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Besondere Hinweise

Der Einfachheit halber wird im ganzen Text an Stelle einer Doppelbezeichnung die
mannliche Form verwendet, ohne dass die Aussage damit auf dieses Geschlecht
eingegrenzt werden soll. Bezieht sich eine Aussage nur auf ein Geschlecht, wird

darauf explizit hingewiesen.

Sollten in diesem Text — wiederum der Einfachheit halber — Aussagen getroffen
werden, die fiir die JIA gelten, so bitte ich um Nachsicht: Mir ist sehr wohl bewusst,

dass Menschen von dieser Krankheit betroffen sind.
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3 EINLEITUNG

3.1 Autoimmunitét

"ES SIND DIESE EINRICHTUNGEN NATURLICH FUR DIE EXISTENZ DES INDIVIDUUMS
VON DER ALLERGROSSTEN BEDEUTUNG, DA IM LAUFE DES LEBENS SCHON UNTER
PHYSIOLOGISCHEN BEDINGUNGEN HAUFIG GENUG RESORPTION DES EIGENEN
ZELLMATERIALS EINTRETEN KANN UND MUSS, SO DASS DIE BILDUNG VON
GEWEBSAUTOTOXINEN EINE SCHADLICHKEIT WARE, DIE DEN ORGANISMUS
HAUFIGER UND IN VIEL STARKEREM MAASSE BEDROHEN WURDE, ALS ALLE
EXOGENEN GEFAHREN."

EHRLICH UND MORGENROTH, 1901

In den Industrienationen leidet jeder zwanzigste an einer Autoimmunerkrankung
(Davidson und Diamond, 2001; Jacobson et al., 1997; Sinha et al., 1990). Hierbei
gelten als Autoimmunerkrankungen klinische Syndrome, bei denen ein patholo-
gischer Prozess durch eine Aktivierung des Immunsystems ohne erkennbaren
Grund, beispielsweise eine aktive Infektion, gegen korpereigene Strukturen ausge-
|6st wird (Davidson und Diamond, 2001). Die Mechanismen, die bei autoaggressiven
Immunreaktionen die Gewebeschadigung hervorrufen, sind im Wesentlichen die
gleichen, die auch fur die schutzende Immunitat verantwortlich sind. Da es dem Im-
munsystem jedoch nicht gelingt, das entsprechende Antigen zu eliminieren, fuhrt
dies in der Regel zu einem chronischen, haufig schubweisen Prozess. Autoimmun-
erkrankungen zeigen histologisch meist das Bild einer Entzindung. Oftmals werden
sie durch ,Triggereffekte“ wie Stress, Infektionen oder anderweitig verursachte Ent-
zundungen ausgelost. Die meisten dieser Erkrankungen kommen familiar gehauft

vor.

Erstmals beschrieben wurde ein Autoimmunphanomen, die Komplement-vermittelte
Hamolyse, 1898 von Jules Bordet (Bordet, 1898). Diese Veroffentlichung stimulierte
Paul Ehrlich und seinen Assistenten Julius Morgenroth zu Versuchen, bei denen sie

verschiedene Tiere mit Blut von diesen selbst oder von derselben Spezies immuni-
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sierten. Wahrend es ihnen haufig gelang, Isoantikérper zu induzieren, beobachteten
sie nie die Bildung von Autoantikorpern. Dies fuhrte Ehrlich zur Postulation des
Horror autotoxicus: ein Organismus bringt sich nicht selbst dadurch in Gefahr, dass
er toxische Autoantikdrper bildet. "Es ware in hochstem Grade dysteleologisch, wenn
unter diesen Umstanden sich Eigengifte der Parenchyme, Autotoxine, bilden
wurden." (Ehrlich, 1902). Metallnikoffs scheinbar widersprechende Entdeckung von
Antikorpern gegen Spermatozoen im Blut von Meerschweinchen, die mit Spermato-
zoen behandelt worden waren (Metallnikoff, 1900), fuhrte zu Ehrlichs Antwort, dass
es sich bei diesen Antikorpern nicht um wahre Autotoxine handele, da diese Anti-
korper in deren normaler in vivo Umgebung keine Spermatozoen zerstorten, und
somit keine Krankheit darstellten, da durch bestimmte "Einrichtungen" ihre destruk-
tive Potenz kontrolliert wird (Ehrlich und Morgenroth, 1901). Diese Aussage, damals

umstritten, beinhaltet unsere heutige Vorstellung von Autoimmunitat.

