Serum Amyloid A (SAA), da diese mit Organschaden assoziiert
ist. 3 Die Standardtherapie besteht aus der prophylaktischen Gabe von
Colchicin. Die Therapie wurde als sicher und, bis auf haufige gastrointestinale
Nebenwirkungen, als gut vertraglich eingestuft. 32 43. 611 Als Zweitlinientherapie
bei unzureichendem Ansprechen ist eine IL-1-Blockade empfohlen.[*3l Diese
kann durch sogenannte Biologika wie Canakinumab (humaner IL1-beta
monoklonaler AK) und Anakinra (IL-1Ra Analogon) erzielt werden.

1.4 Das Cryopyrin-assoziierte Periodische Syndrom
Das CAPS umfasst eine Gruppe autoinflammatorischer Erkrankungen, die mit

autosomal-dominanten Mutationen im NLRP3 — Gen assoziiert sind. Es schlief3t
drei Syndrome unterschiedlicher Manifestationsgrade ein, dazu gehodren die
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familiare Kalteurtikaria ,,Familial Cold Autoinflammatory Syndrome“ (FCAS), das
Muckle-Wells-Syndrom (MWS) sowie das ,,Neonatale Onset Multisystem
Inflammatory Disease” (NOMID) oder ,,Chronic Infantile Neurological Cutaneous
and Articular syndrome” (CINCA).

Die Pravalenz wird auf 1:1.000.000 geschatzt, wobei sich die Erstmanifestation

fast ausschlieRlich auf das Kindesalter beschrankt. [1°!

Atiologisch bekannt sind Gain of function Mutationen im CIAS1-Gen, welches das
Cryopyrin/NLRP3 Protein kodiert, die zu einer Uberaktivierung des NLRP3
Inflammasoms und gesteigerten IL-1-mediierten Entzindungsantwort fuhren.
Je nach Mutation fuhrt CAPS zu variablen klinischen Schweregraden. Das FCAS
hat die mildeste Krankheitsauspragung und ist durch wiederkehrende,
selbstlimitierte Fieberepisoden, Urtikaria, Konjunktivitis und Arthralgien nach
Kalteexposition charakterisiert. 34

Das MWS entspricht einer intermediaren Form und erganzt die bereits erwahnte
Symptomatik um sensorineuralen Horverlust und Arthritis. Zusatzlich ist das
Vorkommen einer sekundaren SAA-Amyloidose mit Nierenschadigung moglich.
(331 Die Trigger sind hierbei unspezifisch.

Der schwersten phanotypischen Auspragung des CAPS entspricht das
NOMID/CINCA. Kallinich et al. fassen die Klinik mit einer Trias aus neonatal
auftretenden Exanthemen, zentralnervoser Manifestation und krankhafter
Knochenbildung zusammen. Manifestationen im spateren Lebensalter wurden

aufgrund von genetischen Mosaiken beschrieben. 9]

Die Diagnose wird primar Kklinisch gestellt, Mutationsanalysen konnen
wegweisend sein. Aufgrund von Uberlappenden Symptomen und variabler
phanotypischer Auspragung gestaltet sich eine exakte Abgrenzung zwischen den

einzelnen Syndromen als schwierig.

Die IL-1 Hemmung mittels IL-1-Ra (Anakinra) oder monoklonalen IL-1

Antikérpern (Canakinumab) ist die Therapie der Wahl. ©9
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1.5 Das Adulte Still-Syndrom

1897 beschrieb Georg Still 81 als erster eine chronisch-entziindliche
Systemerkrankung bei 22 Kindern, welche er von der bereits bekannten
rheumatoiden Arthritis abgrenzte. Eine ahnliche Symptomatik wurde in
erwachsenen Patienten rund 100 Jahre spéter von Bywaters 1© als adulte Form
des Morbus Still erkannt.

Das adulte Still-Syndrom ist eine seltene Erkrankung, die sich haufig im jungen
Erwachsenenalter manifestiert.*2 Eine Studie aus Frankreich schatzte die
Inzidenz auf 0,16 pro 100.000 Einwohner. 27]

Charakterisiert wird die Erkrankung durch intermittierende Fieberschube,
Arthralgien, Hautausschlag und eine Leukozytose. Die Yamaguchi Kriterien®®!
erlauben mit den genannten Hauptkriterien die Diagnose des adulten Still-
Syndroms mit einer hohen Spezifitdt und Sensitivitdt. Des Weiteren bilden
Halsschmerz, Lymphadenopathie, Splenomegalie, Leberdysfunktion und das
Fehlen von Rheumafaktor und Antinuklearer Antikorper (ANA) als Nebenkriterien

erganzende Hinweise in der Diagnosestellung des adulten Still-Syndroms.

Obwonhl die genaue Atiologie sowie Pathogenese des adulten Still-Syndroms
unbekannt bleiben, wird eine Uberschiellende Aktivierung des NLRP3
Inflammasoms als Reaktion auf PAMPs und DAMPs mit folgender
Uberproduktion von IL-1B als Pathogenese vermutet.['" 221 Diese Theorie wird
durch die therapeutische Wirksamkeit einer IL-1 Blockade gestiitzt.'® Die
Leitlinie der deutschen Gesellschaft fur Rheumatologie empfiehlt fur die Therapie
des adulten Morbus Still unter anderem den Einsatz von IL-1 inhibierenden
Biologika wie Anakinra und Canakinumab. 54

1.6 Coronavirus Disease 2019
Neben Autoinflammatorischen Syndromen kann es im Rahmen von

Entzindungen, beispielsweise bei COVID-19 Infektionen, zu einer

hyperinflammatorischen Immunantwort kommen.
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Coronavirus Disease 2019, ausgelost durch das neuartige Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 (Sars-CoV-2), wurde im Marz 2020 von der WHO als
pandemisch deklariert und forderte weltweit bis zum 18. Februar 2024 insgesamt
7.033.430 Todesopfer. [66]

Die Transmission erfolgt Uber Tropfchen und Aerosole, der Eintritt in die
Wirtszelle wird Uber die Interaktion des viralen S-Glykoproteins mit Angiotensin-
Converting Enzyme || (ACE2) ermdglicht, welches als Rezeptor fungiert. ACE2
wird Uberwiegend in Typ Il Pneumozyten (Alveolarepithelzellen) exprimiert, ist
jedoch auch in Zellen anderer Gewebe und Organe (wie Herz, Niere, Darm,
Endothel) vorzufinden. ¥ Daher sind insbesondere die Atemwege primarer

Manifestationsort der Erkrankung.

Nach Eintritt in die Zelle wird die Sars-CoV-2 RNA von PRRs und TLR3 erkannt,
was konsekutiv zu einer Aktivierung des NLRP3 Inflammasoms fiihrt. (58]

Die meisten Infektionen verlaufen asymptomatisch bis mild, mit Symptomen wie
Husten und Fieber. Ein Viertel der Infektionen ist jedoch mit einem schweren
Verlauf assoziiert.?! COVID-19 kann in diesen Fallen zu Pneumonien sowie
einem Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) mit Ausschuttung
inflammatorischer Zytokine und einer schwerwiegenden systemischen
Entzindungsreaktion fuhren. Lebensbedrohliche Verlaufe einer COVID-19
Infektion sind typischerweise durch eine Uberschiefende Immunantwort gegen
das Virus, einen Zytokinsturm sowie massive Freisetzung proinflammatorischer

Zytokine charakterisiert. [46]

Die Produktion von Zytokinen spielt hierbei eine essentielle Rolle in der
Entwicklung einer COVID-19 bedingten Hyperinflammation. Die Dysregulierung
der Zytokinfreisetzung wurde als Schlusselelement einer schweren Erkrankung
und schlechteren Prognose identifiziert [6: 58]

Dieser sogenannte Zytokinsturm (oder Cytokine Release Syndrome) ist ein
lebensbedrohlicher Zustand, welcher definitionsgemald mit einer exzessiven
Produktion von Zyto- und Chemokinen durch eine derangierte,

hyperinflammatorische Immunantwort einhergeht. ©®8 Zu Formen des
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Zytokinsturms gehoren die (Primare und Sekundare) Hamophagozytische
Lymphohistiozytose und das Makrophagenaktivierungssyndrom (MAS).

Im Serum betroffener Patienten wurde eine Erhohung verschiedener pro-
inflammatorischen Zytokinen beschrieben, unter anderem IL-13, IL-6 und TNF.
Dieser Studie von Huang et al. entsprechend waren im Plasma IL-1- und IL-1Ra
sowohl bei COVID-19 Nichtintensiv- als auch bei Intensivpatienten erhoht. 29
Thurner et al. beschreiben das Vorkommen von Antikorpern gegen IL-1Ra in
jungen mannlichen Myokarditis-Patienten nach stattgefundener SARS-CoV2-
mRNA-Impfung. (69

Eine Serokonversion findet bei Uber 90% der COVID-19 Patienten wenige

Wochen nach Infektion statt. (58

Langanhaltende Symptome sind nach einer akuten Erkrankung maoglich. Unter
Long-Covid oder Post-Covid sind persistierende COVID-19-assoziierte

Symptome zwei Wochen nach Infektion zusammengefasst. 3¢l

Therapiestrategien beinhalten einerseits eine antivirale Therapie, die direkt auf
den Replikationszyklus des Virus abzielt, und andererseits eine
antiinflammatorische Therapie, um eine Uberschielende Immunantwort zu

supprimieren.

Schon fruh wahrend der Pandemie kam der IL-1-Inhibitor Anakinra als sichere
und mortalitdtssenkende Therapie bei hospitalisierten Patienten mit
mittelschwerer bis schwerer COVID-19 Pneumonie zum Einsatz, insbesondere
bei gleichzeitiger Hyperinflammation. [”- 351 Als Mono- und auch Kombitherapie
wurde der IL1-Ra Anakinra als wirksam in der Behandlung von COVID-19 und

einem einhergehenden Zytokinsturm beschrieben. 1. 461

AID, wie das FMF, wurden in ihrer Form als mildere Auspragung eines

Zytokinsturms beschrieben. %

Die zunehmenden Erkenntnisse zur Pathogenese autoinflammatorischer
Erkrankungen haben sich als hilfreich im Verstandnis der COVID-19 Pandemie

erwiesen. Die experimentelle und klinische Evidenz von AID tragen durch
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Kenntnisse uber Hyperinflammation und Zytokinkaskaden zu der Entwicklung
von Therapie- und Praventionsoptionen bei.

1.7 Der IL-1 Rezeptorantagonist

1984 beschrieb Jean-Michel Dayer als erstes das Vorhandensein eines IL-1-
Inhibitors. '”] Dieser Inhibitor unterdriickte die biologische Aktivitat von IL-1a und
IL-1-beta.

Im Verlauf konnte dieser Inhibitor als ein naturlich vorkommender, spezifischer

IL-1-Rezeptorantagonist identifiziert werden.

Der IL-1Ra wird auf dem langen Arm von Chromosom 2 codiert und bindet den
IL-1 Rezeptor mit ahnlicher Affinitat wie IL-1 und IL-1-beta, jedoch ohne eine
proinflammatorische Kaskade zu aktivieren. ['"1 Der IL-1Ra kann von
Hepatozyten als Reaktion auf IL-6 bei systemischer Beteiligung sowie von
Makrophagen, Monozyten, Neutrophilen und Mikrogliazellen produziert werden.
(27, 38, 48] Genetische Polymorphismen des IL-1-Ra wurden mit verschiedenen
Krankheiten assoziiert, einschliel3lich Psoriasis, Systemischer Lupus
Erythematodes, Colitis Ulcerosa und der diabetischen Nephropathie. 8 Eine
Defizienz des Interleukin-1 Rezeptorantagonisten (DIRA) wurde in Einzelfallen
beschrieben und ist durch ein Genmutation-bedingtes Fehlen des naturlichen IL-
1Ra und subsequenter Dauerstimulation des IL-1 Rezeptors charakterisiert. [*°]

Die Relevanz des IL-1Ra in der Regulierung systemischer
Entzindungsreaktionen spiegelt sich in der therapeutischen Verwendung als
biologischer Interleukin-Inhibitor wider.
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1.8 Antikorper gegen IL-1Ra

1.8.1 Antikérper gegen IL-1Ra unter Anakinra-Therapie

Anakinra (Kineret®) wurde als erstes Biologikum spezifisch als IL-1 Rezeptor-
Antagonist entwickelt und gleicht mafRgeblich dem physiologischen IL-1Ra.
Anakinra besteht aus 153 Aminosauren und weicht vom nativen menschlichen
IL1-Ra nur um einen einzelnen Methionin-Rest am Amino-Terminus ab. 4 In der
Europaischen Union ist es fur die Therapie der rheumatoiden Arthritis, COVID-
19, CAPS, FMF und des Still-Syndroms zugelassen.l?°! Die Standarddosis bei
Erwachsenen betragt 100mg pro Tag und wird subkutan injiziert.

Anakinra ist als effektiv, sicher und gut vertraglich eingestuft. [ 2 23 531 Als
haufigste Nebenwirkung treten kutane Reaktionen an der Applikationsstelle auf.
[2]

Trotz guter Vertraglichkeit und Entzindungskontrolle unter Anakinra-Therapie ist
das Vorkommen von Anti-Drug-Antibodies (ADA) beschrieben. 24 30, 67]
Fleischmann et al. wiesen Antikorper gegen Anakinra in rund der Halfte der
untersuchten Patienten unter Anakinra-Therapie nach, in 2% konnte die
Neutralisierungsfahigkeit der Anakinra-Antikorper bestatigt werden. Jedoch
konnte nur bei 50% der Patienten mit neutralisierenden Anakinra-AK eine
Krankheitsprogression beobachtet werden. 24! In einer anderen Studie erwiesen
sich alle Patienten mit neutralisierenden Antikérpern als Non-Responder.2
Andere Arbeiten beobachteten keinerlei Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von ADA und der Wirksamkeit von Anakinra. [©7]
In Zusammenschau der bisherigen Ergebnisse bleibt die Bedeutung der
Anakinra-Antikorper bisher unklar.

1.8.2 Antikérper gegen IL-1Ra bei Anakinra-naiven Patienten

Vereinzelt wurden Anakinra-bindende Antikdrper auch bei Anakinra-naiven,
gesunden Personen vorgefunden. 130671

Bei einem Patienten mit Rheumatoider Arthritis ohne vorangegangene Anakinra
Therapie wurden neutralisierende Antikérper nachgewiesen. B9 Ein Grofteil der
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Patienten mit kritischem COVID-19 Verlauf in der Studie von Thurner et al.
zeigten ebenso neutralisierende Anti-IL-1Ra Antikorper, ohne Anakinra erhalten
zu haben. B¥ Die Plasmalevel von zirkulierendem IL-1Ra zeigten sich bei COVID-
19 Patienten mit IL-1Ra AK signifikant erniedrigt. Unklar bleibt, ob diese Anti-IL-
1Ra Antikorper durch COVID-19 induziert werden, oder praexistieren und fur

einen schweren Verlauf pradisponieren.

1.9 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, explorativ das Vorkommen dieser Anti-IL-1Ra AK bzw.
Anakinra AK bzw. ADA in Patientenseren verschiedenster autoinflammatorischer
Erkrankungen sowie COVID-19 Patientenseren zu untersuchen. Zudem soll
beleuchtet werden, ob das Vorkommen von Anti-IL-1Ra AK (oder Anakinra-
bindender AK) mit einer starkeren Krankheitsaktivitat einhergeht, indem eine
mogliche Korrelation zwischen Antikorperauftreten, klinischen Parametern und

dem Krankheitsverlauf untersucht wird.

Daruber hinaus soll die Hypothese gepruft werden, ob bei Patienten mit
dysregulierten Entzindungsprozessen bereits praexistente Autoantikorper
gegen den physiologischen IL1-Ra bestehen und inwieweit diese potenziellen
Antikorper Einfluss auf den Krankheitsverlauf nehmen. Es wird zudem
untersucht, ob Antikorper gegen den physiologischen IL-1Ra bei
autoinflammatorischen Syndromen und COVID-19 Patienten vorkommen,
welche den Entzundungsprozess und die Krankheitsentstehung unabhangig von
einer vorangegangenen Anakinra-Therapie beeinflussen.

Zuletzt soll mit dieser Arbeit das Auftreten von IL-1Ra Antikorpern bzw. Anti-
Drug-Antikorpern bei Patienten mit autoinflammatorischen Syndromen, welche
mit Anakinra therapiert wurden, im zeitlich-dynamischen Verlauf untersucht und

dargestellt werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Patientengewinnung

2.1.1 Autoinflammations-Kohorte

Fur die Stichprobe der autoinflammatorischen- und Anakinra-Verlaufs-Kohorte
wurden Seren von Patienten mit autoinflammatorischen Syndromen aus der
Rheumaambulanz der Medizinischen Klinik Il in TUbingen auf das Vorhandensein
von Anakinra-bindenden Antikdrpern untersucht.

Fir die Gewinnung einer Stichprobe der autoinflammatorischen Syndrome
wurden die ambulanten Patienten zwischen den Jahren 2017 und 2022 mit
entsprechender Diagnose und vorhandenem Blutserum in der Datenbank des
Immunpathologischen Labors der Medizinischen Klinik 1l herausgesucht. In
wenigen Fallen war die genaue autoinflammatorische Erkrankung nicht exakt

bekannt, diese wurden daher als Verdachtsfalle zusammengefasst.

Die Stichprobe der Patienten unter Anakinra-Therapie zur Untersuchung des
Antikorperverlaufs  wurde digital aus der Datenbank ARDIS der
rheumatologischen Ambulanz herausgefiltert.

2.1.2 COVID-19 Kohorte

Das Kollektiv der COVID-19 Seren entstammt dem Immunpathologischen Labor
der Medizinischen Klinik.

Dieses gliedert sich in Patienten mit einem ARDS, welche im Zeitraum von 2020
bis 2021 in der medizinischen Klinik Tubingen intensivmedizinisch betreut
wurden. Die COVID-akut Gruppe besteht aus akut erkrankten COVID-19
Patienten ohne ARDS, welche von 2020 bis 2021 normalstationar behandelt

wurden.

Des Weiteren enthalt die Kohorte eine Gruppe von vollstandig genesenen
Personen zu unterschiedlichen Wochenzeitpunkten nach COVID-19 Infektion.

Ebenso untersucht wurde eine Gruppe aus Patienten mit Post-Covid-Syndrom,
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definitionsgemal® mit persistierenden COVID-19 assoziierten Symptomen,
welche langer als zwei Wochen nach Infektion andauern.

2.2 Patientenkollektiv der Autoinflammatorischen Syndrome und
COVID-19

Das Kollektiv bestand aus einer Gruppe von Patienten mit
Autoinflammatorischen Syndromen (n=146) und einer Gruppe von COVID-19
Patienten (n=221).

Es wurden daher insgesamt 367 Patienten auf Antikorper gegen den IL-1Ra
untersucht. Die verschiedenen Diagnosen sowie Alter und Geschlecht der
Patienten sind in Tabelle 4 aufgefuhrt.