3.1.1 AUTOIMMUNERKRANKUNGEN — EINE UBERSICHT

Eine sinnvolle wissenschaftliche Einteilung der Autoimmunerkrankungen ist aus
Mangel eines Verstandnisses fur deren Pathogenese sehr schwierig. Klinisch lassen
sie sich jedoch nach ihrer Manifestation in Organ-spezifische und systemische
Erkrankungen unterteilen. Diese Systematik spiegelt jedoch nicht die betroffenen
Autoantigene wieder. So gibt es Organ-spezifische Autoimmunerkrankungen, bei
denen Autoantikdrper gegen Organ-spezifische Antigene gerichtet sind. Ein Beispiel
hierfur ist die Hashimoto-Thyreoidits, bei der sich die Immunreaktion gegen Schild-
drusen-spezifsche Proteine wie Thyreoglobulin richtet (Roitt et al., 1956). Ebenso
gibt es aber auch Organ-spezifische Autoimmunerkrankungen, bei denen
systemische Antigene Ziel der Immunantwort sind. Dies ist beispielsweise bei der
Polymyositis der Fall, bei der tRNA-Synthetasen Ziel von Autoantikérpern sind
(Targoff, 2000). Beim Goodpasture-Syndrom werden Antikorper gegen Kollagen-1V,
einem Hauptbestandteil von Basalmembranen, gebildet. In den Glomeruli, wo die
KapillargefalRe durch fenestriertes Endothel gebildet werden, kommt es zu einer
Immunreaktion gegen Kollagen-1V, wohingegen eine solche Reaktion in anderen
Geweben, die Kollagen-IV enthalten, ausbleibt. Zu einer Lungenmanifestation des

Goodpasture-Syndroms kommt es nahezu ausschlieBlich bei Rauchern, also dort,
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wo die Basalmembran zusatzlich anderen Noxen ausgesetzt ist (Kelly und Haponik,
1994).

Neben Antikorpern konnen auch T-Zellen in der Effektorphase einer Immunreaktion
Autoimmunitat vermitteln. Bei der Muliplen Sklerose kommt es beispielsweise zur

Infiltration des Zentralnervensystem durch Myelin-basic-protein-spezifische CD4" T-

Zellen (Wucherpfennig et al., 1994; Zamvil et al., 1985).

Krankheit B(estroffene Bekannte Autoantigene Effektor Pravalenz [%]
rgane
Thyreoiditis | Schilddriise Thyreoglobulin, ¢ 700 Antikérper ~ 1,0-2,0
lodidperoxidase
. 1,0-2,0
Gastritis Magen H /K ATPase, 1 7q16n, Antikérper (bei Gber 60-
Intrinsic Factor e
jahrigen)
Zoliakie Didnndarm Transglutaminase T-Zellen, Antikorper 0,2-1,1
Morbus Basedow | Schilddrise TSH-Rezeptor Antikérper 0,2-1,1
- Tyrosinase,
o Vitiligo Melanozyten Tyrosinase-related T-Zellen, Antikorper 0,4
& protein 2
N
o . B-Zellen des Insulin,
% Typ | Diabetes Pankreas Glutamatdecarboxylase T-Zellen 0204
c
©
o . MBP,
5 Multiple Sklerose ZNS Proteolipid Protein T-Zellen 0,01-0,15
Pemphigus Haut Desmogleine Antikorper <0,01->3,0
" Hepatozytare Antigene -
Hepatitis Leber (Cytochrom P450) T-Zellen, Antikdrper < 0,01
Myasth_enla Muskel Azetylcholin-Rezeptor Antikdrper < 0,01
gravis
Primére bilire 2-Ketosaure-
- Gallengange Dehydrogenase- T-Zellen, Antikdrper < 0,01
Zirrhose
Komplexe
Rheumatoide Gelenke, IgG, citrullinierte -
Arthritis Lunge, Herz Zyklopeptide T-Zellen, Antikorper 0.8
L
S| Systemischer Haut, Niere,
E Lupus Gelenke, ZNS, Kernantigene Antikorper 0,1
% Erythematodes | Lunge, Herz
>
(7] i Skelettmuskel, .
Polymyositis Lunge, Herz, Aminoacyl-tRNA- T-Zellen, Antikdrper < 0,01
Dermatomyositis Gelenke Synthetasen