Tabelle 4: Diagnosen, Geschlecht und Alter von 367 Patienten, die in die Studie
aufgenommen wurden.

Diagnose Anzahl Geschlecht Anzahl (%) Alter

Patienten Weiblich Mannlich (Jahre)
Median

Autoinflammatorische Erkrankungen (n=146)

FMF 97 52 (54) 45 (46) 32

CAPS 21 9 (43) 12 (57) 47

TRAPS 4 4 (100) 0 (0) 46

Verdacht 24 18 (75) 6 (25) 34

auf AID

COVID-19 Infektion (n=221)

ARDS 57* 14 (24) 42 (74) 61

COVID 11 6 (55) 5 (45) 65

Akut

Z.n. 127 59 (47) 68 (53) 44

COVID

Post- 26 20 (77) 6 (23) 53

COVID
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*bei einer Person blieb das Geschlecht unbekannt.

Das Durchschnittsalter der untersuchten AID und COVID-19 Patienten betrug 43
Jahre (Median 44, SD 17 Jahre) bei einer Alterspanne von 3 bis 92 Jahren. Die
Geschlechter waren ausgeglichen vertreten mit 50% (182) weiblichen
Patientinnen und 50% (184) mannlichen Patienten (Tabelle 4). Dabei blieb das
Geschlecht fiir einen ARDS-Fall unbekannt. Eine Ubersicht der Altersverteilung
in den verschiedenen Diagnosegruppen findet sich in der Abbildung 2.

Die FMF-Gruppe bestand aus 97 Patienten. Die Geschlechterverteilung belief
sich auf 54% (52) Frauen und 46% (45) Manner. Das Durchschnittsalter betrug
31 Jahre (Median 32, SD 13 Jahre) bei einer Altersspanne von 3-63 Jahren.

Die CAPS-Gruppe bestand aus 21 Patienten. Sie umfasste 20 MWS-Patienten
und 1 FCAS-Patientin. Die Geschlechterverteilung belief sich auf 43% (9) Frauen
und 57% (12) Manner. Das Durchschnittsalter betrug 44 Jahre (Median 47, SD
19 Jahre) bei einer Alterspanne von 18 bis 81 Jahren.

Die TRAPS-Gruppe bestand aus 4 weiblichen Patientinnen, bei einem
Durchschnittsalter von 46 Jahren (Median 46, SD 11 Jahre) bei einer Alterspanne
von 33-59 Jahren.

Die ARDS-Gruppe bestand aus 57 Patienten. Die Geschlechterverteilung belief
sich auf 24% (14) weibliche und 74% (42) mannlichen Patienten. In einem Fall
war das Geschlecht unbekannt. Das Durchschnittsalter lag bei 60 Jahren
(Median 61, SD 14 Jahre) bei einer Altersspanne von 28-92 Jahren.

Die Gruppe mit akutem COVID-19 bestand aus 11 Patienten, die aufgrund einer
akuten COVID-19 Erkrankung hospitalisiert, jedoch nicht intensivmedizinisch
betreut werden mussten. Die Geschlechter verteilten sich auf 55% (6) weibliche
und 45% (5) mannliche Patienten. Das Alter der 11 Patienten betrug im Schnitt
60 Jahre (Median 65, SD 18 Jahre) bei einer Altersspanne von 11-81 Jahren.

Die Gruppe Zustand nach COVID-19 bestand aus 127 Personen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (in Wochen) nach durchgestandener COVID-19
Infektion. Die Geschlechter verteilten sich auf 47% (59) weiblichen und 53% (68)
mannlichen Patienten. Das Durchschnittsalter lag bei 42 Jahren (Median 44, SD
12 Jahre) bei einer Altersspanne von 20-70 Jahren.
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Die Post-Covid Gruppe bestand aus 26 Patienten mit Post-Covid Syndrom.
Hiervon waren 77% (20) weiblich und 23% (6) mannlich. Das Alter belief sich im
Durchschnitt auf 53 Jahre (Median 53, SD 8 Jahre) bei einer Alterspanne von 33-
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367 Patienten mit autoinflammatorischen

Erkrankungen und COVID-19 Infektion, die in der Studie analysiert wurden.

Abklrzungen: FMF= Familiares Mittelmeerfieber (n=97); CAPS=Cryopyrin-
assoziiertes Periodische Syndrom (n= 21); TRAPS= Tumornekorsefaktor-Rezeptor-
assoziiertes periodisches Syndrom (n=4); ARDS= Acute Respiratory Distress
Syndrom, COVID-19 bedingt (n=57); COVID-19 Akut= akute COVID-19 Erkrankung,
nicht intensivpflichtig (n=11); Z.n. COVID-19= Zustand nach COVID-19 Infektion,
ausgeheilt (n=127); Post COVID= Post-COVID Syndrom (n=26).
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2.1 Patientenkollektiv fiir die Verlaufsuntersuchung unter Anakinra-

Therapie

Um den Einfluss einer Anakinra-Therapie auf die Bildung von Anti-IL-1RA
Antikorper zu untersuchen, wurden zusatzlich 68 Seren von 22 Patienten mit
autoinflammatorischen Syndromen untersucht, bei denen eine Anakinra-

Therapie geplant oder bereits durchgefuhrt wurde (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Diagnosen, Geschlecht und Alter von 22 Anakinra-Patienten, die in die
Verlaufsuntersuchung eingeschlossen wurden.

Diagnose Anzahl Geschlecht Anzahl (%) Alter
Patienten Weiblich Mannlich (Jahre)
Median

FMF 5 2 (40) 3 (60) 46

Adultes Still- 11 4 (37) 7 (73) 45

Syndrom

TRAPS 2 1 (50) 1 (50) 47

MAS 2 0 (0) 2 (100) 46,5

MWS 1 1 (100) 0 (0) 47

Verdacht auf 1 0 (0) 1 (100) 57

AID

Gesamt 22 8 (36) 14 (64) 46,5

2.2 Kontrollkollektiv und Festlegung der Grenzwerte

Das Kontrollkollektiv bestand aus 70 Seren von Blutspenden gesunder
Mitarbeiter des Klinikums. Diese stellte zum Grof3teil das Immunpathologische
Labor Tubingen anonymisiert zur Verfugung. Aufgrund teilweise fehlender Alters-
und Geschlechtsangaben wurden eigenstandig 11 weitere Kontrollen rekrutiert.
Die Geschlechterverteilung belief sich auf 49% Frauen und 41% Manner, wobei
das Geschlecht bei 10% der Kontrollen unbekannt blieb (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Geschlechtsverteilung bei 70 gesunden Probanden, die in der Studie analysiert

wurden.
Geschlecht Anzahl (%)
Weiblich 34 (49)
Mannlich 29 (41)
Unbekannt 7 (10)
Gesamt 70 (100)

Altersangaben waren fur

die Halfte der

Kontrollen ermittelbar. Das

Durchschnittsalter der Kontrollgruppe betrug im Median 25 Jahre, mit Werten
zwischen 21 und 58 Jahren (Tabelle 7).

Tabelle 7: Alters- und Geschlechtsverteilung bei 35 gesunden Probanden, die in der Studie

analysiert wurden.

Geschlecht Anzahl Alter Median
(Spannweite)

Weiblich 18 25 (37)

Mannlich 17 25 (28)

Gesamt 35 25 (37)

Die gemessene Reaktivitat von Anti-IL-1Ra Antikorpern in den Seren der

gesunden Blutspender und die darauf basierende Berechnung der Grenzwerte

ist in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Reaktivitat von Anti-IL.-1Ra AK der 70 Kontrollseren und Berechnung der

Grenzwerte.

Kontrollseren; n=70

IgG ODx1000 IgM ODx1000
Mittelwert 90 55
Median 71 45
Standardabweichung 69 42
Maximum 370 257
Minimum 8 7
MW+2*SD 229 139
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2.3 Vergleichbarkeit der Kontroll- und Patientenkollektive

In Tabelle 9 sind die Patientenkollektive der AID, COVID-19 und Anakinra-

Gruppen der Kontrollkohorte gegenubergestellit.

Tabelle 9: Vergleichbarkeit der Kontroll-und Patientenkollektive.

Kontrollen; AID und COVID- | Anakinra-
n=70 (%) 19 Patienten; Patienten;
n=367 (%) n=22 (%)

Alter 25 Jahre 44 Jahre 46 Jahre
(Median)
Weiblich 34 (48) 182 (50) 8 (36)
Mannlich 29 (41) 184 (50) 14 (64)
Unbekanntes | 7 (1) 1(<1) 0 (0)
Geschlecht

2.4 Datensammlung

Folgende klinische Parameter wurden aus der digitalen Krankheitsgeschichte
(Arztbrief) als Basisdaten entnommen:

Geburtsdatum, Geschlecht, Datum des Serumeingangs im Labor, Diagnose und
Medikation (Immunsuppressiva).

Fur die Kohorte der AID wurden zusatzlich die Schubfrequenz pro Jahr
(Maximalwert 1 Schub pro Monat, somit 12 pro Jahr) und die Laborwerte
(CLP) (SAA)

Verlaufsdarstellung der Antikorper gegen Anakinra wurde ebenso der Beginn und

Calprotectin und Serumamyloid A erganzt. Fur die

das Ende der Anakinra-Einnahme festgehalten.

Fur die Gruppe von ARDS Patienten und Covid-akut Patienten wurden neben
den Basisdaten die Laborwerte Laktatdehydrogenase und Leukozyten mit dem
Datum des Laboreingangs dokumentiert. Erganzt wurden diese um die Dauer der
Invasiven Beatmung, der einer

Notwendigkeit extrakorporalen

Membranoxygenierung (ECMO) sowie eines Exitus Letalis.
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Die Daten der Patienten nach COVID-19 Infektion wurden von Extern erhalten.

Far

diese Arbeit wurden folgende Parameter

dankend (bernommen:

Antinukleare Antikorper, Symptome wahrend der Infektion, Stationare Aufnahme,

Immunsuppression, sowie der Zeitrahmen zwischen positivem Abstrich und

Serumentnahme.

Ebenso von Extern stammen die Daten der Post-Covid Patienten, hier konnten

lediglich die Basisdaten ermittelt werden.

2.5 Materialien

2.5.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 10: Liste verwendeter Chemikalien und Reagenzien.

Produktbeschreibung Hersteller
30% Wasserstoffperoxide H202 Merck KGaA; Darmstadt
AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazole) Tabletten SIGMA-Aldrich Chemie

GmbH; Steinheim

Anakinra 100 mg/0,67ml; Kineret®

Swedish Orphan Biovitrum
AB (publ)

Antikorper gegen humanes IgG, Peroxidase-
conjugated AffiniPure Goat Anti-Human IgG

Jackson Immuno Research,
USA

Antikorper gegen humanes IgM; Peroxidase-
conjugated AffiniPure Goat Anti-Human IgM

Jackson Immuno Research,
USA

APS 10% (Ammmonium persulfate
electrophoresis grade)

SERVA-Electrophoresis
GmbH, Heidelberg

Bovine Serum Albumin BSA 0,005%

PAN BIOTECH; Aidenbach

Dimethylformamide C3H7NO

SERVA-Electrophoresis
GmbH, Heidelberg

Essigsaure 100%

MERCK; Darmstadt

Glycin PUFFERAN®

Carl Roth GmbH; Karlsruhe

Hanks‘ Balanced Salt Solution HBSS

Life Technologies Europe
B.V; Bleiswijk, Niederlande

O-Phenylenediamin (Peroxidase Substrat)

SIGMA-ALDRICH®;
Steinheim

Best.Nr. P0215

Polyclonal Rabbit Anti-Human I1gG/HRP | DakoCytomation; Glostrup
Best.Nr. P0214 Denmark
Polyclonal Rabbit Anti-Human IgM/HRP | DakoCytomation; Glostrup

Denmark

Rotiphorese Gel 30

Carl Roth GmbH; Karlsruhe
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Schwefelsaure 25%;

Merck KGaA; Darmstadt

SDS 10% (Sodium dodecyl sulfate)

SIGMA-ALDRICH®;
Steinheim

TEMED (Tetramethylethylenediamine)

Serva Electrophoresis
GmbH; Heidelberg

Tris 15M, pH 88 (Trizma base)| SIGMA-ALDRICH®;
Tris 3M Steinheim
Triton; X-100 SERVA Serva Electrophoresis

GmbH; Heidelberg

Tween 20

MERCK-Schuchardt,
Hohenbrunn

2.5.2 Loésungen und Pufferansétze

Tabelle 11: Liste verwendeter Basispuffer und deren Zusammensetzung.

M=84,01 g/mol;

Puffer Konzentration | Zusammensetzung | Hersteller
VWR Prolabo®
Phosphat- |\K/|I_—E§(§)gg_ (j 81| 9 | CHEMICALS;
gepufferte =190,09 g/mo Leuven; Belgium
Salzlésung 60mM; pH 7.4 VWR Prolabo®
auf 5| Aqua _ : rolabo
(Phosphate g NaCl-=43,836; | cpemicaLs:
buffered Saline, M_12’6 g/mOI’ Leuven; Be|g|um
PBS-Puffer);, Na2HPO4 — 44,499 | Bio Froxx GmbH;
M=141,96 g/mol; Einhausen
Na2CO3 - 33, 9 g; | MERCK Chemicals
Bicarbonatouffer 0,2M; pH 9,6 | M=105,99 g/mol; GmbH; Darmstadt
P fur 51 Aqua NaHCO3 -57,12 g; | MERCK Chemicals

GmbH; Darmstadt

Citratpuffer

0,1M; pH 5,0
fur 4 | Aqua

Citronensaure-

EMSURE®; VWR

Monohydrat — 25, 20 | International;
g; M=210,14 g/mol | Wien; Osterreich
Natriumcitrat- MERCK Chemicals

Dihydrat — 82, 36 g;
M=294,10 g/mol;

GmbH; Darmstadt
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Tabelle 12: Liste weiterer verwendeter Puffer und Losungen.

Puffer / Losung Zusammensetzung

5 | PBS-Puffer
Waschpuffer 1 (WP1)

25 g BSA

5 | PBS-Puffer
Waschpuffer 2 (WP2) 12,5 g BSA

10 ml Triton

Serumverdunnungspuffer (SVP)

1,51 PBS Puffer

1-2 grolde Spatel BSA

1,2 ml Triton X 100

Substratlosung

50 ml Citratpuffer, pH 5,0

25 mg O-Phenylenediamine

16,5 ul 30% Wasserstoffperoxid

Waschpuffer Western Blot

4,9 | PBS-Puffer

2,59 BSA

2,5 ml Tween 20

Probenverdinnungspuffer Western Blot

100 ml PBS Puffer

3 g BSA

Elektrodenpuffer fur 51 Aqua dest.; pH 8,3

59 SDS

30,25 g Tris

112,50 g Glycin

Transferpuffer fur 41 Aqua dest., pH 8,3

29 SDS

12,129 Tris

57,649 Glycin

Substratlosung WesternBlot

10 ml Dimethylformamid

4 AEC-Tabletten

190 ml Wasser

100 pl Wasserstoffperoxid
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2.5.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 13: Liste verwendeter Verbrauchsmaterialien.

Material

Hersteller

ELISA-Platten; Maxi-Sorp 96 Well; Nunc

Nunc&Co; Wiesbaden

Deep-Wellen-Platten

SARSTEDT,; Numbrecht

Cellstar Tubes; 15 ml und 50 ml Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Reaktionsrohrchen mit und ohne Deckel; | Greiner Bio-One GmbH,;

1,5 ml Frickenhausen

Misch und Messkolben

Duran Schott; Mainz

Pipettier Reservoir

Eppendorf, Sarstedt

Pipetten Spitzen

BIOHINT, Eppendorf, Sarstedt

Nitrozellulose Western-Blotting | MERCK Chemicals GmbH,;
Membranen Darmstadt
Rdéhrchen Stander

2.5.4 Gerite

Tabelle 14: Liste verwendeter Geratschaften.
Geratebeschreibung Hersteller
12-Kanal-Pipette (10-100 ul); Brand | Merck KGaA; Darmstadt

Transferpette® S Multichannel Pipette

Elektronische 8-Kanal-Pipette (50-1200ul)

Sartorius; Gottingen

Pipette Pipetboy 2

INTEGRA Biosciences
GmbH; Biebertal

1000 pl)

Einzelschritt-Pipetten (0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-

Eppendorf Research plus;
Hamburg

ELISA-Reader, PC LG FLATRON

TECAN, Mannedorf, CHE

Elektrowaage

Sartorius; Gottingen

Feinwaage; ALT 220-5DAM

Kern & Sohn; Balingen

Magnetmischer:
Standard

IKA C-MAG MS7, MR Hei-

Heidolph Instruments;
Schwabach

pH-Messer, pHenomenal

VWR International; USA
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2.5.5 Programme

Folgende elektronische Programme wurden im Rahmen der Datensammlung

und Datenauswertung verwendet:

Tabelle 15: Liste verwendeter Programme.

Programm Hersteller

Magellan™ Tecan; Tecan Trading AG, SUI
SAP ISH.med Oracle Cerner, DE

SwissLab Nexus/Swisslab, Nexus AG, DE
Excel Microsoft, USA

Prism 10 GraphPad, USA

SPSS Statistics 28.0.1.1 IBM Corporation, USA

2.6 Methoden

2.6.1 Prinzip des Enzyme-linked-immunosorbent assays

Der Enzyme-linked-immunosorbent-assay (ELISA) wird verwendet, um Antigene
oder Antikorper in biologischen Proben zu detektieren. Wie auch bei anderen
Immunoassays ist das grundlegende Prinzip auf spezifische Antikorper-Antigen

Interaktionen zurtckzufiihren.

Fur diese Arbeit wurde als Antigen das Medikament Anakinra auf eine
Testoberflache getragen, daraufhin folgte das Patientenserum mit den eventuell
vorhandenen Antikorpern. Eine Positivreaktion wurde nach der Zugabe eines
sekundaren Antikorpers und einer Substratldsung durch eine Farbreaktion

sichtbar.
2.6.2 Etablierung
Zur orientierenden Festlegung der Grenz- und Normalwerte wurden 22 gesunde

Blutspender auf Immunglobulin G (IgG) und Immunglobulin M (IgM) Antikorper
gegen den IL-1-Ra Anakinra getestet. Die hierfir verwendete Antigen- und
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Serumverdinnung wurde zunachst nach laborgangigem Standard auf eine
Antigen (AG) Konzentration von 10 pg/ml und eine Serumverdinnung von 1:500
festgelegt. Die Mittelwerte der Absorptionen plus 2-fache Standardabweichung
(SD) wurden als Grenzwerte bestimmt. Diese ergaben fur IgG 229 und IgM 139.

Ubereinstimmend wurden die IgG und IgM Werte von 25 Patienten mit AIDs unter
Anakinra-Therapie explorativ untersucht.

Zur Bestimmung der optimalen Antigen- sowie Serumverdinnung wurde ein
Scatterboard durchgefuhrt (siehe Anlage 1). Das Antigen wurde in
Konzentrationen von 3.125 pg/ml, 6.25 pg/ml, 12.5 pg/ml und 25 pg/ml
eingesetzt, Seren wurden 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 und 1:1600 verdunnt. Als
sekundare Antikorper wurden monovalente Peroxidase-konjugierte Anti-Human-
IgG- und IgM-Antikorper verwendet. Zur Minimierung der Storanfalligkeit wurde
ein Serum stets doppelt aufgetragen, aus denen der Mittelwert berechnet wurde.

Von den 25 bereits nach Standardverfahren explorativ getesteten Patientenseren
wurden jeweils 4 Seren auf Antikorper gegen IL-1RA vom IgG- und IgM-Typ
untersucht. Hierfur wurde jeweils ein stark positives (+++), zwei positive (+) und

ein negatives Serum (-) ausgewahlt.

Die in der Anlage 2 im Detail ersichtlichen Ergebnisse ergaben ein
Kurvenoptimum bei einer AG-Konzentration zwischen 6,25 pg/ml und 12,5 pg/ml

und einer Serumverdunnung zwischen 1:400 und 1:800.

Fur die weiteren Analysen wurde daher eine Anakinra-Konzentration von 10

pug/ml und eine Serumverdunnung von 1:500 verwendet.

2.6.3 Elisa Durchfiihrung

Die Durchfuhrung erfolgte nach dem im Routinelabor gangigen Elisa Verfahren.

Jegliche Konzentrationen und Verdinnungen wurden in Vorversuchen etabliert.
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Tag 1

Die Nunc-Platten wurden mit 100 pl Antigenverdiunnung beschichtet. Das
Testantigen Anakinra wurde fur eine Sollkonzentration von 10 ul pro 1 ml
Bicarbonatpuffer zunachst in einer Konzentration von 1:100 mit HBSS verdunnt.
Diese Verdunnung wurde in 25 ml Bicarbonatpuffer gelost. Pro Well wurden 100
ul Antigenverdunnungslosung pipettiert und fur 16-24 Stunden bei 4 Grad Celsius
inkubiert.

Das Herstellen der Verdinnung der Patientenseren erfolgte fur eine

Sollverdinnung von 1:500 mit Serumverdunnungspuffer.

In jedem Assay wurden vier Kontrollen, sowohl stark positive als auch negative
Kontrollen fur eine qualitatsgesicherte und vergleichbare Durchfihrung

eingesetzt.

Der Waschpuffer 1 wurde angesetzt und Uber Nacht kuhl gelagert.
Tag 2

Es erfolgte das Waschen der Nunc-Platten im Waschpuffer 1, daraufhin wurden
die Platten mindestens 15 min inkubiert. Es erfolgte ein grindliches Ausklopfen
der Platten auf Zellstoff sowie das Pipettieren von 100 pl der Serumverdinnung.
Die Serumverdunnung wurde anschlieRend fur 90 min bei Raumtemperatur
inkubiert.

Es erfolgte ein zweites Waschen der Platten im Waschpuffer 2 und eine
darauffolgende mindestens 15-mindtige Inkubation mit anschlieendem
grundlichem Ausklopfen der Platten auf Zellstoff. Die sekundaren Antikorper
(Peroxidase-konjugierten Antihuman-AKs) wurden in einer Konzentration von 3,3
pl pro 10 ml Waschpuffer 2 fur IgG und 5 pl pro 10 ml Waschpuffer 2 fur IgM
gemischt. Je 100 pl der Antikorperverdunnung wurde auf die jeweiligen Platten
gegeben und fur 60 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Es erfolgte das dritte Waschen der Platten im Waschpuffer 2, daraufhin wurden

die Platten fur mindestens 15 min inkubiert und anschlielend analog zu
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vorherigen Waschungen ausgeklopft. Es wurde 150 pl Substrat pro Well
hinzugegeben. Eine positive Reaktion wurde als gelber Farbumschlag sichtbar.

Sobald die in Vorversuchen von Frau Dr. Preul} evaluierten Absorptionswerte der
vier Kontrollseren erreicht worden sind, wurde die Reaktion mit 50 pl 25%
Schwefelsaure abgestoppt.

Die Auswertung der Platten erfolgte am ELISA-Reader bei einer
Messwellenlange von 450 nm und einer Referenzwellenlange von 620 nm. Die

gemessene optische Dichte (OD) wurde final mit Tausend multipliziert.

Zur Festlegung des Normbereiches wurden Seren von 70 gesunden
Blutspendern und Mitarbeitern des Klinikums gegen Anakinra getestet und der
Mittelwert der Absorptionen plus zweifache Standarddeviation als
Toleranzgrenze (cutoff) festgelegt. (Tabelle 8).

2.6.4 Western Blot zum Nachweis von Anti-IL-1Ra Antik6érpern

Durchfihrung der Elektrophorese
Anakinra hat ein Molekulargewicht von ca. 17 kDa. Daher wurde fur die
Herstellung des Trenngels eine Konzentration von 12% Acrylamid gewahlt, das

Sammelgel wies eine Konzentration von 5% auf.

Tabelle 16: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele der Western Blot Sheets.

Menge Substanz
Trenngel

13,8 mi Wasser

16,8 ml Rotiphorese 30
10,5 ml Tris 1,5M

420 10% SDS

420 10% APS

42 pl TEMED

Sammelgel
13,2 ml Wasser
3,3 mi Rotiphorese 30
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2,5ml Tris 1M
195 pl 10% SDS
195 pl 10% APS
19,5 ul TEMED

Die Anakinra-Fertigspritze eine Dosis von 100 mg pro 0,67 ml Injektionslosung,
dies entspricht einer Konzentration von 150 mg pro ml. Von dieser Losung
wurden 10 pl (1,5 mg) pro Spur auf das Sammelgel aufgetragen.

Die Herstellung des Elektroden- und Transferpuffers erfolgte nach Anleitung,
Ersterer wurde fur die Elektrophorese in die Kammern gegossen.

Insgesamt erfolgte ein Stromfluss von 50 Volt fur 5 min, gefolgt von weiteren 30
min bei 150 Volt und einer weiteren Stunde bei 200 Volt. Sobald das Antigen
etwa 1 cm vom Gelende entfernt war, war die Elektrophorese abgeschlossen.

Durchfiihrung des Western Blot

Es erfolgte der Antigentransfer vom Gel auf Nitrozellulose-Sheets im
Transferpuffer. Die hergestellten Sheets wurden Uber Nacht in 3% BSA-Puffer
auf dem Ruttler inkubiert und waren daraufhin einsatzbereit.

Der Wasch- und Probenverdunnungspuffer wurde nach Anleitung hergestellt. Fur
eine Probenendverdinnung von 1:50 wurden 60 pl Serum mit 3 ml Puffer in
Plastikschalen gegeben und fur 45 min ruttelnd inkubiert. Daraufhin folgten drei
10-minutige Waschgange.

Routinemalig folgte nun die Inkubation mit dem 1:200 verdiunnten sekundaren
HRP Antihuman-IgG und IgM, diese wurden zwei Stunden inkubiert.

Nach funf Waschgangen mit jeweils 7 Minuten wurde die Substratlosung fur
ungefahr 10-15min dazugegeben.

Sobald Banden zu erkennen waren (nach etwa 10-15 min), wurde die Reaktion
mit 7% Essigsaure abgestoppt. Eine Determinante bei ca. 17 kDa wurde als IL-1
Ra-spezifische Reaktion gewertet.
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2.7 Ethik

Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat
Tdbingen unter der Nummer 647/2016BO2 begutachtet, es bestanden keine
Bedenken.

2.8 Statistik

Fur die Zusammenfassung und Darstellung der Daten wurde Deskriptive Statistik
verwendet. Das Auftreten von Antikorpern zwischen verschiedenen Gruppen
wurde mithilfe des Fisher Exact Tests mit einem zweiseitigen Signifikanzniveau
von 0,05 mit SPSS (Version 28, siehe 42) verglichen. Die gemessenen
Absorptionen zwischen verschiedenen Gruppen wurden durch den Mann
Whitney Test mit einem zweiseitigen Signifikanzniveau vom 0,05 mit Prism 10
verglichen. Weitere diskrete Parameter (z.B. Temperatur) wurden aufgrund ihrer
Normalverteilung mittels ungepaarten t-Test bei einem Signifikanzniveau von
0,05 mit SPSS verglichen. Jegliche graphischen Darstellungen der Ergebnisse

wurden mit Prism 10 erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Reaktivitait von Anti-IL-1Ra Antikorpern bei Patienten mit
autoinflammatorischen Erkrankungen, COVID-19 Infektion und

gesunden Probanden

Die Reaktivitat der Anti-IL-1Ra Antikorper in den verschiedenen
Patientengruppen und den gesunden Probanden ist in Abbildung 3 dargestellit.
Die Untersuchung der 367 Seren der AID und COVID-19 Patienten auf Antikorper
gegen den IL1-Ra Anakinra ergab fur Anti-IL-1Ra AK vom IgG-Typ einen
durchschnittlichen Absorptionswert von 119 mit einem Maximum von 912, dies
zeigte sich signifikant* erhoht im Vergleich zu den Kontrollen (*p=0,04 im Mann-
U-Whitney Test; Median AID und COVID-19=90 vs. Median Kontrollen=70,5).
Die durchschnittliche Absorption fur IgM-Anti-IL-1Ra AK lag bei 101 bei einem
Maximum von 1229 und zeigte sich signifikant **** erhoht im Vergleich zu
gesunden Blutspendern (****p<0,0001 im Mann-U-Whitney Test; Median AID
und COVID-19=64 vs. Median Kontrollen=45).

Die Testung auf Normalverteilung der gemessenen Reaktivitaten fur Anti-IL-1Ra
AK vom IgG bzw. IgM-Typ bei den 367 Patienten ergab in allen Analysen ein
p<0,0001 und lasst bei einem Signifikanzniveau von alpha=0,05 auf eine Nicht-
Normalverteilung der gemessenen IgG und IgM Reaktivitaten schlielen.

Die Reaktivitat der Anti-IL-1Ra AK vom IgG-Typ zeigte sich fur Patienten nach
ausgeheilter COVID-19 Infektion und Patienten mit akutem COVID-19 signifikant
erhoht im Vergleich zu den Kontrollen. Fur Patienten mit CAPS sowie Post-
COVID Syndrom zeigten sich die Reaktivitaten der IgG-Anti-IL-1Ra AK signifikant
erniedrigt im Vergleich zu gesunden Probanden (siehe Abbildung 3).

Die Reaktivitat der Anti-IL-1Ra AK vom IgM-Typ zeigte sich fur Patienten mit
COVID-19 bedingtem ARDS, akuter COVID-19 Infektion, sowie bei Patienten
nach ausgeheilter COVID-19 Infektion signifikant erhoht im Vergleich zu
gesunden Probanden. Erstmals in der Patientengruppe der
autoinflammatorischen Syndrome zeigt sich die Reaktivitat der IgM-Anti-IL-1Ra
AK bei Patienten mit FMF signifikant erhoht im Vergleich zum Kontrollkollektiv.
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Es zeigten einzig die Patienten mit akutem COVID-19 und ausgeheilter COVID-
19 Infektion signifikant erhohte Reaktivitaten fur Anti-IL-1Ra AK vom IgG und
IgM-Typ gleichzeitig. Hierbei steht die Uberwiegende Reaktivitat der IgG-Anti-IL-
1Ra bei Patienten mit ausgeheilter COVID-19 Infektion der IgM-gewichteten Anti-
IL-1Ra Reaktivitat der Patienten mit akutem COVID-19 gegenuber.

A) Reaktivitat der Antikorper vom IgG-Typ
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Abbildung 3: Anti-IL-1Ra Antikorperreaktivitaten bei Patienten mit verschiedenen
Erkrankungen und gesunden Kontrollen.

Der durchgehende Strich stellt den Median, die gestrichelte Linie den cutoff (IgG=229,
IgM=139) dar. Der Stern gibt die Signifikanz im Mann-U-Whitney Test gegenliber
gesunden Kontrollen an, mit * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001. FMF IgG
p=0,06, IgM p=0,0011**. CAPS IgG p=0,0012** (signifikant erniedrigt), IgM p=0,3.
TRAPS IgG p=0,75, IgM p=0,44. ARDS IgG p=0,07; IgM p=0,0001***. CovAkut IgG
p=0,0016**; IgM p=0,003***. Z.n. Cov IgG p<0,0001****; IgM p=0,0019**. PostCov
IgG p=0,034" (signifikant erniedrigt), IgM=0,7.

Abklrzungen: FMF= Familiares Mittelmeerfieber; CAPS=Cryopyrin-assoziiertes
Periodische  Syndrom; TRAPS=  Tumornekorsefaktor-Rezeptor-assoziiertes
periodisches Syndrom; ARDS= Acute Respiratory Distress Syndrom, COVID-19
bedingt; CovAkut= akute COVID-19 Erkrankung, nicht intensivpflichtig; Z.n. Cov=
Zustand nach COVID-19 Infektion, ausgeheilt; PostCov= Post-Covid Syndrom.

3.2 Haufigkeit von Anti-IL-1Ra Antikorpern bei Patienten mit
autoinflammatorischen Erkrankungen, COVID-19 Infektion und

gesunden Probanden

Von den 367 Patienten mit AID oder COVID-19 waren bei 20 (5%) Anti-IL-1Ra
AK vom IgG-, 23 (6%) vom IgM- und 11 (3%) sowohl vom IgG- als auch IgM-Typ

(doppelt-positiv) nachweisbar.

Das Auftreten von Anti-IL-1Ra AK vom IgG und IgM-Typ in der AID und COVID-

19 Gruppen zusammengefasst ergab im Vergleich zu den Kontrollen keinen

signifikanten Unterschied (Vgl. Tabelle 17).

Tabelle 17: Antikorperauftreten der AID und COVID-19 Gruppe verglichen mit Kontrollen.

IgG IgG igM igM
AID+COVID Kontrollen; AID+COVID Kontrollen;
Gruppe; n=70 (%) Gruppe (%); | n=70 (%)
n=367 (%) n=367

Positiv 31(8) 4 (6) 34 (9) 3 (4)
Fisher’s Exact p=0,6 Fisher’s Exact p=0,2

Die  Haufigkeit der Anti-IL-1Ra-Antikdrper in  den  verschiedenen

Patientengruppen ist in Tabelle 18 dargestellt.
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Tabelle 18: Haufigkeit von Anti-IL-1Ra-Antikdrpern bei Patienten mit AID, COVID-19
Infektion und gesunden Probanden.

Anzahl Anti-IL-1Ra positiv (%)
Patienten
IgG igM

FMF 97 4 (4) 13 (13)
CAPS 21 1(5) 1(5)
TRAPS 4 1(25) 2(50)°
Verdacht auf AID 24 0 3(12)
ARDS 57 9 (16) 12 (21)”
COVID-19 Akut 11 2 (18) 6 (54)™
Z.n. COVID 127 17 (13) 18 (14)°
Post COVID 26 0 (0) 3(12)
Gesunde 70 4 (6) 3(4)
Probanden

Signifikant im Fisher’'s Exact Test im Vergleich zu gesunden Probanden: * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001; **** p<0,0001.

Bei keiner der Patientengruppen waren Anti-IL-1Ra Antikorper vom IgG-Typ in
signifikant unterschiedlicher Haufigkeit als bei den gesunden Probanden
nachweisbar. Dagegen fanden sich IgM-Antikdrper insbesondere bei Patienten
mit akuter oder durchgemachter COVID-19 Infektion und ARDS signifikant
haufiger als bei gesunden Probanden. Auch Patienten mit TRAPS hatten
haufiger IgM-Antikorper als Gesunde, allerdings konnten hier nur 4 Patienten

untersucht werden.
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3.3 Korrelation von Anti-IL-1Ra Antikorpern mit klinischen und

laborchemischen Parametern bei Patienten mit FMF

3.3.1 Korrelation mit der Schubfrequenz

Die Anzahl der Schiube pro Jahr konnte bei 95 der 97 Patienten ermittelt werden.

Die Verteilung der jahrlichen Schubfrequenz der FMF Patienten ist in Tabelle 19

zu sehen.

Bei etwa einem Drittel (36%) der Patienten trat im vergangenen Jahr kein Schub

auf. Bei einem Drittel (29%) lag die Krankheitsaktivitat zwischen einem und acht

Schuben pro Jahr, daruber hinaus verzeichnete ein weiteres Drittel (32%) eine

Schubfrequenz von Uber 10 Schiben pro Jahr.

Tabelle 19: Haufigkeit von Schiiben bei 95 Patienten mit FMF und Korrelation mit dem
Nachweis von Anti-IL-1Ra-Antikdrpern.

Schibe pro Jahr

Anzahl (%)

Patienten

Anti-IL-1Ra-Antikorper Anzahl
(%)

35 (36)

7.(7)

8 (8)

5 (5)

4 (4)

2 (2)

1(1)

O O O A~ W N = O

2 (2)

-
o

3(3)

Y
N

28 (29)

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Haufigkeit von Anti-IL-

1Ra-Antikorpern vom IgG- und IgM-Typ bei Patienten ohne Schub oder Patienten

mit mehr als einem Schub.
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Abbildung 4 zeigt, dass die durchschnittliche Absorption fur IgG-Anti-IL-1Ra AK
fur Patienten ohne Schubaktivitat bei einer OD=114 und fur Patienten mit
Schuben im vergangenen Jahr bei einer OD=100 lag. Fur IgG konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit und ohne Schub verzeichnet
werden.

Die durchschnittlich gemessene Absorption fur IgM-Anti-IL-1Ra AK lag bei
Patienten ohne Schubaktivitat bei einer OD=102 und bei Patienten mit Schuben
im vergangenen Jahr bei einer OD=80. Beide Gruppen unterschieden sich in der
IgM Absorption nicht signifikant voneinander.

Reaktivitaten von IgG/IgM bei FMF Patienten mit mindestens einem Schub
pro Jahr und Patienten ohne Schubaktivitét

ns ns

1000+ 1
800+
g 600
o
%
5
400+
200- - cutofflgG
S ats 4 2y : cutoffIgM
——p— HH sed __!?!_
il T B S
0 T :-I-: - .i' - T
o o N )
& & & &
o o4 4 &
0@" o 2ol °
© & © «*
) )

Abbildung 4: Reaktivitaten von IgG und IgM Anti-IL-1Ra Antikorpern bei FMF Patienten.

Inkludiert sind FMF Patienten mit mindestens einem Schub pro Jahr und Patienten ohne
Schubaktivitat im vergangenen Jahr. Der cutoff ist als gestrichelte Linie dargestellt (IgG=229;
IgM=139). die durchgezogene Linie kennzeichnet den Mittelwert. Im Mann-Whitney Test
zeigte sich der Unterschied in der Schubaktivitat zwischen antikérperpositiven und negativen
Patienten als nicht signifikant (p>0,05 mit IgG p=0,6; IgM p=0,9). Abklrzungen:
OD=0ptische Dichte; ns= nicht signifikant.
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3.3.2 Korrelation mit Calprotectin-Spiegeln

Das Calprotectin (CLP) konnte fur 95 der 97 FMF Patienten bestimmt werden.
Der Mittelwert fur das CLP der FMF Patienten betrug 30ug/ml (range 1-480ug/ml)
bei einem Referenzbereich von <3 ug/ml. Das CLP war bei 76% der Patienten
erhoht. Ein signifikanter Unterschied des CLP konnte nicht zwischen
antikorperpositiven und -negativen Patienten festgestellt werden (Abbildung 5),
allerdings ist aufgrund der geringen Probandenzahl nur eine eingeschrankte
statistische Auswertung moglich.