Tabelle 1: Beispiele fir Organ-spezifische und systemische Autoimmunerkrankungen mit bekannten
Autoantigenen(basierend auf (Marrack et al., 2001).
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Nicht alle Autoimmunreaktionen fihren unmittelbar zu einem destruktiven Prozess.
Bei der Myasthenia gravis kommt es zur Bildung von Antikdrpern, die antagonistisch
am Azetylcholin-Rezeptor wirken. Diese Antikdrper werden auch transplazentar
Ubertragen, so dass Neugeobrene einer an Myasthenia gravis erkrankten Mutter ent-
sprechende Symptome zeigen, ohne selbst die Antikdrper zu bilden. Beim Morbus
Basedow werden Thyreotropin-Rezeptoren durch Antikorper stimuliert. Auch hier
fuhrt die Autoimmunreaktion also nicht unmittelbar zu einer Zerstorung des Ziel-

gewebes. Weitere Autoimmunerkrankugen fasst Tab. 1 zusammen.

3.1.2 AUTOIMMUNREAKTION — GRUNDLAGEN

Ein generelles Verstandnis der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen gibt es
derzeit noch nicht. Jedoch wird angenommen, dass viele dieser Erkrankungen durch
Umweltfaktoren, die auf einen permissiven genetischen Hintergrund treffen, aus-
geldst werden. Dabei haben sowohl die Genetik als auch Umwelteinflisse Auswir-

kung auf einzelne Zellen aber auch auf die Gesamtreaktivitat des Immunsystems.

Fur eine genetische Komponente sprechen zahlreiche epidemiologische Unter-
suchungen. So wurde nicht nur eine familiare Haufung bei bestimmten Autoimmun-
erkrankungen beschrieben, sondern es wurde auch beobachtet, dass bei Auftreten
einer Autoimmunerkrankung gehauft andere Erkrankungen autoreaktiver Natur aus-
brechen (z.B. Priori et al., 2003; Tomer, 2002).

Auch Zwillingsstudien deuten auf eine deutliche genetische Komponente in der
Pathogenese. So lagen bei Untersuchungen zum Typ | Diabetes, zur Rheumatoiden
Arthritis (RA), zur Multiplen Sklerose und zum Systemischen Lupus Erythematodes
(SLE) die Konkordanzraten monozygoter Zwilinge bei ca. 20 %, wahrend sie bei
dizygoten Zwillingen nur ca. 5 % betrugen (Janeway et al., 2001). Autoimmunitat wird
aber sicherlich nicht monogen vererbt, vielmehr wird die Zahl der bekannten Loci
immer groler. In Mausmodellen wurden inzwischen mehr als 100 solcher Auto-
immunitats-Loci gefunden. Eine ahnliche Zahl wird bei menschlichen Erkrankungen
vermutet (als Ubersichtsartikel Raman und Mohan, 2003). Diese Gene haben unter-

schiedliche Funktionen und wirken auf verschiedenen Ebenen: Sie konnen die
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Gesamtreaktivitat des Immunsystems, die Antigenprasentation und -erkennung

sowie die Immunmodulation im Gewebe beeinflussen.

Die erhdhte Konkordanzrate monozygoter Zwillinge, die ja deutlich unter 100% liegt,
zeigt aber auch, dass ein gleicher genetischer Hintergrund zwar anfalliger macht,
aber nicht notwendigerweise zur Manifestation einer Autoimmunerkrankung fuhrt.
Somit mussen zusatzliche, nicht-genetische Faktoren angenommen werden. Nur
solche Umwelteinflisse kdnnen auch erklaren, dass die Inzidenz von Multipler
Sklerose oder Typ-I-Diabetes sich durch Migration andert, obwohl bei beiden Erkran-

kungen zweifelsfrei eine genetische Komponente beobachtet wird.