Calprotectin Spiegel bei 95 FMF Patienten
in Relation zum Antikorperauftreten

ns ns
1  E—

Abbildung 5: Calprotectin Spiegel bei 95 FMF Patienten in Relation zum Antikérperauftreten.

Die gestrichelte Linie stellt den Grenzwert des Calprotectin-Spiegels bei 3 ym/ml dar. Die
Mittelwerte sind als durchgezogene Linien zu erkennen. Im Mann-Whitney Test zeigte sich
der Unterschied zwischen den Calprotectin Spiegeln zwischen antikérperpositiven und
negativen Patienten als nicht signifikant (p>0,05 mit IgG p=0,4; IgM p=0,2). Abklirzungen:
ns=nicht signifikant.
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3.3.3 Korrelation mit Serumamyloid A

Das Serumamyloid A konnte fur 93 der 97 FMF Patienten bestimmt werden. Das
durchschnittliche SAA betrug im Mittelwert 55 mg/d| bei einem Referenzwert von
<10 mg/dl (im Median 7mg/dl; range 1-976 mg/dl).

Ein signifikanter Unterschied des SAA konnte zwischen antikorperpositiven und
negativen Patienten nicht nachgewiesen werden (Abbildung 6), allerdings ist
auch hier aufgrund der geringen Probandenzahl nur eine eingeschrankte

statistische Auswertung moglich.

Serumamyloid A Spiegel bei 93 FMF Patienten
in Relation zum Antikorperauftreten
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Abbildung 6: Serumamyloid A Spiegel bei 93 FMF Patienten in Relation zum
Antikérperauftreten.

Die gestrichelte Linie stellt den Grenzwert des Serumamyloid A-Spiegels mit 10 mg/dl dar.
Die Mittelwerte sind als durchgezogene Linien zu erkennen. Im Mann-Whitney Test zeigte
sich der Unterschied zwischen den SAA Spiegeln zwischen antikérperpositiven und
negativen Patienten als nicht signifikant (ns=p>0,05) mit IgG p=0,8; IgM p=0,11. 28
Datapunkte befinden sich auRerhalb des Fensters.
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3.3.4 Korrelation mit der Medikamenteneinnahme

90% der FMF Patienten erhielten zum Zeitpunkt der Serumentnahme eine

antirheumatische, medikamentodse Therapie.

In Tabelle 20 ist die AK-Verteilung nach Medikamenteneinnahmen der FMF
Patienten ersichtlich. Alle drei Patienten unter Anakinra-Therapie wurden positiv
auf IgG-Anti-IL1Ra und IgM-Anti-IL-1Ra AK getestet. Es unterschied sich das
Auftreten von Anti-IL-1Ra AK bei FMF Patienten unter Anakinra-Therapie
signifikant von den Patienten ohne Therapie. Zudem waren rund 30% der
Patienten ohne medikamentose Therapie IgM-Anti-IL1-Ra AK positiv, dies

unterschied sich signifikant zu den Patienten ohne Therapie.

Tabelle 20: Haufigkeit von Anti-IL-Ra Antikorpern bei 97 Patienten mit FMF in Relation zur
Medikamenteneinnahme.

Medikamente Anzahl Anti-IL1-Ra AK positive
Patienten Anzahl (%)
IgG IigM
Colchicin 80 1(1) 6 (8)
Anakinra 3 3 (100)° 3 (100)
Canakinumab 3 0 (0) 1(33)
Tocilizumab 1 0 (0) 0 (0)
Ohne Therapie 10 0 (0) 3 (30)

* Signifikanz von p<0,01 im Fisher's Exact Test im Vergleich zu Patienten ohne Therapie.

3.4 Korrelation von Anti-IL-1Ra Antikorpern mit klinischen und

laborchemischen Parametern bei Patienten mit CAPS
Anti-IL-1Ra AK vom IgG- und IgM-Typ traten nur bei einer einzelnen MWS-

Patientin auf (Vgl. Tabelle 18). Die Reaktivitaten der IgG-Anti-IL-1Ra AK zeigte
sich im Vergleich zu unserer Kontrollkohorte signifikant erniedrigt.
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3.4.1 Korrelation der Anti-IL-1Ra Antikorper mit Calprotectin- und
Serumamyloid-Spiegeln

Das CLP war fur 14 der 21 Patienten ermittelbar (Vgl. Tabelle 21). Der Mittelwert
betrug 3,74 pg/ml (range 1-16 pg/ml). Von den 14 Patienten hatten 6 (43%) ein
erhohtes CLP (>3 pg/ml). Das CLP der Patientin mit Anti-IL-1Ra AK vom IgG-
und IgM-Typ betrug 7ug/ml.

Das SAA konnte fur 19 der 21 Patienten bestimmt werden. Das SAA betrug im
Mittelwert 15 mg/dl (range 1-51 mg/dl) bei einem Referenzwert von <10mg/dl. Bei
7 (33%) war es erhoht. Das SAA der Patientin, die Anti-IL-1RA Antikdrper vom
IgG- und IgM-Typ hatte, betrug 5mg/dl.

Tabelle 21: Korrelation zwischen Anti-IL-1Ra Antikérpern und Calprotectin- und
Serumamyloid-Spiegeln bei Patienten mit CAPS.

Laborparameter Anzahl Anzahl Anti-IL-1Ra
Patienten IgG/IgM positiv
Calprotectin > 3ug/ml 6 1
< 3 pug/ml 8 0
Serumamyloid A >10 mg/ml 3 0
<10 mg/ml 12 1

3.4.2 Korrelation der Anti-IL-1Ra-Antik6érper mit der

Medikamenteneinnahme

15 der 21 Patienten mit CAPS (71%) nahmen Canakinumab, zwei (10%) nahmen
Anakinra ein. Drei Patienten (14%) erhielten keine medikamentose Therapie.

Anti-IL-1Ra AK vom IgG- und IgM-Typ traten einmalig bei einer Patientin (7%)
der Canakinumab Gruppe auf (siehe Tabelle 22). Fur die zwei CAPS-Patienten
unter Anakinra-Therapie konnten keine Anti-IL-1Ra AK nachgewiesen werden.
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Tabelle 22: Haufigkeit von Anti-IL-RA Antikérpern bei 21 Patienten mit CAPS in Relation zur
Medikamenteneinnahme.

Medikamente Anzahl Patienten Anti-IL-1Ra IgG/IgM
positiv Anzahl (%)

Colchicin 1 0 (0)

Anakinra 2 0 (0)

Canakinumab 15 1(7)

Keine Therapie 3 0 (0)

3.5 Korrelation der Anti-IL-1Ra Antikorper mit klinischen Parametern
bei Patienten mit TRAPS

Bei einer der vier TRAPS-Patientinnen konnten IL-1Ra AK vom IgG- und IgM-
Typ nachgewiesen werden (Vgl. Tabelle 18).

Diese Patientin wies mit 12 Schiben pro Jahr auch die héchste Schubfrequenz
der TRAPS-Patienten auf. Die anderen drei Patienten hatten im
vorangegangenen Jahr keine Schube.

Zu der in Tabelle 23 dargestellten Medikamenteneinnahme muss erwahnt
werden, dass sowohl die doppelt IgG/IgM-Anti-IL-1Ra AK positive Patientin, als
auch die Patientin mit IgM-Anti-IL-1Ra AK, zu einem vorangegangenen Zeitpunkt
mit Anakinra therapiert wurden. Die aktuelle Medikation der Patientin mit Anti-IL-

1Ra AK vom IgG- und IgM-Typ bestand aus Canakinumab.

In dem Serum der Patientin unter aktueller Anakinra-Therapie konnten keine

Anti-IL-1Ra AK nachgewiesen werden.
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Tabelle 23: Haufigkeit von Anti-IL-1Ra Antikérpern bei 4 Patienten mit TRAPS in Relation
zur Medikamenteneinnahme.

Medikamente Anzahl Patienten Anti-IL-1Ra positiv
Anzahl (%)
lgG IgM
Anakinra 1 0 0 (0)
Canakinumab 2 1 (50)* 1 (50)*
Kein Medikament 1 0 1 (100)

* diese Patienten erhielt zu einem friiheren Zeitpunkt Anakinra.

3.6 Korrelation von Anti-IL-1Ra Antikorpern mit klinischen und
laborchemischen Parametern bei Patienten mit COVID-19
bedingtem ARDS

Wie in Tabelle 18 aufgefuhrt, traten Anti-IL-1Ra AK vom IgG-Typ bei 16% (9/57)
und Anti-IL-1Ra AK vom IgM-Typ bei 21% (12/57) der Patienten mit ARDS bei
COVID-19 Infektion auf. Das Auftreten der IgG-Anti-IL-1Ra AK unterschied sich
nicht im Vergleich zu den Kontrollen (p=0,08). Das Auftreten von IgM-Anti-IL-1Ra
AK hingegen unterschied sich signifikant von der Kontrollgruppe (p=0,0049). 7%
(4/57) der Patienten wiesen gleichzeitig Anti-IL-1Ra AK vom IgG- und IgM-Typ

auf.

Die IgG-Anti-IL-1Ra Antikorperreaktivitaten zeigten keinen signifikanten
Unterschied zu denen der gesunden Probanden (siehe Abbildung 3), wahrend
die lgM-Reaktivitaten signifikant hoher lagen.

Bei 18 der 57 ARDS Patienten (32%) verlief das COVID-19 bedingte ARDS letal.
Die meisten dieser Patienten wiesen keine Anti-IL-1Ra-Antikorper auf (Tabelle
24).
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Tabelle 24: Korrelation von Anti-IL-1Ra Antikérpern mit klinischen Parametern und deren
Auspragung bei Patienten mit COVID-19 bedingtem ARDS.

Anzahl Anzahl (%) Anti-IL-1Ra-
Klinische Parameter Patienten Antikorper positiv
IgG igM

Ja 18 1(6) 3(17)
Exitus Letalis

Nein 39 8 (20) 9 (23)

Ja 52 8 (15) 12 (23)

Invasive Beatmung
Nein 5 1 (20) 0
Ja 31 5(16) 7 (23)
ECMO
Nein 26 4 (15) 5(19)

Ein signifikanter Unterschied im Antikorperauftreten zwischen Patienten mit
letalem und nicht-letalem Verlauf, invasiv und nicht-invasiv Beatmeten, und

Patienten mit und ohne ECMO konnte nicht festgestellt werden.

Patienten mit COVID-19 bedingtem ARDS und quantitativ abweichenden
Leukozyten wiesen haufiger IgM-Anti-IL-1Ra AK auf als Patienten mit
normwertigen Leukozytenzahlen (siehe Tabelle 25).

Tabelle 25: Korrelation von Anti-IL-1Ra Antikdrpern mit laborchemischen Parametern bei
Patienten mit COVID-19 bedingtem ARDS.

Anzahl (%) Anti-IL-1Ra-
Anzahl
Laborchemische Parameter Antikorper positiv
Patienten
IgG IigM
Normwertig 27 3(11) 6 (22)
Leukozyten in 1/l _
Erhoht 26 6 (23) 20 (77) ***
(3800-10300)
Erniedrigt 4 0 1 (25) ***
Laktatdehydrogenase | Normwertig 0 0 0
U/l (<250) Erhoht 57 9 (16) 12 (21)

*** Signifikanz von p<0,001 im Chi-Square Test im Vergleich zum Antikorperauftreten bei
gesunden Kontrollen.

Anti-IL-1Ra AK vom IgM-Typ konnten signifikant haufiger bei ARDS Patienten

mit  abnormalen (erhdhten und erniedrigten zusammengenommen)
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Leukozytenwerten (IgM p=0,0005, IgG p=0,4) festgestellt werden als bei
Patienten mit normwertigen Leukozytenwerten. Der Mittelwert der Leukozyten fur
die ARDS Patienten lag bei 9913/ul (range 780-22840/ul Blut).

Die LDH konnte fur alle ARDS Patienten bestimmt werden, durchschnittlich
betrug sie 530 U/l (range 195-1768 U/l) und lag bei allen Patienten Uber dem
Grenzwert von 250 U/I.

Die Reaktivitaten der IgG und IgM Anti-IL-1Ra AK in Relation zu verschiedenen
klinisch erfassten Parametern sowie deren Auspragungen sind in den Abbildung
7 bis Abbildung 9 dargestellt.

Es konnte eine signifikant hohere Reaktivitat von IgG-Anti-IL-1Ra AK bei
uberlebenden als im Verlauf verstorbenen ARDS Patienten festgestellt werden
(Abbildung 7).

Reaktivitat der Anti-IL-1Ra Antikdrpern bei 57 ARDS
Patienten in Relation zum Exitus Letalis
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Abbildung 7: Reaktivitat der Anti-IL-1Ra Antikoérper bei 57 ARDS Patienten in Relation zum
Exitus Letalis.

*Signifikanz von p<0,05 im Mann-Whitney Test im Vergleich der IgG-Anti-IL-1Ra Reaktivitat
zwischen verstorbenen und nicht verstorbenen ARDS Patienten (p=0,03; MW Exitus=149,
MW Nicht-Exitus=77). NS=nicht signifikant im Mann-Whitney Test im Vergleich der IgM-
Anti-IL-1Ra AK Reaktivitat zwischen verstorbenen und nicht verstorbenen ARDS Patienten
(p=0,3; MW Exitus=104; MW Kein-Exitus=184). Die durchgehenden Linien markieren die
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Mittelwerte. Die gestrichelten Linien stellen den cutoff (IgG=229; IgM=139) dar. Abklirzung:
OD=0Optische Dichte.

Invasiv beatmet wurden 91% (52) der 57 ARDS Patienten. Die weiteren 9% der
Patienten wurden nicht-invasiv beatmet.

Die Anzahl der Beatmungstage konnte fur 47 Patienten bestimmt werden. Eine
signifikante Korrelation zwischen der Dauer der invasiven Beatmung und dem
Anti-IL-1Ra Antikorperstatus konnte nicht festgestellt werden (Vgl. Abbildung 8).

Dauer der Beatmung bei 47 invasiv beatmeten ARDS Patienten
in Relation zu IgG und IgM Anti-IL-1Ra Antikérpern
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Abbildung 8: Dauer der Beatmung bei 47 invasiv beatmeten ARDS Patienten in Relation zum
Antikorperauftreten.

Ns=nicht signifikant im Mann-Whitney Test (IgG p=0,07; IgM p=0,4) im Vergleich der
Beatmungsdauer in Tagen zwischen Anti-IL-1Ra AK positiven und negativen invasiv

beatmeten ARDS Patienten. Die durchgehenden Linien stellen die Mittelwerte dar. Die
durchschnittliche Beatmungsdauer eines ARDS Patienten betrug 23 Tage (range 5-60).

Eine Kreislaufunterstutzung im Rahmen einer extrakorporalen
Membranoxygenierung (ECMO) wurde bei uUber der Halfte (54%, 31/57) der
ARDS Patienten im Verlauf ihres Intensivaufenthaltes notwendig. Die Dauer der
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ECMO konnte fur 28 der 31 ECMO-Patienten bestimmt werden. Es fand sich kein
signifikanter Unterschied fur die Dauer der ECMO zwischen Anti-IL-1Ra AK
positiven und negativen Patienten (Vgl. Abbildung 9).

Dauer der ECMO bei 28 ARDS Patienten
in Relation zu IgG und IgM Anti-IL-1Ra Antikérpern
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Abbildung 9: ECMO-Dauer bei 47 invasiv beatmeten ARDS Patienten in Relation zum
Antikorperauftreten.

Ns=nicht signifikant im t-test (IgG p=0,7; IgM p=0,3) im Vergleich der ECMO-Dauer in
Tagen zwischen Anti-IL-1Ra AK positiven und negativen ARDS Patienten. Die

durchgehenden Linien stellen die Mittelwerte dar. Im Durschnitt wurde eine ECMO 31
(range 8-74) Tage durchgefihrt.

Das Auftreten von IgG und IgM Anti-IL-1Ra AK in unseren ARDS Patienten in
Relation zu laborchemischen Parametern sind den AbbildungenAbbildung 10
und Abbildung 11 zu entnehmen.

Die Leukozytenzahl sowie die Laktatdehydrogenase konnten fur jeden ARDS
Patienten bestimmt werden. Ein signifikanter Unterschied der Leukozytenzahl
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im Blutbild zwischen Anti-IL-1Ra AK positiven und negativen Patienten mit
COVID-19 ARDS konnte nicht festgestellt werden (Vgl. Abbildung 10).

Leukozytenwerte im Blut bei 57 ARDS Patienten
in Relation zu IgG und IgM Anti-IL-1Ra Antikorpern
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Abbildung 10: Leukozytenwerte bei 57 ARDS Patienten in Relation zum Antikérperauftreten.

Ns= nicht signifikant im t-Test (IgG p=0,29; IgM p=0,81) im Vergleich der Leukozytenwerte
im Blut von antikérperpositiven und negativen ARDS Patienten. Die durchgehenden Linien

entsprechen den Mittelwerten, die gepunkteten Linien zeigen den Normbereich flr
Leukozyten an.

Es konnte ebenso kein signifikanter Unterschied der LDH-Werte zwischen Anti-

IL-1Ra AK positiven und negativen Patienten festgestellt werden (Vgl. Abbildung
11).
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Laktatdehydrogenase im Blut von 57 ARDS Patienten
in Relation zu IgG und IgM Anti-IL-1Ra Antikérpern
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Abbildung 11: Laktatdehydrogenase bei 57 ARDS Patienten in Relation

Antikorperauftreten.

Ns=nicht signifikant im Mann-Whitney Test (IgG p=0,5; IgM p=0,4) im Vergleich der
Laktatdehydrogenase im Blut von antikérperpositiven und negativen ARDS Patienten. Die

durchgehenden Linien entsprechen den Mittelwerten, die gepunkteten Linie zeigt den

Grenzwert fur die LDH an.

3.7 Korrelation der Anti-IL1Ra Antikorper mit laborchemischen

Parametern bei Patienten mit akutem COVID-19

Zum

Anti-IL-1Ra AK vom IgG-Typ traten bei 2, IgM-Antikorper bei 6 von 11 Patienten
mit akuter COVID-19 Infektion auf (18% bzw. 54%). Die IgM-Antikorper waren
damit signifikant haufiger bei COVID-19 Patienten als bei gesunden Kontrollen

nachweisbar (Vgl. Tabelle 18). Hinsichtlich der Antikorperreaktivitaten fanden

sich sowohl fur 1gG- wie fur IgM-Antikorper signifikant hohere Werte als flr

gesunden Probanden (Abbildung 3).
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Fur keinen der stationar aufgenommenen, akuten COVID-19 Patienten war eine
aktuelle oder vorangegangene Anakinra-Therapie in der digitalen Akte
beschrieben. Der Vergleich der laborchemischen Parameter von COVID-19

Patienten mit und ohne Anti-IL1Ra Antikérpern ist in Tabelle 26 ersichtlich.

Tabelle 26: Korrelation von Anti-IL-1Ra Antikbrpern mit laborchemischen Parametern bei 10
Patienten mit akutem COVID-19.

Anzahl (%) Anti-IL-1Ra-
Anzahl
Laborchemische Parameter Antikorper positiv
Patienten
IgG IigM
Normwertig 5 1 (20) 4 (80)
Leukozyten in 1/pl _
Erhoht 2 1 (50) 2 (100)
(3800-10300)

Erniedrigt 3 0 0
Laktatdehydrogenase | Normwertig 7 2 (28) 5(71)
U/l (<250) Erhoht 3 0 1(33)

Nicht signifikant (p>0,05) im Chi-Square Test im Vergleich von Leukozyten- und LDH-
Spiegeln zwischen antikérperpositiven und negativen akuten COVID-19 Patienten.

Die laborchemischen Parameter konnten fur 10 der 11 Patienten ermittelt
werden. Dabei lief3 sich kein signifikanter Unterschied im Auftreten von abnormen
Leukozytenzahlen und abnormen Laktatdehydrogenase Werten zwischen IL-
1Ra AK positiven und negativen Patienten feststellen.

In Abbildung 12 und Abbildung 13 ersichtlich sind die laborchemischen
Parameter in Relation zum Anti-IL-1Ra AntikOrperauftreten.

Hierbei zeigten sich signifikant hohere Leukozytenwerte bei akuten COVID-19
Patienten mit IgM-Anti-IL-1Ra Antikorpern als bei Patienten ohne IgM-Anti-IL-
1Ra Antikorper (Abbildung 12). Eine signifikante Korrelation zwischen dem Anti-
IL-1Ra Antikorperauftreten und der Laktatdehydrogenase als laborchemischen
Parameter konnte nicht aufgezeigt werden (Vgl. Abbildung 13).
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Leukozytenwerte im Blut bei 10 Patienten mit akutem COVID-19
in Relation zu IgG und IgM Anti-IL-1Ra Antikorpern
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Abbildung 12: Leukozytenzahl im Blut von 10 akuten COVID-19 Patienten.

Dargestellt sind Leukozyten-Werte von 10 Patienten mit akutem COVID-19 in
Relation zum Auftreten von IgG und IgM Anti-IL-1Ra Antikorpern. Ns=nicht
signifikant im t-Test (IgG p=0,6), *Signifikanz im t-Test mit p<0,05 (IgM p=0,04) im
Vergleich der Leukozyten zwischen IgM-Anti-IL-1Ra AK positiven zu negativen
Patienten. Die durchgehenden Linien entsprechen den Mittelwerten, die
gepunkteten Linien zeigen den Normbereich fir Leukozyten an. Der MW der
Leukozyten fiir alle Patienten lag bei 6687/ul Blut (range 3800-10300/ul Blut).
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Laktatdehydrogenase im Blut von 10 Patienten mit akutem COVID-19
in Relation zu IgG und IgM Anti-IL-1Ra Antikorpern
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Abbildung 13: Laktatdehydrogenase im Blut von 10 Patienten mit akutem COVID-19.

Dargestellt sind die Werte der Laktatdehydrogenase von 10 Patienten mit akutem COVID-
19 in Relation zum Auftreten von IgG und IgM Anti-IL-1Ra Antikérpern. Ns=nicht signifikant
im Mann-Whitney Test (IgG p=0,8; IgM p>0,9) im Vergleich der Laktatdehydrogenase im
Blut von antikdrperpositiven und negativen akuten COVID-19 Patienten. Die
durchgehenden Linien entsprechen den Mittelwerten, die gepunkteten Linie zeigt den
Grenzwert fur die LDH an. Die durchschnittliche LDH im Blut akuter COVID-19 Patienten
betrug 245 U/l (range 116-386).

3.8 Korrelation der Anti-IL1Ra Antikorper mit klinischen und
laborchemischen Parametern bei Patienten nach COVID-19

Infektion

In Tabelle 18 wird ersichtlich, dass fur 17 der 127 Patienten nach vollstandig
ausgeheilter COVID-19 Infektion Anti-IL-1Ra AK vom IgG-Typ nachweisbar
waren (13%), 18 (14%) wiesen IgM-Antikorper auf.

Die Antikorperreaktivitaten sind in Abbildung 3 dargestellit.
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Fir die 1gG-Anti-IL-1Ra Antikorper ergab sich im Vergleich zu den gesunden
Probanden keine Unterschiede im Antikorperauftreten, jedoch konnten signifikant
hohere 1gG-Anti-IL-1Ra AK Reaktivitaten gemessen werden. Fur Anti-IL-1Ra AK
vom IgM-Typ zeigten sich sowohl die Haufigkeit wie auch die Reaktivitat der IgM-
Antikorper signifikant hoher bei Patienten nach ausgeheilter COVID-19 Infektion
als bei den gesunden Probanden (Vgl. Tabelle 18 und Abbildung 3).

Eine Korrelation der Anti-IL-1Ra Antikorper mit den Wochenzeitpunkten nach
positivem Abstrich fur die 127 Personen ist in Tabelle 27 vorzufinden. Rund ein
Viertel stammte von Personen 5 Wochen nach Infektion, ein weiteres Viertel
stammte von Personen 6 Wochen nach Infektion.

5 Wochen nach Infektion gab es zwei Personen, die sowohl IgG-Anti-IL-1Ra AK
als auch IgM-Anti-IL-1Ra AK aufwiesen. Auch in der 8. Woche nach Infektion
hatte eine Person Anti-IL-1Ra AK vom IgG- und IgM-Typ. Insgesamt war zu den
verschiedenen Zeitraumen nach COVID- 19 Infektion keine signifikante Zu- oder
Abnahme der IL-1Ra Antikorper zu beobachten. Es konnte kein signifikanter
Unterschied im Auftreten von Anti-IL-1Ra Antikorpern zwischen den Wochen
nach Infektion festgestellt werden.

Tabelle 27: Auftreten der Anti-IL-1Ra-Antikérper zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
COVID-19 Infektion (entsprechend einem positiven PCR-Test) bei 127 Personen.

Anzahl (%) Anti-IL-1Ra-
Wochen nach positivem Anzahl
Antikorper positiv
PCR-Test Personen
IgG IigM
3-4 17 2(12) 2(12)
5 34 5 (15) 5 (15)
6 32 3(9) 4 (12)
7 24 4 (17) 2 (8)
8 20 3 (15) 5 (25)

Aus Tabelle 28 zu entnehmen ist die Korrelation zwischen dem
Antikorperauftreten und klinischen Parametern bei Personen nach COVID-19
Infektion. Personen mit starkem Krankheitsgefuhl sowie mafRigem bis hohem
Fieber wahrend der COVID-19 Infektion wiesen signifikant haufiger Anti-IL-1Ra
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AK vom IgG-Typ auf als Personen ohne Krankheitsgefuhl und Personen ohne

Fieber.

Tabelle 28: Korrelation von Anti-IL-1Ra Antikérpern mit klinischen Parametern und deren
Auspragung bei 127 Personen nach ausgeheilter COVID-19 Infektion.

Anzahl (%) Anti-IL-
Anzahl . .
Klinische Parameter 1Ra-Antikorper positiv
Personen
IgG IigM
Ja 119 16 (13) 17 (14)
Symptome
Nein 8 1(12) 1(12)
Nein/Wenig 38 1(3) 3 (8)
Krankheitsgefuhl MaRig 61 9 (15) 10 (16)
Stark 28 7 (25)7 5 (18)
Nein 56 3 (5) 6 (10)
Fieber Wenig 23 4 (17) 6 (26)
MaRig/Hoch 48 10 (21) 6 (13)
Keine 91 12 (13) 14 (15)
Luftnot Wenig 19 2 (10) 3(16)
MaRig/Stark 17 3 (18) 1 (6)
Stationdre Aufnahme | Ja 3 0 0
erforderlich Nein 122 17 (14) 16 (13)
Immunsuppressive |Ja 7 1(14) 1(14)
Therapie nein 120 16 (13) 17 (14)

*Signifikanz von p=0,03 im Fishers Exact Test im Vergleich zu Personen ohne Fieber.
**Signifikanz von p<0,01 im Fishers Exact Test im Bergleich zu Personen ohne
Krankheitsgeftnhl.

Die Mehrheit der Personen nach COVID-19 berichtete Uber Fieber wahrend ihrer
Erkrankung (Vgl. Tabelle 29). Hierbei unterschied sich die maximal gemessene
Temperatur signifikant zwischen Personen mit Anti-IL-1Ra AK vom IgG-Typ und

seronegativen Personen.
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Tabelle 29: Korrelation zwischen Koérpertemperatur und Antikérperauftreten bei Personen
nach ausgeheilter COVID-19 Infektion.

IgG Positiv n=17 IgG Negativ n=110
Temperatur Mittelwert in °C | 38,5* (0,70) 38,1 (0,75)
(SD)

IgM Positiv n=18 IgM Negativ n=109
Temperatur Mittelwert in °C | 38,1 (0,63) 38,2 (0,78)
(SD)

* Signifikanz von p=0,023 im t-Test im Vergleich zu Patienten ohne IgG-Anti-IL-1Ra AK.

3.9 Anti-IlL1Ra Antikorper bei Patienten mit Post-Covid

Bei 4 der 26 Patienten mit Post-Covid (15 %) konnten Anti-IL-1Ra AK vom IgM-
Typ nachgewiesen werden (siehe Tabelle 18). Das Auftreten von IgM-Anti-IL-
1Ra AK im Vergleich zu den Kontrollen ergab keinen signifikanten Unterschied
(p=0,08). Keiner der Post-Covid Patienten wies Anti-IL-1Ra AK vom IgG-Typ auf.

Die AntikOrperreaktivitaten der Post-Covid Patienten sind in Abbildung 3
ersichtlich; die lgG-Antikorperreaktivitaten waren hierbei signifikant erniedrigt im

Vergleich zu gesunden Probanden.

3.10 Verlauf der Anti-lL-1Ra Antikorper bei Patienten mit
autoinflammatorischen Syndromen und Anakinra-Therapie

Bei allen Patienten, welche auf Anti-IL-1Ra AK untersucht wurden, war eine
autoinflammatorische Erkrankung bekannt (bzw. bei einem Patienten im
Verdacht, Vgl. Tabelle 30). Bei der Halfte der untersuchten Patienten unter
Anakinra-Therapie wurde ein adultes Still-Syndrom diagnostiziert. Die meisten
Anti-IL-1Ra AK konnten in den Seren von Patienten mit Adultem Still-Syndrom

und FMF nachgewiesen werden.
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Tabelle 30: Haufigkeit von Anti-IL-1RA Antikérpern bei 22 Patienten und 68 Seren mit
verschiedenen Erkrankungen unter Anakinra-Therapie.

Anzahl (%) Anti-IL-1Ra
Anzahl Anzahl Seren positiv von den jeweils
Diagnose
Patienten getestet getesteten Seren
IgG IigM
Adultes Still- 11 31 11 (35)*** 8 (25)**
Syndrom
FMF 5 20 12 (60)**** 10 (50)****
TRAPS 2 5 0 0
MAS 2 5 3 (60)** 1 (20)
MWS 1 4 3 (75)* 1(25)
Unklare AID 1 3 0 0

Signifikanz im Fishers Exact Test im Vergleich zu gesunden Probanden mit * p<0,05; **

p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.

Von den 22 Patienten, die mit Anakinra behandelt wurden, konnten 68 Seren

getestet werden. In 29 (43%) der Seren waren zu mindestens einem Zeitpunkt
Anti-IL-1Ra AK vom 1gG-Typ und in 20 (30%) Anti-IL-1Ra AK vom IgM-Typ
nachweisbar. In 18 Seren waren sowohl Antikorper vom IgG- als auch vom IgM-

Typ nachweisbar (doppelt-positiv). Das Vorkommen von Anti-IL-1Ra vom 1gG-

und IgM-Typ wies bei Patienten unter Anakinra-Therapie einen signifikanten

Unterschied im Vergleich zu der Kontrollgruppe auf (Vgl. Tabelle 31).

Tabelle 31: Antikoérperauftreten in der Anakinra-Gruppe.

Seren n=68 Positiv (%) Fisher's Exact vs.
Kontrollen

19G 29 (43) p<0,0001****

M 20 (29) p<0,0001****

Die gemessenen Reaktivitaten der

Patienten unter

Anakinra-Therapie

unterschieden sich fur Anti-IL-1Ra AK vom IgG- und IgM-Typ signifikant von den
Reaktivitaten der Anti-IL-1Ra AK gesunder Kontrollen (Vgl. Abbildung 14).
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Reaktivitat von Anti-IL-1Ra Antikorpern bei Patienten mit
autoinflammatorischen Syndromen und Anakinra-Therapie
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Abbildung 14: Reaktivitat von Anti-IL-1Ra Antikorpern in 68 Seren von Patienten mit
autoinflammatorischen Syndromen und Anakinra-Therapie.

****Signifikanz von p<0,0001 im Mann-Whitney Test im Vergleich der IgG Reaktivitat von
Anakinra-Patienten (MW 301, Median 188 ODx1000) zu gesunden Kontrollen.

*** Signifikanz von p<0,0006 im Mann-Whitney Test im Vergleich der IgM Reaktivitat von
Anakinra-Patienten (MW 139, Median 76) zu gesunden Kontrollen. Die durchgezogene Linie
stellt den Mittelwert dar. Die gestrichelten Linien stellen den cutoff dar (IgG=229; IgM
129). Abklirzung: OD=0ptische Dichte.

Zudem wurde das Auftreten von Anti-IL-1Ra AK zu unterschiedlichen
Therapiezeitpunkten untersucht (Vgl. Tabelle 32 und Abbildung 15). Hierbei
konnten in den Seren unter Anakinra-Therapie signifikant haufigere Anti-IL-1Ra
AK vom IgG- und IgM- Typ verglichen mit der Kontrollgruppe festgestellt werden.
Auch zeigten die Seren vor Therapiebeginn mit Anakinra ein signifikant
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haufigeres Auftreten von Anti-IL-1Ra AK vom IgG- und IgM-Typ im Vergleich zu
den Kontrollen.

Tabelle 32: Antikorperauftreten zu verschiedenen Therapiezeitpunkten in 62 Seren von
Patienten, die mit Anakinra therapiert wurden.

Anzahl (%) Anti-IL-1Ra
Status Anakinra- .
Anzahl Seren Antikorper positiv
Therapie
IgG IigM

Vor Therapie 19 7 (37)° 4 (21)
Waéhrend Therapie 46 21 (46)™ 15(32) ™

Nach Therapie 3 1(33) 1(33)

Signifikanz im Fisher Exact Test gegentber gesunden Kontrollen mit * p<0,05; ** p<0,01;
***p<0,001.

Die Haufigkeit der Anti-IL-1Ra Antikorper unterschied sich wahrend oder nach
der Anakinra-Therapie nicht signifikant von der Haufigkeit vor Therapie.

Die Krankheitsaktivitat in Form von Krankheitsschiben pro Jahr ist in Tabelle 33
dargestellt. Dabei gab es keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl der
Krankheitsschube zwischen Seren mit Anti-IL-1Ra AK vom IgG-Typ (p=0,87)
oder IgM-Typ (p=0,6) im Vergleich zu Seren ohne Anti-IL-1Ra AK Nachweis.

Tabelle 33: Haufigkeit von Krankheitsschiiben bei 68 Seren von 22 Patienten mit AID zu
verschiedenen Zeitpunkten der Anakinra-Therapie.

Schiibe pro Jahr Anzahl (%) Seren von Patienten mit Schiuben
Vor Therapie; Wahrend Nach Therapie;

n=19 Therapie; n=46 n=3

0 0 33 (72) 0

1 7 (37) 5(11) 0

2 1(5) 0 0

3 2(11) 0 0

4 0 (0) 1(2) 0

5 0 (0) 1(2) 0

6 1(5) 2 (4) 0

12 4 (21) 1(2) 1(33)

Gesamt >1 Schub 15 (79) 10 (22)* 1(33)
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Fehlende Angaben 4 (21) 3(7) 1(67)

* unter Therapie war die Schubhaufigkeit signifikant niedriger als vor der Therapie.

In Tabelle 34 ersichtlich ist eine Verlaufstbersicht der Anakinra-Antikdrper

verschiedener, mindestens einmalig Anti-lL-1Ra AK seropositiver Patienten.

Tabelle 34: Anakinra-Antikérper im Verlauf bei 14 beispielhaften Patienten mit
autoinflammatorischen Syndromen.

Reaktivitat
Beginn | | '°"" | AntiL-1Ra AK
ID | Geschlecht | Diagnose Up
Anakinra (ODx1000)
(Monate)
IgG IigM
151 'm Adultes Still- | Mar 19 +2 395* 569*
Syndrom +15 210 42
+25 166 42
152 | w Adultes Still- | Jun 21 0 1205* | 196*
Syndrom +3 1982* | 1122*
+6 773* 222~
153 'm Adultes Still- | Okt 20 -2 48 64
Syndrom +6 393" 114
+16 186 115
20 w FMF Mar 21 -4 36 43
+3 506* | 236*
+9 385 | 135
155 | w FMF Mai 21 -40 714~ 105
+4 889* | 328*
+9 840* | 140
156 | w Adultes Still- | Okt 13 +1 238 257~
Syndrom +14 80 107
+38 75 112
157 |'m Adultes Still- | Mai 21 0 90 34
Syndrom +4 1373* | 122

75



+10 336* |76
159 Adultes Still- | Feb 13 +7 188 123
Syndrom +13 262" 111
+92 251 | 163*
161 Rheumatoide | Mar 21 -2 32 27
Arthritis / 0 113 133
Adultes Still- +2 76 240*
Syndrom +10 37 0
163 FMF Dez 20 -3 413* |72
+7 319* | 393*
Nov 21 0 189 198*
+4 282 | 201*
10 FMF Jul 19 -13 84 10
0 53 6
+9 664* | 308"
+11 573* | 276*
+18 335 | 231*
+24 233 161
+32 172 115
164 MAS /RA/ Jan 21 -24 416* |7
SLE / T-NHL -4 897* | 230*
+1 410 | 38
165 Adultes Still- | Nov 19 0 236* | 991*
Syndrom +1 97 60
166 MWS Okt 06- | -1 664* | 156*
April 07 +6 436* 32
nach ++3 223 9
Therapie
nach ++9 355* 13
Therapie

*als positiv gewertete Antikorperreaktivitat.

Basis hierfur bilden die Mittelwerte der

gemessenen Anti-IL-1Ra AK Reaktivitat 70 gesunder Kontrollen plus die zweifache
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Standardabweichung. Der daraus berechnete cutoff betragt fur IgG 229 und IgM 139
(ODx1000). - = vor Therapie; + = wahrend Therapie; ++ = nach Therapie.