Durch Umwelteinflisse wird das Immunsystem standig mit neuen Antigenen
konfrontiert, die im Rahmen eines molekularen Mimikry mit einem Autoantigen kreuz-
reagieren kdonnen. Als Umwelteinfluss sind auch Verletzungen zu werten, die ein
ungewohntes Antigen exponieren, wie es z.B. bei der Sympathischen Ophtalmo-
pathie nach Verletzungen des Augapfels der Fall ist. Auch die Umwelt kann die
Gesamreaktivitat des Immunsystems beeinflussen, durch Konfrontation mit potenten

Adjuvantien wie Lipopolysaccharid, Hitzeschockproteinen oder bakterieller DNA.

3.1.3 TOLERANZ GEGENUBER KORPEREIGENEN STRUKTUREN

Am Anfang einer adaptiven Immunantwort, auch einer pathologisch gegen den
eigenen Korper gerichteten, steht die Aktivierung Antigen-spezifischer T-Zellen. Eine
solche Aktivierung kann unmittelbar Uber eine zytotoxische T-Zellantwort und Th1-
vermittelte Aktivierung von Makrophagen zu einer Gewebeschadigung fuhren. Sie
kann aber auch mittelbar Gber Unterstitzung von B-Zellen durch T-Helferzelllen zur
Bildung von Autoantikorpern fihren. Unreife Lymphozyten exprimieren eine enorme
Vielfalt an Antigenrezeptoren, die potentiell auch korpereigene Strukturen erkennen.
Es missen also Mechanismen (Ehrlichs "Einrichtungen") existieren, die die Schadi-
gung koérpereigener Strukturen verhindern. Toleranzinduktion und -aufrechterhaltung

finden auf mehreren Ebenen statt.

Als zentrale Toleranz wird die Deletion von Lymphozyten bezeichnet, deren Rezepto-

ren Autoantigene mit hoher Affinitat binden. Unreife B-Zellen, die mit kdrpereigenen
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Proteinen interagieren, werden noch im Knochenmark oder der Milz deletiert
(Goodnow et al., 1988). Unreife T-Zellen werden im Thymus vor Apoptose bewahrt,
wenn sie einen T-Zellrezeptor (TZR) exprimieren, der einen Selbstpeptid-MHC (major
histocompatibility complex) - Komplex bindet (positive Selektion). Ist diese Bindung
allerdings hochaffin, wird Apoptose induziert (negative Selektion) (Starr et al., 2003).
Diese negative Selektion findet sowohl wahrend des CD4"CD8"-doppelt positiven als
auch wahrend des reiferen CD4"- oder CD8"- einfach positiven Stadiums statt
(Kisielow et al., 1988; Sha et al., 1988). Proteine, die eigentlich keine Funktion im
Thymus haben, werden dennoch dort exprimiert. Diese Expression zur Toleranz-
induktion wird durch den Transkriptionsfaktor AIRE (autoimmune regulator) reguliert
(Liston et al., 2003; Starr et al., 2003). Eine Aire”- Mauslinie zeigt multiple Auto-
immunerkrankungen (Anderson et al.,, 2002; Ramsey et al., 2002). Ebenso weist
dieser Lokus Mutationen auf bei Menschen, die am Autoimmunen Polyendokinem
Syndrom (APS-1) leiden, eine Krankheit bei der im wesentlichen das Endokrinium,
aber haufig auch andere Organsysteme wie die Haut oder der Gastrointestinaltrakt
von autoreaktiven Destruktionprozessen betroffen sind (Consortium, 1997,

Nagamine et al., 1997).