In Abbildung 15 ist der zeitlich-dynamische Verlauf der Anakinra-

Antikorperreaktivitaten zu unterschiedlichen Therapiezeitpunkten dargestellt.
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Verlauf von IgG-Anti-IL-1Ra Antikorpern in 68 Seren von
Patienten unter Anakinra-Therapie
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Abbildung 15: Zeitlicher Verlauf von Anti-IL-1Ra Antikérpern in 68 Seren von Patienten mit
autoinflammatorischen Syndromen unter Anakinra-Therapie.

Die gestrichelte Linie stellt den cutoff, die durchgehende Linie den Median dar. Der cutoff
betragt fur IgG 229 und IgM 139 (ODx1000). Abkirzungen: OD= Optische Dichte.
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3.11 Nachweis von Anti-IL-1Ra-Antikorpern im Western Blot

Die im ELISA nachweisbaren Anti-IL-1Ra Antikorper liel3en sich auch mittels
Western Blot verifizieren; mit Anti-IL-1Ra positiven Seren war bei Verwendung
von Anakinra als Antigen eine spezifische Determinante bei 17 kD nachweisbar
(Abbildung 16).

L) L2 [e] Ledls) Lol ) [s] [o]

Abbildung 16: Nachweis von Anti-IL-1Ra Antikdrpern mittels Western Blot mit Anakinra als
Antigen.

Spalte 1: IgG positives Serum (ODx1000= 700);

Spalte 2: IgG positives Serum (ODx1000= 539);

Spalte 3: IgG und IgM positives Serum (ODx1000= 518, 979) ;

Spalte 4: IgG negatives Serum (ODx1000=59) ;

Spalte 5: Negativkontrolle ohne Serum, nur mit Anti-lgG AK ;

Spalte 6: IgM positives Serum (ODx1000=579) ;

Spalte 7: IgM positives Serum (ODx1000=1089) ;

Spalte 8: IgM negatives Serum (ODx1000=49) ;

Spalte 9: Negativkontrolle ohne Serum, nur mit Anti-lgM AK.

Mit Stern sind die als spezifisch interpretierten Banden auf der Hohe bei ca. 17kD markiert.
BioRad Precision Plus Protein Dual-Xtra Standards, Criterion 4-20% Tris HCL.
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3.12 Zusammenfassung der Ergebnisse

Vorkommen der Anti-IL-1Ra Antikorper

Das Auftreten von IgM-und 1gG-Anti-IL-1Ra AK, definiert als die Mittelwerte plus
die zweifache Standardabweichung der Anti-IL-1Ra Antikorperreaktivitat 70
gesunder Kontrollen, unterschied sich fur die AID und COVID-19 Gruppe
zusammengefasst nicht signifikant im Vergleich zu den Kontrollen (Fur IgG-Anti-
IL-1Ra AK 8% positive Patienten vs. 6% positive Kontrollseren, fur IgM-Anti-IL-
1Ra AK 9% positive Patienten vs. 4% positive Kontrollseren).
Betrachtet man jedoch die Patientengruppen im Einzelnen, so konnte ein
signifikant haufigeres Auftreten von IgM-Anti-IL-1Ra AK bei Patienten mit
TRAPS, ARDS und akuter sowie durchgemachter COVID-19 Infektion,
verglichen mit gesunden Blutspendern, festgestellt werden. Keine der
Patientengruppen wies ein signifikant haufigeres Auftreten von |gG-Anti-IL-1Ra

AK'im Vergleich zu gesunden Blutspendern auf.

Die gemessenen Absorptionswerte der 367 AID und COVID-19 Patienten
unterschieden sich zusammengefasst sowohl fur Anti-IL-1Ra AK vom IgG-Typ
(p=0,04), als auch fur Anti-IL-1Ra AK vom IgM-Typ (p<0,001) signifikant zu den
Absorptionswerten der Kontrollgruppe.

In der Anakinra-Verlaufsgruppe wiesen 43% (n=68, 29) der Seren Anti-IL-1Ra
AK vom 1gG-Typ und 29% (n=68, 20) Anti-IL-1Ra AK vom IgM-Typ auf und
zeigten hiermit einen signifikanten Unterschied zu gesunden Kontrollen
(p<0,0001). Ebenso signifikant erhdht waren die gemessenen Reaktivitaten fur
lgG Anti-IL-1Ra AK (p<0,0001) und IgM Anti-IL-1Ra AK (p=0,0006) in der

Anakinra-Verlaufsgruppe.

Anti-IL-1Ra Antikérper bei Patienten mit Autoinflammatorischen

Erkrankungen

In der FMF-Gruppe unterschieden sich die gemessenen Reaktivitaten von IgM-
Anti-IL-1Ra AK signifikant zu den Kontrollen (p=0,0011). Kein signifikanter
Unterschied konnte fur klinische und laborchemische Parameter der
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Krankheitsaktivitat (Schubfrequenz pro Jahr, CLP und SAA) zwischen Anti-IL-
1Ra AK positiven Patienten und seronegativen Patienten festgestellt werden.
Bei den 97 FMF Patienten konnte zusammengefasst kein haufigeres Auftreten
von Anti-IL-1Ra AK vom IgG-Typ als bei gesunden Blutspendern beobachtet
werden, jedoch traten bei 100% (n=3) der FMF Patienten unter bestehender
Anakinra-Therapie IgG-Anti-IL-1Ra AK auf, was sich signifikant zu den gesunden

Kontrollen unterscheidet.

CAPS-Patienten wiesen kein vermehrtes Auftreten von Anti-IL.-1Ra AK im
Vergleich zu gesunden Kontrollen auf. Es konnte keine signifikante Korrelation
zwischen Krankheitsaktivitat (CLP, SAA) oder Medikamenteneinnahme und AK-
Auftreten festgestellt werden. Die gemessene Reaktivitat von IgG war signifikant

erniedrigt im Vergleich zu den Reaktivitdten gesunder Kontrollen.

Von den vier untersuchten TRAPS Patientinnen wies eine Patientin Anti-IL-1Ra
AK vom IgG- und IgM-Typ auf; diese doppelt-positive Patientin wies gleichzeitig
auch die hochste Krankheitsintensitat mit 12 Schuben pro Jahr auf. Eine der vier
TRAPS Patientinnen erhielt Anakinra als Medikation und wies keine Anti-IL-1Ra
Antikorper auf. Eine weitere TRAPS Patientin wurde positiv auf IgM-Anti-IL-1Ra
AK getestet. In der Summe unterschied sich lediglich das Auftreten von IgM-Anti-
IL-1Ra AK signifikant zu den Kontrollen. Die gemessenen Antikorperreaktivitaten

unterschieden sich nicht signifikant zu den Kontrollen.

Anti-IL-1Ra Antikorper bei COVID-19 Patienten

Fir die von uns untersuchten ARDS Patienten unterschied sich das Auftreten
von Anti-IL-1Ra AK vom IgM-Typ signifikant im Vergleich zu den Kontrollen (21%
vs. 4%, p=0,0049). Auch die Reaktivitaten fur IgM-Anti-IL-1Ra AK unterschieden
sich signifikant zu den Kontrollen (MW ODx1000 IgM 159 vs. 55, p=0,0001). Das
Auftreten sowie die Reaktivitat von IgG-Antikorpern unterschieden sich nicht
signifikant zu gesunden Kontrollen. 7% (4/57) der Patienten wurden sowohl auf
Anti-IL-1Ra AK vom IgG- als auch vom IgM-Typ getestet und waren somit

doppelt-positiv.
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Es konnte kein signifikanter Unterschied im Auftreten von Anti-IL-1Ra
Antikorpern zwischen Patienten mit letalem und nicht-letalem Verlauf, invasiv und
nicht-invasiv Beatmeten sowie Patienten mit und ohne Notwendigkeit einer
extrakorporalen Membranoxygenierung (ECMO) festgestellt werden. Die
laborchemischen Parameter betreffend, zeigte sich keine Korrelation zwischen
dem Auftreten von Anti-IL-1Ra AK und der Laktatdehydrogenase im Blut. Jedoch
konnten Anti-IL-1Ra Antikorper vom IgM-Typ signifikant haufiger bei Patienten
mit erhohten oder erniedrigten (abnormen) Leukozytenwerten im Blut als bei
Patienten mit normwertigen Leukozyten beobachtet werden.

Bezlglich der Korrelation der Anti-IL-1Ra Antikorperreaktivitaten in Relation zu
klinisch erfassten Parametern konnte lediglich eine erhohte IgG-Anti-IL-1Ra
Reaktivitat bei Patienten, die das COVID-19-bedingte ARDS Uberlebten, als bei
im Verlauf verstorbenen Patienten beobachtet werden. Eine weitere Korrelation
der Antikorperreaktivitat mit Parametern der invasiven Beatmung, ECMO sowie

Leukozytenwerten im Blut konnte fur ARDS Patienten nicht festgestellt werden.

In der Gruppe von Patienten mit akuter, stationar behandlungsbedurftiger
COVID-19 Infektion unterschied sich das Auftreten von Anti-IL-1Ra AK vom IgM-
Typ signifikant im Vergleich zu den Kontrollen (p=0,0001). Die Reaktivitat der
Anti-IL-1Ra Antikorper unterschied sich sowohl fur IgG-Antikbrper (MW
ODx1000=208, p=0,001), als auch fur IgM-Antikorper (MW ODx1000=257,
p=0,0003), signifikant von gesunden Blutspendern.

Es zeigten sich signifikant hohere Leukozytenwerte im Blut akuter COVID-19
Patienten, die IgM-Anti-IL-1Ra Antikorper aufwiesen, als bei seronegativen
Patienten. Eine Korrelation des Antikdrperauftretens mit dem laborchemischen
Parameter der LDH konnte nicht beobachtet werden.

In der Patientengruppe nach ausgeheilter COVID-19 Infektion unterschied sich
das Auftreten von Anti-IL-1Ra AK vom IgM-Typ signifikant zu den Kontrollen
(p=0,03). Die Reaktivitaten fur IgG-Anti-IL-1Ra AK (MW ODx1000=165, p<0,001)
und IgM-Anti-IL-1Ra AK (MW ODx1000=91, p=0,0019) unterschieden sich beide
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signifikant im Vergleich zu gesunden Kontrollen.

Ein signifikanter Unterschied im Auftreten der Anti-IL-1Ra Antikorper zwischen
den Wochenzeitpunkten nach positivem Abstrich konnte nicht verzeichnet
werden. Bei Patienten nach COVID-19 Infektion, die wahrend ihrer
symptomatischen Phase ein subjektiv starkes Krankheitsgefihl angaben,
konnten signifikant haufiger IgG-Anti-IL-1Ra AK vorgefunden werden als bei
Patienten ohne Krankheitsgefiinl. Ahnlich dazu konnte bei Patienten nach
COVID-19 Infektion, die maliges bzw. hohes Fieber wahrend der
symptomatischen Phase angaben, signifikant haufiger IgG-Anti-IL-1Ra AK
nachgewiesen werden als bei Patienten ohne Fieber. Bei Patienten mit
nachgewiesenen lgG-Anti-IL-1Ra AK liel3 sich eine signifikante hohere maximale
Fiebertemperatur (38,5°C vs. 38,1°C, p=0,023) wahrend des symptomatischen
Intervalls feststellen.

Bei Post-Covid Patienten konnte im Vergleich zu den Kontrollen kein
signifikantes Auftreten von Anti-IL-1Ra AK beobachtet werden (IgM-Anti-IL-1Ra
15%, p=0,08; 1gG-Anti-IL-1Ra AK nicht vorhanden). Die Reaktivitaten von Anti-
IL-1Ra AK vom IgG- und IgM-Typ waren im Vergleich zu gesunden Kontrollen
nicht erhoht.

Anti-IL-1Ra Antikorper in der Anakinra-Patientengruppe

In der Gruppe mit Patienten unter Anakinra-Therapie konnte in 43% der Seren
Anti-IL-1Ra (Anakinra) AK vom IgG-Typ und in 29% der Seren Anti-IL-1Ra
(Anakinra) AK vom IgM-Typ nachgewiesen werden. Somit unterschied sich das
Auftreten von Anakinra AK sowohl fur IgG-Anti-IL-1Ra AK (p<0,0001), als auch
fur IgM-Anti-IL-1Ra AK (p<0,0001) signifikant zu gesunden Kontrollen.
Prozentual die meisten Anti-IL-1Ra AK konnten bei Patienten mit adultem Still-
Syndrom (38% der IgG-Anti-IL-1Ra AK und 40% der IgM-Anti-IL-1Ra AK) und
FMF Patienten (42% der IgG-Anti-IL-1Ra AK und 50% IgM-Anti-IL-1Ra AK)

nachgewiesen werden.
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Zudem unterschieden sich die Antikorperreaktivitaten fur die Patienten der
Anakinra-Verlaufsgruppe signifikant fur IgG-Anti-IL-1Ra AK (p<0,0001) und fur
IgM-Anti-IL-1Ra AK (p=0,0006) zu gesunden Kontrollen.

Das Vorkommen von Anti-IL-1Ra AK vom IgG- und IgM-Typ unterschied sich
sowohl fur Seren vor Anakinra-Therapiebeginn (37% IgG-Anti-IL-1Ra AK positiv,
p=0,0014; 21% IgM-Anti-IL-1Ra AK positiv, p=0,0352), als auch fir Seren
wahrend der Therapie (46% IgG-Anti-IL-1Ra AK positiv, p<0,0001; 32% IgM-Anti-
IL-1Ra AK positiv, p<0,0001), signifikant zu den gesunden Probanden.

Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von Anti-IL-1Ra
AK und einer vermehrten Krankheitsaktivitat in Form von Schiben pro Jahr
festgestellt werden.

In der Verlaufsuntersuchung der Antikorperreaktivitaten konnte beobachtet
werden, dass Anti-IL-1Ra Antikorper unter Anakinra-Therapie tendenziell

anfangs starker auftreten und im zeitlichen Verlauf abnehmen.

Western Blot

Im Western Blot konnte das Vorhandensein von Anti-IL-1Ra AK mit einer zweiten
Methode bestatigt werden. Zudem war eine Abgrenzung zu Anti-IL-1Ra AK

negativen Seren moglich.
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4 Diskussion

4.1 Anti-IL-1Ra Antikorper bei Patienten mit Autoinflammatorischen
Syndromen

Antikdrper gegen den rekombinanten IL-1-Rezeptorantiagonisten Anakinra
wurden bei verschiedenen autoinflammatorischen Erkrankungen (AID)
beschrieben. Es zeigen sich hierbei widersprichliche Ergebnisse.

Wikén et al. 671 untersuchten Anti-Drug-Antibodies (ADA) gegen Anakinra bei 43
CAPS Patienten, wovon der Grofteil (83%) mindestens einmal positiv auf ADA
getestet wurde, davon die meisten innerhalb der ersten drei Monaten (79%).
Dabei gab es keinen Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von ADA und
unerwunschten Nebenwirkungen oder  therapeutischer Effektivitat.
Zu ahnlichen Ergebnissen kamen lllowite et al. 1B% bei der Juvenilen
Idiopathischen Arthritis; sie beschrieben bei rund drei Viertel der Patienten nicht-
neutralisierende Anti-IL-1Ra AK. 6% der Patienten mit neutralisierenden AK
zeigten in dieser Studie kein Ansprechen auf die Anakinra-Therapie.
Neutralisierende AK sind auch in einem Patienten ohne Anakinra-Therapie
nachgewiesen worden.

Fleischmann et al. 4 wiesen bei der Halfte der Patienten unter Anakinra-
Therapie Anakinra-bindende AKs nach, davon waren knapp 2% neutralisierend.
Die Halfte der Patienten mit neutralisierenden AKs berichteten von einem
Krankheitsprogress.

Dem entgegen steht ein deutlich selteneres Auftreten von AK in der Studie von
Cohen et al.l'?l, bei der 2,7% der Patienten mit Rheumatoider Arthritis unter
Methotrexat und Anakinra-Therapie einmalig seropositiv waren. Auch hier zeigte
sich ein Patient (1,8%) ohne Therapie seropositiv. Es konnte keine Korrelation
zwischen der Klinik und dem Auftreten von neutralisierenden AK gezeigt werden.

Das beobachtete Auftreten von IgG- oder IgM-Anti-IL-1Ra AK in unseren Seren
der Patienten aus der Anakinra-Gruppe ist mit 44% Seropositivitat ahnlich den
Ergebnissen von Fleischmann et al. einzuordnen. In unserer Studie waren 43%
der Seren IgG-Anti-IL.-1Ra AK und 30% IgM-Anti-IL-1Ra AK positiv, eine
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Unterscheidung zwischen den Typen von Immunglobulinen war in der genannten
Literatur nicht ersichtlich. Die niedrige Antikorperpravalenz in der Studie von
Cohen et al. konnte einen Zusammenhang mit der Methotrexat Ko-Therapie
vermuten lassen.

Entgegen der Studie von Wikén et al. konnte ein vermehrtes Anti-IL-1Ra AK
Auftreten auch uber mehrere Monate hinaus beobachtet werden. Interessant ist
zudem, dass bei einem Patienten mit Muckle-Wells-Syndrom (MWS) Anti-IL-1Ra
AK vom IgG-Typ auch 9 Monate nach Beendigung der Therapie mit Anakinra
vorgefunden wurden. Fur unsere Patienten konnte sich kein Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von Anti-IL-1Ra AK bzw. ADA und einer vermehrten
Krankheitsaktivitat feststellen lassen. Dies konnte durch eine fehlende

Neutralisierungsfahigkeit der vorgefundenen Anti-IL-1Ra AK erklart werden.

In der Studie von Wikén et al.®’l wird erwahnt, dass gelegentlich ADA gegen
Anakinra auch in Seren Anakinra-naiver, gesunder Blutspender vorgefunden
wurden. Auch dies entspricht unseren Beobachtungen von rund 10% gesunder
Kontrollen mit Anti-IL-1Ra AK.

In diesem Male bisher unbeschrieben war das Auftreten von Anakinra-
bindenden AK bzw. AK gegen den physiologischen IL-1-Ra bei
Autoinflammatorischen Syndromen und COVID-19, unabhangig von einer
bestehenden Therapie mit Anakinra. Hier konnten wir mit einem Gesamtauftreten
von 9% IgM-Anti-IL-1Ra AK und 8% IgG-Anti-IL-1Ra AK keinen statistisch
signifikanten Unterschied zu der Kontrollgruppe zeigen. Im Detail zeigte sich
jedoch bei Patienten aus den TRAPS, ARDS, akute COVID-19, sowie Zustand
nach COVID-19 Gruppen ein statistisch haufigeres Auftreten von Anakinra-
bindenden AK, jedoch nur den IgM Subtyp betreffend. Das Auftreten von IgG-
Typ Anti-IL-1Ra Antikorpern spielte in keiner Patientengruppe eine signifikante
Rolle.