Jedoch werden nicht alle autoreaktiven T-Zellen zentral deletiert. Autoreaktive T-
Zellen, die in die Peripherie gelangen, mussen also kontrolliert werden. Die Aktivie-
rung naiver T-Zellen erfordert nicht nur die Interaktion eines TZR mit einem Peptid-
MHC-Komplex, sondern auch die Interaktion mit kostimulatorischen Molekillen wie
CD80/86 auf der Antigen-prasentierenden Zelle (APZ) mit CD28 auf der T-Zelle.
Solche kostimulatorischen Molekule werden auf dendritischen Zellen (DZ), den
professionellen APZ, allerdings nur nach Reifung exprimiert. Interagieren DZ mit T-
Zellen ohne Kostimulation, ignorieren T-Zellen diese Interaktion oder werden anerg
(Hawiger et al., 2001). Moglicherweise induziert eine solche Wechselwirkung sogar
die Bildung suppressiver T-Zellen (Hawiger et al., 2001). Bei der Regulation der
Kostimulation der DZ spielen Mustererkennungsrezeptoren des angeborenen
Immunsystems, die Toll-like receptors, eine Schliusselrolle. Somit obliegt zumindest

teilweise dem angeborenen Immunsystem die Kontrolle der peripheren Toleranz.

Weiterhin sind regulatorische T-Zellen an der Aufrechterhaltung von Toleranz
beteiligt (Shevach, 2000). Treqg gehtren zu den CD4°CD25" T-Zellen. Fir viele Tier-

6
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modelle von Autoimmunerkrankungen konnte gezeigt werden, dass diese Zellen in
der Lage sind, die pathologische Immunreaktion zu unterdricken. Hier sei als
Beispiel erwahnt, dass die Depletion CD25"-Zellen in normalen Mausen zu einer
Exazerbation einer Kollagen-induzierten Arthritis fuhrt, die durch Gabe von
CD4'CD25" Treg-Zellen abgemildert werden kann (Morgan et al., 2003). CD4*CD25"
Treg-Zellen entwickeln sich unter der Kontrolle des Transkriptionsfaktors Foxp3
(Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003; Khattri et al., 2003). Das Ausschalten von
Foxp3 fuhrt zu einer lethalen, systemischen Autoimmunerkrankung. Die Mechanis-
men, Uber die CD4"CD25" Tgreg-Zellen wirken, sind noch umstritten. Es werden
sowohl Zell-Zell-Kontakt abhangige Mechanismen diskutiert als auch Zytokin-

vermittelte.

Zytokinen kommt auch unabhé&ngig von CD4'CD25" Treg-Zellen eine regulatorische
Funktion bei der Immunantwort zu. Neben Zytokinen mit proinflammatorischer
Wirkung, wie z.B. Interferon-y (IFN-y) sind eine Reihe immunregulatorischer und -
inhibitorischer Zytokine bekannt, z.B. Interleukin-4 (IL-4) und Transforming growth
factor-B1 (TGF-B1). Aufgund ihrer unterschiedlichen Zytokinsekretion werden T-
Helferzellen in Th1- und Th2-Zellen eingeteilt. Th1-Zellen produzieren hauptsachlich
IFN-y und IL-2, wahrend IL-4 und IL-5 von Th2-Zellen sezerniert werden. Proinflam-
matorische Zytokine spielen bei der Aktivierung vieler autoaggressiver
Erkrankungen, wie z.B. der Psoriasis (Austin et al., 1999) und dem Typ | Diabetes
(Liblau et al., 1995), eine herausragende Rolle. Fir die RA weisen ebenfalls zahl-
reiche Beobachtungen auf eine Th1-Pathogenese hin (Feldmann et al., 1996; Gerli
et al., 2002).