Erwahnenswert ist zudem, dass sich das Auftreten von Anti-IL-1Ra AK in der
FMF-Gruppe (IgM 13%), in der ARDS-Gruppe (IgG 16%), akuten COVID-19-
Gruppe (IgG 18%) und Post-COVID-Gruppe (IgM 12%) zwar nicht statistisch
signifikant zeigte, jedoch eine deutliche Differenz zu dem AntikOrperauftreten der
Kontrollen (IgG 6%, IgM 4%) erkennen liel3.
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Obwohl sich das Auftreten von Anti-IL-1Ra AK fur die COVID-19 und AID
Patienten zusammengefasst nicht signifikant zu den gesunden Kontrollen
unterschied, zeigten sich die gemessenen Reaktivitaten der AID und COVID-19
Patientenseren relevant erhoht im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Aus keiner
der bisher erwahnten Studien konnten Daten zu den gemessenen Reaktivitaten
entnommen werden.

Im Gegensatz zum reinen Auftreten der IgG-Anti-IL-1Ra Antikorper, zeigten sich
die gemessenen Reaktivitaten der IgG-Anti-IL-1Ra AK in zwei der sechs
Patientengruppen signifikant erhoht. Dies gilt insbesondere fir die Patienten
nach ausgeheilter COVID-19 Infektion und fur Patienten wahrend einer akuten
COVID-19 Infektion. Aus der Kohorte der autoinflammatorischen Syndrome

zeigte keine Gruppe ein signifikant haufigeres 1gG-Anti-IL-1Ra Auftreten.

Die Diskrepanz in der Signifikanz zwischen dem Auftreten der IgG-Anti-IL-1Ra
AK und der Reaktivitat der IgG-AK kann teilweise durch den hoheren Grenzwert
(cutoff) fur 1gG Antikorper erklart werden. Dieser wiederum basiert auf den
Mittelwerten 70 gesunder Kontrollen, die allesamt hohere 1gG als IgM

Reaktivitaten aufwiesen (weitere Details siehe Limitationen).

Die Reaktivitat fur IgM-Anti-IL-1Ra AK war, ahnlich der IgG-Reaktivitat, bei
Patienten nach ausgeheilter sowie wahrend einer akuten COVID-19 Infektion
signifikant erhoht. Zusatzlich zeigte sich die Reaktivitat der Anti-IL.-1Ra AK vom
IgM Subtyp auch bei COVID-19 bedingten ARDS Patienten sowie bei Patienten
mit Familiarem Mittelmeerfieber signifikant erhoht. Somit zeigte sich aus der
Gruppe der autoinflammatorischen Syndrome lediglich fur FMF Patienten ein
signifikant hoheres Auftreten von Anti-IL-1Ra AK, jedoch ausschlieRlich den IgM-
Subtyp betreffend.

Die Korrelation mit klinischen und laborchemischen Parametern und dem
Auftreten von Anti-IL-1Ra AK ergab vereinzelte Zusammenhange, jedoch konnte
zusammenfassend das Auftreten von Anti-IL-1Ra Antikorpern nicht mit einer
vermehrten  Krankheitsaktivitat oder erhohten Entzindungsaktivitat in

Verbindung gebracht werden.
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Ein Auftreten von Anti-IL-1Ra AK im Zusammenhang mit der aktuellen
Medikation in den AID und COVID-19 Gruppen konnte lediglich in der FMF-
Gruppe beobachtet werden. Hier zeigte jeder der drei FMF Patienten unter
Anakinra-Therapie sowohl Anti-IL-1Ra AK vom IgG-Typ, als auch Anti-IL-1Ra AK
vom IgM-Typ. Selbst bei dieser kleinen Stichprobe konnte ein statistischer
Unterschied (p=0,0006 fur IgG und p=0,0003 fur IgM) im Vergleich zu den
Kontrollen gezeigt werden. Dies konnte als Vorhandensein von Anti-IL-1Ra AK
in Form von ADA gegen Anakinra bei Patienten mit FMF gedeutet werden. Das
Vorhandensein dieser ADAs konnte auch in unseren longitudinalen
Antikdrperuntersuchungen bei Patienten mit autoinflammatorischen Syndromen
unter Anakinra-Therapie beobachtet werden: hier zeigten FMF Patienten unter
Anakinra-Therapie das absolut und relativ hochste Vorkommen von Anti-IL-1Ra
Antikorpern (sowonhl fur den 1gG-, als auch IgM-Subtyp).

Das Auftreten von Anti-IL-1Ra AK der restlichen FMF Patienten unterschied sich
nicht von der Kontrollgruppe und spricht somit gegen ein Vorliegen von Anti-IL-
1RA AK gegen den physiologischen IL-1Ra in unserer FMF-Gruppe. Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass in den von uns untersuchten FMF Patienten Anakinra-
Antikorper in bedeutender Haufigkeit vorkommen, diese jedoch am ehesten
Medikamenten-induziert auftreten und keinen direkten Einfluss auf den
Krankheitsverlauf ausuben.

Aus den genannten Studien war nach Ruckfragen keine genaue Trennung
zwischen Antikorpern gegen den physiologischen IL-1Ra Antagonisten und
medikamentOs-induzierten Antikorpern gegen Anakinra ersichtlich. Daruber
hinaus bleibt es fraglich, ob eine Unterscheidung zwischen AK gegen den
physiologischen IL-1Ra und Anakinra-AK aufgrund der molekularen Ahnlichkeit
Uberhaupt moglich ist. Daher liegt es nahe, einen Antikdrpernachweis in
Verbindung mit einer aktuellen bzw. vorangegangenen Anakinra-Therapie als
ADA zu interpretieren. In unserer Anakinra-Verlaufsuntersuchung hatten jedoch
37% (n=7/19) bereits vor Therapiebeginn Anakinra-bindende AK. Diese mussten,
bei fehlender Antigenexposition (Anakinra), als AK gegen den physiologischen
IL-1Ra gewertet werden. Einen klinischen Einfluss dieser pra-existenten IL-1Ra
konnten wir in Bezug auf die Krankheitsaktivitat in unserer Gruppe jedoch nicht
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feststellen, daher scheint ein pathogenetischer Zusammenhang diesbezuglich
unwahrscheinlich. Der Ursprung dieser praexistenten Anti-IL-1Ra Antikorper
bleibt fraglich, die Bildung auf Boden einer Aktivierung des naturlichen

Immunsystems ist naheliegend.

Unsere longitudinalen Ergebnisse  zeigten bei Patienten mit
autoinflammatorischen Syndromen unter Anakinra-Therapie ein zum Teil ahnlich
hohes Antikorperauftreten (IgM- und IgG-Typ) wie es bereits beschrieben wurde.
Im Gegensatz zu den ubrigen untersuchten Diagnosegruppen spielte hier auch
erstmalig das Auftreten der Anti-IL-1Ra AK vom IgG-Typ eine Rolle. Sowohl die
Prasenz der IgG-Anti-IL-1Ra AK bei 43% der Patienten, als auch die Reaktivitat
(ODx1000=301) waren signifikant erhoht und Ubertrafen sogar die IgM-Anti-IL-
1Ra AK (Auftreten bei 30% der Patienten bei einer durchschnittlichen Reaktivitat
von ODx1000=139). Dies konnte als Zeichen einer langerfristigen
Immunstimulation bei Patienten unter Anakinra-Therapie gedeutet werden und
grenzt sich mit der IlgG-gewichteten Immunantwort von anderen Patienten ohne

Anakinra-Therapie ab.

Longitudinale Daten zur Untersuchung von Anti-IL-1Ra Antikorper im zeitlichen
Verlauf sind bisher sparlich. Pfeiffer et al. 471 zeigten die longitudinalen
Ergebnisse zweier Patienten mit einem Multisystemischen-Entzindungssyndrom
bei Kindern (MIS-C) auf, einer schwerwiegenden COVID-19 Komplikation bei
Kindern (siehe auch Anti-IL-1Ra Antikorper bei Patienten mit und nach COVID-
19). Einer davon wies initial und nach drei Monaten IgG-Anti-IL-1Ra AK auf, nach
7 Monaten waren keine Anti-IL-1Ra AK mehr nachweisbar. Ein weiterer wies
initial I9G-Anti-IL-1Ra AK auf, welche nach funf Wochen nicht mehr nachweisbar
waren. Knapp dreiviertel der untersuchten Kinder in dieser Studie wurden mit
Anakinra behandelt, wobei unklar bleibt, ob die Patienten aus dem Follow-Up
Anakinra erhielten. Daher ist eine Unterscheidung zwischen Antikorpern gegen
den physiologischen Anti-IL-1Ra und ADA gegen Anakinra nicht moglich. Der
ausschlieRliche Nachweis von Anti-IL-1Ra AK vom IgG-Typ entsprache jedoch
auch den Beobachtungen einer IgG-gewichteten Immunantwort in unseren
Patienten mit autoinflammatorischen Syndromen unter Anakinra-Therapie, wobei

hier die unterschiedlichen Atiologien bedacht werden sollten. Wenngleich die
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Follow-Up Daten sowohl zeitlich als auch in ihrer Anzahl begrenzt sind, sprechen
sie fur ein initial starkeres und im Verlauf abnehmendes Anti-IL-1Ra AK
Vorkommen. Ahnliches ist aus der oben erwahnten Studie von Wikén et al. tGber
Anakinra-Antikorper bei CAPS Patienten unter Anakinra-Therapie abzuleiten, die
ein Auftreten von Anakinra-Antikdrpern insbesondere in den ersten drei Monaten

verzeichnete.

Die Tendenz zeigte sich auch in unseren Patienten unter Anakinra-Therapie,
jedoch konnten bei einigen Patienten Anti-IL-1Ra AK auch noch Monate bis Jahre
nach Therapiebeginn nachgewiesen werden. Dies konnte als Zeichen einer
langerfristigen Immunstimulation als Reaktion auf Anakinra gewertet werden.
Insbesondere da sich das Auftreten von Anti-IL-1Ra AK vom IgG- und IgM-Typ
in der Anakinra-Gruppe auch im Vergleich zu der AID und COVID-19 Kohorte
deutlich erhoht zeigte. Diese Beobachtung weist auf einen klaren
Zusammenhang mit der Anakinra-Therapie hin, denkbar ware die Entstehung
von ADAs auf dem Boden einer uberstimulierten Immunantwort und gestorten
Immuntoleranz.

Eine Korrelation mit einer erhohten Krankheitsaktivitat konnte fur die Anakinra-
Patienten, entsprechend den Studienergebnissen von Wikén et al.®’1 und
Fleischmann et al. 4, nicht festgestellt werden. Daher ist eine Auswirkung der
Anti-IL-1Ra Antikorper bzw. Anakinra-Antikorper auf den Krankheitsprogress
bzw. die therapeutische Wirksamkeit von Anakinra unwahrscheinlich.

Im Kontrast zu dem IgG-gewichteten Auftreten von Anti-IL-1Ra AK der Anakinra-
Patienten steht das ausschlieBlich relevante Auftreten von Anti-IL-1Ra AK vom
IgM Subtyp bei TRAPS, ARDS, akuten COVID-19, sowie Zustand nach COVID-
19 Patienten. In diesen Gruppen konnten die AK unabhangig von einer Anakinra-
Therapie nachgewiesen werden. Das Uberwiegen von Anti-IL-1Ra AK vom IgM-
Typ bei ausbleibender Anakinra-Therapie spricht hierbei eher fur eine akute und
gegebenenfalls passagere Immunstimulierung mit Bildung von naturlich
vorkommenden Antikdrpern gegen den physiologischen IL-1Ra ohne groRere
Auswirkung auf den Krankheitsverlauf, als fur die Bildung von ADA gegen
Anakinra.

90



4.2 Anti-IL-1Ra Antikorper bei Patienten mit und nach COVID-19

Erst kirzlich beschrieben Thurner et al. (9 in einer Studie zur Pravalenz von AK
gegen den IL-1Ra in Patienten mit klinischem Verdacht auf eine Myokarditis nach
einer SARS-CoV-2 Impfung das Vorhandensein von Anti-IL-Ra AK in 75% der
jungen (unter 21-jahrigen) Patienten mit einer histologisch gesicherten
Myokarditis. Seropositive Patienten hatten eine friher einsetzende, jedoch
mildere Symptomatik. AK wurden zudem in 1% der Kontrollen und 2% der
Teilnehmer nach einer durchgestandenen Myokarditis gefunden. Als moglichen
pathophysiologischen Mechanismus wurde ein transient hyperphosphorylierter
IL-1Ra zugrunde gelegt, der zu einer gestorten Immuntoleranz und Bildung von
AK fuhren konnte. Es wurde keine Hyperphosphorylierung des IL-1Ra in
Kontrollpatienten nachgewiesen. Die gefundenen AK beeintrachtigten die IL-1Ra
Aktivitat in vitro und waren zudem mit erniedrigten IL-1Ra Plasmaspiegeln
assoziiert. Zudem wiesen seropositive Patienten Biomarker einer

Herzschadigung sowie Entziindung auf.

Pfeifer et al. ®71 wiesen neutralisierende AK gegen IL-1Ra beim
Multisystemischen Entzindungssyndrom bei Kindern (MIS-C) nach, einer
schwerwiegenden COVID-19 Komplikation. Bei 62% (n=13) der Kinder wurden
Anti-IL-1Ra AK gefunden — davon gehorten alle zu der IgG Subgruppe. Nur ein
Patient hatte zusatzlich IgM-Anti-IL-1Ra AK. 71% der Kinder erhielten eine
Therapie mit Anakinra. Es wurde in der Studie nicht zwischen ADA und AK gegen
den physiologischen IL-1Ra unterschieden. Bei Patienten mit Anti-IL-1Ra AK
wurde die Hyperphosphorylierung des IL-1Ra hier erstmalig nachgewiesen. Bei
zwei MIS-C Patienten wurden Follow-Up Daten erhoben: Einer wies initial und
nach drei Monaten ein an IgG gebundenen IL-1Ra auf, nach 7 Monaten war
dieser seronegativ fur Anti-IL-1Ra AK. Ein anderer wies initial Anti-IL-1Ra AK und
einen hyperphosphorylierten IL-1Ra auf, die im 5 Wochen-Follow-Up nicht mehr
nachweisbar waren. Das Verschwinden von hyperphosphorylierten IL1-Ra ging
dem Verschwinden von Anti-IL1-Ra AK voraus.

Andere Daten von Thurner et al. %®! von erwachsenen Patienten mit schwerem

COVID-19 Velauf haben gezeigt, dass die Hyperphosphorylierung von IL-1Ra
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der Bildung von entsprechenden Autoantikdrpern vorausging. Neutralisierende
IL-1Ra AK wurden hier bei 47% der schweren COVID-19 Falle vorgefunden, hier
waren sowohl die Subtypen IgG als auch IgM vertreten. In Patienten mit leichten
COVID-19 Verlaufen wurden deutlich weniger AK vorgefunden, in gesunden
Kontrollen wies kein Patient AK auf. Der hyperphosphorylierte IL-1Ra wurde nur
in Patienten mit hohen Titern an Anti-IL-1-Ra AK vorgefunden.

Die Daten der COVID-19 und MIS-C Studien deuten darauf hin, dass die
beobachteten posttranslationalen Modifikationen entweder aus der SARS-CoV-
2 Infektion selbst oder inflammatorischen Folgereaktionen resultieren und diese
wahrscheinlich immunogen sind. Es wird vermutet, dass die Bildung
pathogenetisch bedeutsamer Autoantikdrper zu einem hyperinflammatorischen
Zustand beitragt. Tatsachlich suggerieren einige Studien, wie auch die von
Chang. et al.l'%l, dass Sars-CoV-2 Infektionen die Bildung neuer Autoantikorper

triggern und zu einem Bruch in der Immuntoleranz fuhren konnen.

Schulthei® et al. B veroffentlichten einen Artikel Gber die Dysregulation von
Zytokinen bei Patienten mit Post-Covid Syndrom. Es wurde eine signifikante
Assoziation zwischen IL-1B, IL-6 und TNF und dem Post-Covid Syndrom
aufgezeigt. Zwar konnte keine Korrelation zwischen dem Auftreten von
Autoantikorpern wie dem Rheumafaktor, ANAs oder Antiphospholipid-AK gezeigt
werden, jedoch wies man selbst 8-10 Monate nach akuter Infektion eine
persistierende Erhohung der inflammatorischen Zytokin-Trias, bestehend aus IL-
1B, IL-6 und TNF, bei Patienten mit Post-Covid Syndrom nach. Dies liel3e die
Uberlegung eines moglichen Zusammenhangs zwischen einem erhohten IL-1B
Plasmaspiegel und dem Auftreten von Anti-IL-1Ra AK bei Post-Covid Patienten

ZU.

In Konkordanz mit den Ergebnissen von Thurner et al. ®° fanden wir bei 32% der
Patienten mit schweren COVID-19 Verlaufen im Rahmen eines ARDS AK gegen
den IL-1Ra vor. Im Gegensatz zu Pfeiffer et al. 71 waren bei uns ausschlie3lich
die IgM-Anti-IL-1Ra AK statistisch (21% der Patienten) bedeutsam. Wichtig zu
erwahnen ist, dass fur keinen der von uns untersuchten COVID-19 Patienten eine
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Einnahme von Anakinra in der digitalen Akte vermerkt war, wohingegen bei den
lgG-gewichteten Ergebnissen von Pfeiffer et al. 71% der Patienten Anakinra
erhielten. Ein Zusammenhang mit der Anakinra-Therapie scheint in dieser Studie
wahrscheinlich, insbesondere im Hinblick der IgG-gewichteten Ergebnissen

unserer Patienten unter Anakinra-Therapie.

Ein signifikant gehauftes Auftreten von IgG-Anti-IL1Ra AK konnten wir bei ARDS
Patienten nicht beobachten (16% vs. 6% Kontrollen), es gab lediglich mehr IgG-
Anti-IL-1Ra AK positive Patienten in der Gruppe, die ein COVID-19 bedingtes
ARDS Uberlebt haben, als in der Gruppe von verstorbenen Patienten. Eine
Korrelation des Antikorperauftretens und des klinischen Verlaufs bei Patienten
mit ARDS konnte in unseren Patienten nicht beobachtet werden. Lediglich konnte
bei ARDS Patienten mit abnormen (erhdhten oder erniedrigten)
Leukozytenwerten haufiger IgM-Anti-IL-1Ra AK nachgewiesen werden als bei
seronegativen Patienten. Eine Korrelation mit den Laktatdehydrogenase-Werten
im Blut konnte nicht beobachtet werden.

Wir konnten somit im Vergleich zu der Studie Uber IL-1Ra AK bei Patienten mit
einer Myokarditis nach SARS-CoV-2 Impfung nur einen vereinzelten
Zusammenhang mit einem Laborparameter, den Leukozyten, und keinen

Zusammenhang mit der LDH oder dem klinischen Verlauf zeigen.