TGF-B1 ist ein Zytokin, dem bei der Aufrechterhaltung der T-Zell-Homobostase eine
Schlusselrolle zukommt (Letterio und Roberts, 1998). Insbesondere gibt es Hinweise,
dass TGF-B1 auch an der Funktion CD4"CD25" Tgreg-Zellen beteiligt ist (Chen und
Wahl, 2003; Nakamura et al., 2001; Piccirillo et al., 2002). TGF-B1 gehort zu einer
Familie multifunktioneller Proteine, die an der Regulation des Wachstums, der Diffe-
renzierung und der Funktion verschiedenster Zellen beteiligt sind. TGF-B1"-Mause
leiden an einer ausgepragten entzundlichen Multisystemerkrankung (Gorelik und
Flavell, 2000; Shull et al., 1992). Die systemische Applikation von TGF-f1 in Maus-

modellen fur arthritische Erkrankungen flhrt zu einer deutlichen Verbesserung des
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Krankheitsbildes, wohingegen die Applikation von Antikérpern gegen TGF-B1 zu
einer Krankheitsverschlechterung fuhrt (Kuruvilla et al., 1991; Thorbecke et al.,
1992).

Die hier angefuhrten "Einrichtungen" der Toleranzinduktion und —aufrechterhaltung
(siehe auch Abb. 1) erklaren diese Phanome jedoch nur teilweise, und es bleiben

Fragen offen, deren Beantwortung aussteht.

Fehlerhafte periphere Th1/Th2-Imbalance
Deletion ) .
Zytokindysregulation i
\ A
Fehlerhafte zentrale Defekte in dor T
Deletion efekte in der T-
Auﬂlebung der. Zell-Homoostase
\A Anergie autoreaktiver
T-Zellen
Naive autoreaktive
Lymphozyten M(?le?mar
mimicry
\ Autoantigen auf
reifer APZ
Zusammenbruch einer /
Gewebsbarriere z.B. durch \
Trauma oder Neoplasie .
Aktivierung
autoreaktiver Unzureichende
: Lymphozyten Gegenregulation
NKT-Zellen Hyperaktive APZ durch regulatorische

i / T-Zellen

Pathologische

Autoreaktivitét

Abbildung 1: Autoreaktivitdt — Konzepte

3.1.4 AUTOANTIKORPER

Antikorperdiversitat wird generiert durch zufallige Umordnung der V-(variable), D-
(diversity) und J-(joining)-Gensegmente und durch somatische Hypermutation
wahrend der B-Zellentwicklung. Diese enorme Rezeptordiversitat ermoglicht eine

effiziente Immunantwort gegen die riesige Anzahl und Heterogenitat sich schnell
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andernder, pathogener Herausforderungen. Der Preis dieser Flexibilitat liegt in der

Gefahr, dass bei diesem zufalligen Prozess autoreaktive Antikdrper entstehen.

Autoreaktive Antikdrper und B-Zellen werden auch bei gesunden Individuen gefun-
den (Jerne, 1974). Humorale physiologische Autoreaktivitat ist nur schwer von
pathologischer abzugrenzen. Pathogene Autoantikdrper sind in der Regel vom
Immunglobulin G (IgG) - Isotyp und zeigen eine hohe Affinitat (Lacroix-Desmazes et
al., 1998).

Um einem Autoantikorper tatsachlich Pathogenitat zuzuschreiben, sind eine Reihe
von Bedingungen zu erfullen (Naparstek und Plotz, 1993), die haufig aber nur im
tierexperimentellen System zu Uberprufen sind. Eine passive Immunisierung mit
diesen Antikorpern muss eine Krankheit auslosen. Transplazentarer Transfer von
Autoantikdrpern, der Symptome verursacht, kann ebenso ein Hinweis sein (wie z.B.
bei der Myasthenia gravis) wie die adoptive Immunisierung humanisierter Mauslinien
mit autoreaktiven B-Zellen. Weitere Indizien sind Korrelation von Autoantikdrpertitern
mit der Krankheitssymptomatik und eine Zustandsbesserung nach ggf. selektiver

Entfernung oder Plasmapherese der Autoantikdrper.

Autoantikorper Bei den meisten Autoimmunerkran-

kungen kénnen Autoantikoérper gefun-
Rheumafaktor (RF)

den werden . Dabei stellen diese aber
Antinukleare Antikdrper (ANA)

Antikdrper gegen zytoplasmatische nicht notwendigerweise das patho-

Komponenten der Neutrophilen (ANCA) gene Agens dar. Vielmehr sind sie ein

Anti-Phospholipid Antikdrper haufiges  Epiphdnomen  anderer

Anti-Endothel Antikorper pathogener Wirkprinzipien.

Antikorper gegen Blutzellen

Antiko N . - . .
ntikorper gegen Neuronen Zahlreiche Autoantikérper finden sich

AntikOrper gegen Stressproteine .. . .
bergeg P bei einer Vielzahl von verschiedenen

Antikérper gegen Hormone . )
Perges Erkrankungen. Tab. 2 enthalt eine

Antikérper gegen Mikrosomen

Ubersicht Uber Autoantikérper, die bei

Tabelle 2: Autoantikdrper bei Erkrankungen des
rheumatischen Formenkreises (basierend auf
Griesmacher und Peichl, 2001)

Erkrankungen des rheumatischen

Formenkreises gefunden werden.



EINLEITUNG

Die Bestimmung zirkulierender Autoantikdrper hat derzeit lediglich diagnostische
Bedeutung. Aus dem Vorhandensein oder Fehlen verschiedener Autoantikdrper kann
auf die Wahrscheinlichkeit einer Diagnose geschlossen werden. Unmittelbare thera-
peutische Konsequenzen, wie eine Autoantikorper-spezifische Therapie, hat die

Bestimmung nicht.

Krankheit Inzidenz %] Zu den Rheumafaktoren, wohl
Bakterielle Infektion 560 der bekanntesten Autoantikor-
Chronisch entziindliche Lungenerkrankung 10-50 pergruppe,  gehoren  Immun-
Chronische Lebererkrankung 15-70 globuline, die an die Fc-Region
Sarkoidose 5.30| Vvon IgG binden. Solche Anti-
Gesunde Individuen < 50 Jahre <5| Kkorper sind bei 70-90 % der RA
Gesunde Individuen > 70 Jahre 10-50| Patienten vorhanden. Auch
Sharp-Syndrom 50-60| wenn der Rheumafaktor (RF)
Neoplasie 5-25| zu den diagnostischen Kriterien
Parasitére Infektion 15-65| der RA gehort (Arnett et al.,
Rheumatoide Arthritis 70-90| 1988), ist er nicht spezifisch fur
Sjégren-Syndrom 75-95| die RA (Tab. 3).

Systemischer Lupus Erythematodes 15-35

Systemische Sklerodermie 20-30| Bei der Diagnostik der RA hat
Systemische Vaskulitis 5-60] in letzter Zeit ein weiterer Auto-
Virale Infektion 20-90f antikérper an  Bedeutung

Tabelle 3: Inzidenz des Rheumafaktors bei gewonnen. Dieser erkennt
verschiedenen Erkrankungen (basierend auf Griesmacher
und Peichl, 2001) zitrullinierte  Aminosaurereste
(Schellekens et al.,, 1998).
Zitrullin  entsteht durch enzymatische Deiminierung der Aminosaure Arginin
posttranslational. Die Reaktivitat dieser Antikorper richtet sich also nicht gegen ein
spezielles Protein, sondern gegen verschiedene, modifizierte Proteine, die im Detail
noch nicht bekannt sind. Die Spezifitdt eines anti-cyclic citrullinated Peptid (anti-
CCP)- ELISA liegt fur die RA bei 96 - 98 % mit einer Sensitivitat von mehr als 60 %
(van Boekel et al., 2002). Unabhangig von der diagnostischen Relevanz, kann Uber
die pathogenetische Relevanz derzeit nur spekuliert werden (als Ubersicht Zhou und

Menard, 2002).
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3.2 Juvenile Idiopathische Arthritis

3.2.1 KLASSIFIKATION UND DIAGNOSE

Die Juvenile Idiopathische Arthritis (JIA) ist die haufigste rheumatische’ Erkrankung
des Kindesalters. Erste Beschreibungen dieser Krankheit stammen aus dem aus-
laufenden 19. Jahrhundert (Diament-Berger, 1891; Still, 1897).

"There is a disease, occuring in children, and beginning before the second dentition,
which is characterised clinically by elastic fusiform enlargement of joints without bony
change, and also by enlargement of glands and spleen. ... Under the head of
Rheumatoid Arthritis in children, at least three conditions have been confused which

are both clinically and pathologically distinct, ..." (Still, 1897)?