Interessanterweise wiesen wir bei Patienten mit moderaten, akuten COVID-19
Verlaufen, die lediglich normalstationar behandelt wurden, haufiger Anti-IL-1Ra
AK (19G 18%, IgM 54%) nach als bei ARDS Patienten (IgG 16%, IgM 21%). Dies
steht im Kontrast zu der Studie von Thurner et al. P9, in welcher die leichten
Verlaufe mit weniger AK assoziiert waren. Hauptsachlich zeigte sich auch hier
wieder ein mafigeblich erhohtes Auftreten von IgM-Anti-IL-1Ra AK, jedoch waren
die Reaktivitaten fur IgG und IgM im Vergleich zu den Kontrollen bedeutsam
erhoht. Klinisch imponierten die Leukozyten als einziger Parameter substanziell
erhoht bei Patienten mit Anti-IL-1Ra AK vom IgM-Typ als fur seronegative
Patienten, jedoch ist hier die Stichprobe klein und die Leukozyten immer noch im

Normbereich. Auch bei den milden Verlaufen konnten wir keinen Zusammenhang
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zwischen der klinischen Prasentation und dem Auftreten von Anti-IL-1Ra AK

zeigen.

Bisher unbeschrieben war das Auftreten von IL-1Ra AK bei Patienten zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach einer durchgestandenen, vollstandig
ausgeheilten COVID-19 Infektion. Alle Zeitpunkte einbezogen wiesen 14% der
Patienten IgM-Anti-IL-1Ra AK auf, welche sich im Vergleich zu den Kontrollen
wesentlich gehauft zeigten. IgG-Anti-IL-1Ra AK waren bei 13% der Patienten
vorzufinden, waren jedoch verglichen mit unserer Kontrollgruppe nicht signifikant
gehauft. Die Reaktivitaten hingegen waren fur Anti-IL-1Ra AK vom 1gG und IgM
Subtyp erhoht. Bei fehlender Exposition von Anakinra ist auch hier von
Antikdrpern gegen den naturlich vorkommenden IL-1Ra auszugehen.
Tendenziell konnte eine Zunahme des absoluten Auftretens von IgG-Anti-IL-1Ra
AK bis zur 5. Woche beobachtet werden (5 positive Seren). In der 5. und 8.
Woche wiesen die meisten Patienten IgM-Anti-IL-1Ra AK (jeweils 5 positive
Seren) auf. Das Auftreten von Anti-IL-1Ra AK unterschied sich nicht zwischen
den unterschiedlichen Wochenzeitpunkten nach Infektion.

Far Patienten mit einem subjektiv starken Krankheitsgefuhl wahrend der Infektion
konnten haufiger Anti-IL-1Ra AK vom IgG-Typ nachgewiesen werden als bei
Patienten ohne Krankheitsgefuhl. Da fur Patienten mit wenig bzw. keinem
Krankheitsgefuhl kein essenzielles Auftreten von Anti-IL-1Ra AK beobachtet
werden konnte, lieRe dies einen Zusammenhang zwischen dem
Erkrankungsempfinden (und somit subjektiver Krankheitsintensitat) und dem
Auftreten von Anti-IL-1Ra AK vermuten, wobei hier die Angaben zur
Krankheitsaktivitat subjektiv und nicht unabhangig prufbar sind. Neben dem
Krankheitsempfinden zeigte sich auch das von den Patienten angegebene
Fieberempfinden entsprechend. Patienten mit mafligem/hohem Fieber wahrend
ihrer Infektion wiesen haufiger Anti-IL-1Ra AK vom IgG-Typ auf als Patienten
ohne Fieber. Die hochste gemessene Temperatur von Patienten mit IgG-Anti-IL-
1Ra AK war erhoht im Vergleich zu seronegativen Patienten. Abgesehen davon

gab es keine Korrelation mit anderen klinischen Parametern.
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Die klinischen Parameter unserer Patienten nach COVID-19 sind also, durch das
Auftreten von IgG-Anti-IL-1Ra AK bei Patienten mit mafigem und starkem
Krankheitsgeflhl sowie ein starkeres Fieberempfinden bei ebendiesen Patienten,
vereinzelt mit dem Auftreten von Anti-IL-1Ra AK assoziierbar. Dem entgegen
steht eine scheinbar ausbleibende Korrelation der Anti-IL-1Ra AK auf das
grundsatzliche Vorhandensein von Symptomen. Die Anti-IL-1Ra AK scheinen
also eher ein immunologisches Epiphanomen bei Patienten nach COVID-19 zu

sein.

Unsere Untersuchungen zu Anti-IL-1Ra AK bei Patienten mit Post-Covid
Syndrom entsprechen dem von Schulthei® et al.b! beschriebenen Ausbleiben
von Autoantikorpern bei Post-Covid Patienten, da auch wir kein wichtiges
Auftreten von AK gegen den physiologischen IL-1Ra vorfinden konnten. Hieraus
lieRe sich ein fehlender Einfluss von AutoantikOrpern gegen den IL-1Ra bei
Patienten mit Post-Covid Syndrom schlussfolgern.

Zusammenfassend haben wir Anakinra-bindende AK in rund ein Drittel der Falle
mit COVID-19 bedingtem ARDS gefunden sowie in Uber der Halfte der akuten,
stationaren COVID-19 Falle (ohne ARDS) vorgefunden. Diese Haufigkeiten
entsprechen in etwa der beschriebenen Daten von Patienten mit akuter COVID-
19 Symptomatik, mit Schwankungen innerhalb von 10%.

Die Natur sowie die klinische Relevanz der gefundenen Anakinra-bindenden
Autoantikorper bleibt debattierbar. Zumindest in den verschiedenen COVID-19
Kohorten kann das Vorhandensein von ADAs bei fehlender Anakinra-Therapie
ausgeschlossen werden.

Das gehaufte Auftreten von Anakinra-bindenden AKs bei ARDS- und akuten
COVID-19 Patienten konnte ein Hinweis darauf sein, dass COVID-19 tatsachlich
die Bildung neuer Autoantikorper induziert und zu einem Bruch in der
Immuntoleranz fuhren konnte, wie bereits von einigen Studien suggeriert wurde.
Eine Kreuzreaktivitdt im Rahmen einer unspezifischen post-infektiosen

Immunstimulierung kann nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Interessant
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ware zudem, Seren von Patienten mit anderen Infektionskrankheiten auf
Anakinra-bindende Antikorper zu untersuchen. So kdnnte untersucht werden, ob
die Anakinra-Antikorper SARS-spezifischen Ursprungs sind oder auch durch

andere Viren oder Immunstimulanzien induziert werden konnen.

Die Daten der Patienten nach durchgestandener COVID-19 Infektion zu
unterschiedlichen Zeitpunkten sprechen gegen eine ausschliel3lich akute
Stimulierung, da Anti-IL-1Ra AK auch bis zu 8 Wochen nach positivem PCR-
Abstrich nachweisbar waren. Dem entgegen steht die ausbleibende Relevanz
von Anakinra-bindenden AK in unseren 26 Post-Covid Patienten.

Es wurde gezeigt, dass Anakinra-bindende AK in unseren COVID-19 Patienten
sowie nach durchgestandener Sars-CoV-2 Infektionen gehauft auftreten. Einen
Zusammenhang mit klinischen Parametern oder dem Krankheitsverlauf konnte
jedoch nur in Einzelfallen festgestellt werden. Es bedarf weiteren
Untersuchungen, die das immunologische Geschehen wahrend und nach
COVID-19 beleuchten. Erkenntnisreich waren, vor allem fur einen Vergleich mit
den bereits genannten Studien, Untersuchungen zum Phosphorylierungsstatus
des IL-1Ra sowie Serumplasmaspiegel zirkulierender Anti-IL-1Ra AK und deren

Neutralisierungsfahigkeit.

4.3 Limitationen

Klare Limitation weist diese Arbeit durch zum Teil kleine Patientengruppen,
bedingt durch die Seltenheit vieler autoinflammatorischer Erkrankungen (v.a.
MWS, TRAPS) auf. In diesen kleinen Stichproben sind statistische Aussagen
begrenzt valide.

Limitiert wird die Interpretation unserer Ergebnisse daruber hinaus durch die
fehlende Klassifikation der Anakinra-bindenden AK, sodass eine Aussage Uber
die Natur der Anti-IL-1Ra AK nicht getroffen werden kann. Es wurde zwar
zwischen 1gG und IgM Globulinen differenziert, jedoch bleibt unklar, ob es sich
bei den nachgewiesenen Antikorpern um tatsachliche ADA gegen Anakinra, AK
gegen den physiologischen IL-1Ra oder eine unspezifische Stimulierung mit

96



Kreuzreaktivitat im Rahmen von Autoantikorpern handelt. In Bezug auf die
aktuelle Literatur ware eine weitere Charakterisierung notwendig, besonders die
Neutralisierungsfahigkeit und der Phosphorylierungs-Status der Anti-IL-1Ra AK
waren hier von Interesse. Zudem aufklarend waren Bestimmungen der

Plasmaspiegel von zirkulierendem IL-1Ra.

Eine weitere Beschrankung ergibt sich durch die relativ kleine Anzahl gesunder
Kontrollen im Vergleich zu dem gesamten Patientenkollektiv. Die Grenzwerte fur
IgG (ODx1000=229) und IgM (ODx1000=139) mussen deshalb im Kontext einer
kleinen Kontrollstichprobe interpretiert werden und bei der Interpretation der
Ergebnisse sollte der deutlich geringere Grenzwert fur IgM bedacht werden. Nicht
auller Acht gelassen werden sollte die Altersdifferenz von rund 20 Jahren
zwischen der Kontroll- und Patientengruppe. Mogliche Einfliusse des jungeren
Alters der Kontrollen auf das Vorhandensein von Auto-AK konnen diskutiert
werden. Zudem war fur den Groldteil der Kontrollen Uber den sonstigen
gesundheitlichen Status, besonders im Hinblick auf eine mogliche, erst kurzlich
zuruckliegende Sars-CoV-2 Infektion, die potenziell die Bildung von Auto-AK
stimulieren konnte, keine Aussage moglich. Erwahnenswert an dieser Stelle ist,
dass zwei selbststandig rekrutierte gesunde Blutspender fur die Kontrollgruppe,
welche wenige Wochen zuvor eine asymptomatische Sars-CoV-2 Infektion
durchlebten (serologisch bewiesen), Uber dem Grenzwert erhdhte 1gG-Anti-IL-
1Ra AK Absorptionen aufwiesen. Diese beeinflussten durch die erhdhten 1gG-

Reaktivitaten den I1gG cutoff mal3stablich.

Wichtig ist zudem, dass in unseren Kontrollen das Auftreten von Anakinra-
bindenden AK hoher war als in der genannten Literatur (10% vs. maximal 1%).
Dies konnte an der rekrutierten Kontroll-Stichprobe oder dem Nachweisverfahren
liegen. Daruber hinaus konnten die Unterschiede im Antikorpernachweis ebenso
durch zirkulierende biologische Serumspiegel sowie nicht einheitliche Zeitpunkte
der Serumentnahme zu den beobachteten Schwankungen beigetragen haben.

Fiar Patienten mit Post-Covid Syndrom konnen aufgrund von fehlenden Daten
keine Aussagen uber den zeitlichen Verlauf oder die klinische Symptomatik
getroffen werden. Im Weiteren mussen die Aussagen uber die klinischen
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Parameter der Patienten nach COVID-19 Infektion im Kontext dessen betrachtet
werden, dass alle Daten zum akuten Krankheitsgeschehen auf subjektiven
Angaben basieren. Diese Daten unterliegen interindividuellen Schwankungen
und konnen schwer unabhangig gepruft werden und bedingen daher eine
geringere Objektivitat und Reliabilitat.

Grundsatzlich unterliegen auch die Daten unserer ubrigen AID und COVID-19
Patienten dem Einfluss anderer Faktoren wie Merkmale der Studienpopulation,
der  Einnahme  von Begleitmedikamenten  und unterschiedlichen

Behandlungsmodalitaten, welche in ihrer Ganze schwer zu erfassen sind.

Die Durchfuhrung des ELISA-Nachweisverfahrens durch eine einzelne Person
bringt die Gefahr menschlicher Fehler mit sich, da das Verfahren eine prazise
Handhabung der Reagenzien, Inkubationszeiten und Waschschritte erfordert.
Zwar wurde durch die Verwendung von Kontrollseren und durch eine grundliche
Einarbeitung eine gewisse Vergleichbarkeit ermoglicht und die Fehleranfalligkeit
reduziert, jedoch konnten versehentliche Versaumnisse die Genauigkeit und
Zuverlassigkeit der Testergebnisse beeintrachtigen. Darlber hinaus bestehen
auch gewisse Einschrankungen, die die gewahlte Nachweismethode (ELISA)
betreffen. Eine wesentliche Einschrankung liegt in der Spezifitat der im Test
verwendeten Antikorper. ELISA hangt von der Verfugbarkeit hochaffiner
Antikorper ab, die das Zielantigen spezifisch erkennen. Nicht Verfugbarkeit
geeigneter AK oder geringe Immunogenitat der Antigene kann zu Verzerrungen
fuhren. Erganzende Techniken sollten daher fur eine umfassende Bewertung in
Betracht gezogen werden, um eine umfassende und genaue Analyse der Seren

sicherzustellen.
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5 Zusammenfassung

Antikorper gegen den Interleukin 1 Rezeptor Antagonisten (IL-1Ra) wurden
bereits vereinzelt im Zusammenhang mit einer medikamentésen Anakinra-
Therapie bei autoinflammatorischen Syndromen und immunologischen
Phanomenen bei SARS-CoV-2 Infektionen untersucht. Diese Antikorper konnten
einen potenziellen Mechanismus unkontrollierter Entziindungen darstellen sowie
zu einem therapeutischen Versagen der IL-1 Blockade fuhren. Die bisherigen
Studienergebnisse sind uneindeutig und es mangelt an Kenntnissen Uber
Pravalenz  sowie klinischen Einfluss der Anti-IL-1Ra  Antikorper.
Ziel dieser Arbeit war es, explorativ das Vorkommen sowie die klinische
Bedeutung dieser Anakinra-bindenden Antikorper in Patientenseren mit
autoinflammatorischen Erkrankungen sowie COVID-19 zu beleuchten.

Hierflr untersuchten wir 367 Patientenseren aus der medizinischen Klinik Il in
Tdbingen zwischen den Jahren 2017 bis 2022 mit verschiedenen
autoinflammatorischen Erkrankungen (AID, n=146) und COVID-19 (n=221) auf
IgG und IgM Antikorper gegen den IL-1Ra mittels ELISA. Als Cut-Off wurden die
Mittelwerte plus zweifache Standardabweichung 70 gesunder Blutspender
definiert. Um den Einfluss einer Anakinra-Therapie sowie den zeitlich-
dynamischen Verlauf der IL-1Ra Antikdrper zu analysieren, wurden zusatzlich 68
Seren von 22 Patienten mit autoinflammatorischen Syndromen und Anakinra-
Therapie auf Anti-IL-1Ra Antikorper untersucht.

Die Datenanalyse mittels SPSS Statistics sowie Prism zeigte fur die 367 AID und
COVID-19 Patienten zusammengefasst signifikant hohere Reaktivitaten der IgG
(p=0,04) und IgM (p<0,001) Anti-IL-1Ra Antikorper verglichen mit gesunden
Kontrollen, ohne dass ein grof3erer Effekt auf den klinischen Verlauf beobachtet
werden konnte. Vor allem fur Patienten mit akuter und ausgeheilter COVID-19
Infektion konnte eine erhohte Reaktivitat fur IgG und IgM beobachtet werden,
wohingegen dies bei Patienten mit Familiarem Mittelmeerfieber und COVID-19
bedingtem ARDS lediglich fur IgM-Anti-IL-1Ra AK verzeichnet werden konnte.
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Unter der Anwendung des vordefinierten cutoffs konnte kein signifikant
haufigeres Auftreten der Antikorper bei AID und COVID-19 Patienten im
Vergleich zu gesunden Blutspendern beobachtet werden (8% 1gG und 9% IgM
Antikorperauftreten bei AID und COVID-19 Patienten versus 6% IgG und 4% IgM
Antikorperauftreten bei gesunden Kontrollen). Bei genauerer Betrachtung der
Patientengruppen war die Pravalenz der IgM Anti-IL-1Ra AK bei Patienten mit
akuter und ausgeheilter COVID-19 Infektion, ARDS, Morbus Still und TRAPS
signifikant hoher als bei gesunden Probanden. AK gegen den IL-1Ra wurden bei
32% der Patienten mit schweren COVID-19 Verlaufen im Sinne eines ARDS
vorgefunden, jedoch zeigte sich nur der IgM Subtyp statistisch relevant.
Interessanterweise haben wir Anti-IL-1Ra AK vom IgM-Typ haufiger bei
Patienten mit moderaten, akuten COVID-19 Verlaufen (54%) als bei ARDS
Patienten (21%) nachgewiesen. Ein klinischer Einfluss der Anti-IL-1Ra Antikorper
auf den Krankheitsverlauf von COVID-19 scheint hierbei unwahrscheinlich. Das
Auftreten der Anakinra-Antikorper vom IgG Subtyp bleibt ohne statistische
Signifikanz, zudem konnte ebenso keine direkte Korrelation zu klinischen
Parametern und dem Antikorperauftreten hergestellt werden.

Von den 22 AID Patienten, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten ihrer Anakinra-
Therapie untersucht wurden (vor/wahrend/danach), waren 43% der im Verlauf
getesteten 68 Seren Anti-IL-1Ra 1gG- und 30% IgM positiv, was einen
signifikanten Unterschied darstellte (p<0,0001). Auch die gemessenen
Absorptionen zeigten sich fur IgG Anti-IL-1Ra AK (p<0,0001) und IgM Anti-IL-
1Ra AK (p=0,0006) deutlich erhoht. Wir beobachteten keinen Unterschied in der
Haufigkeit der Anti-IL-1Ra Antikorper, wenn wir Patienten vor der Therapie mit
Patienten wahrend der Therapie mit Anakinra verglichen.

Zusammengefasst gab es keine Korrelation zwischen Anti-IL-1Ra Antikorpern
und der Krankheitsaktivitat bzw. der Schwere der Erkrankung sowie
laborchemischen Parametern. Daher ist es unwahrscheinlich, dass ein Effekt von
Anti-IL-1Ra Antikérpern oder Anakinra-Antikorpern auf den Krankheitsverlauf
oder die therapeutische Wirksamkeit von Anakinra besteht. Obwohl wir bei
einigen Anakinra-naiven Patienten in bisher unbeschriebenem Ausmal}

praexistente Antikorper gegen den physiologischen IL-1Ra nachweisen konnten,
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gab es keine Hinweise auf Beeinflussung des Krankheitsverlaufes. Schwere
Infektionen und uberstimulierte Immunantworten konnen zu einem Bruch in der
Immuntoleranz fuhren. Dazu passt, dass die IL-1Ra Antikorper in der COVID-19
Gruppe uberwiegend vom IgM-Typ, die Antikorper bei AlD-Patienten unter
Anakinra-Therapie vor allem vom IgG-Typ waren. Letztere konnten daher als
Anti-Drug-Antikorper im Rahmen einer gestorten Immuntoleranz interpretiert

werden.
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