Bei der JIA handelt es sich jedoch nicht um eine Krankheit, vielmehr steht JIA als
Sammelbegriff flr eine heterogene Gruppe entzundlicher Gelenkerkrankungen, also
Arthritiden. Die Klassifikation dieser Erkrankungen war immer wieder Gegenstand
von Auseinandersetzungen; lange Zeit war nicht einmal klar, wie sie zu bezeichnen
sei: So wird im nordamerikanischen Raum haufig noch die Bezeichung Juvenile
Rheumatoide Arthritis (JRA) verwendet, die auf eine Klassifikation der American
Rheumatism Association (ARA, heute American College of Rheumatology) zurlck-
geht (Brewer et al., 1972; Brewer et al., 1977). Die European League Against
Rheumatism fuhrte den Begriff Juvenile Chronische Arthritis ein (Wood, 1978). Diese
zum Teil recht divergierenden Klassifikationen® wurden erst 1997 durch eine
Classification Task Force der International League of Associations for Rheumatology
(ILAR) zusammengefuhrt. Diese Vereinbarung enthalt nun acht Untergruppen der
JIA (Tab. 4) (Petty et al., 1998). Allen Gruppen gemeinsam ist eine Arthritis unbe-

kannter Atiologie von mindestens sechswochiger Dauer, deren Krankheitsbeginn vor

' Rheuma stammt aus dem Griechischen (,rhein“) und bedeutet Fluss oder Strom.

2 George Still beschreibt in diesem Artikel die systemische Verlaufsform der JIA, die heute auch als
Morbus Still bezeichnet wird.

® Diese Klassifikation unterscheiden sich beispielsweise in der zu Grunde liegenden Krankheitsdauer
(jeweils mindestens 3 Monate fur die EULAR-Klassifikation und 6 Wochen fir die ARA-Klassifikation)
und in der Beriicksichtigung besonderer Formen juveniler Arthritiden in der EULAR-Klassifikation, wie
der juvenilen ankylosierenden Spondylitis und juvenilen psoriatischen Arthritis.

11
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JIA-Kategorie

Hauptkriterium

Nebenkriterien

Ausschlusskriterien

systemisch

Arthritis mit gleichzeitigem
oder vorausgegangenem,
taglichem Fieber fir mehr
als 2 Wochen und mind. ein
Nebenkriterium

1. Exanthem
2. generalisierte
Lymphknotenschwellung

3. Hepato- oder Splenomegalie

4. Serositis

oligoartikular
persistierend

Arthritis in 1-4 Gelenken im
gesamten Krankheitsverlauf

1. Psoriasis bei
Verwandten 1. oder 2.
Grades *

2. HLA-B27 assoziierte
Erkrankung bei
Verwandten 1. oder 2.
Grades

3. RF positiv

4. HLA-B27 positiver
Junge mit Krankheits-
beginn nach Abschluf®
des achten Lebens-
jahres

5. systemische JIA

oligoartikular

Arthritis in 1-4 Gelenken in
den ersten 6 Monaten,

erweitert danach in weiteren
Gelenken
- Arthritis in 5 oder mehr o
polyartikular ; 1. RF positiv
RF negativ Gelenken in den ersten 6 2. systemische JIA
Monaten
1. Arthritis in 5 oder mehr
Gelenken in den ersten 6
polyartikular Monaten .
RF positiv 2. mindestens 2x RF positiv systemische JIA
im Abstand von
mindestens 3 Monaten
1. Arthritis und Psoriasis 1. Daktylitis
soriatisch oder 2. Nagelveranderungen 1. RF positiv
P 2. Arthritis und mindestens |3. Psoriasis bei Verwandten  |2. systemische JIA
2 Nebenkriterien 1. Grades*
1. schmerzhaftes
lleosakralgelenk
1. Arthritis und Enthesitis 2. HLA-B27 positiv 1 Psoriasis bei
i oder 3. HLA-B27 assoziierte '
Enthesitis- |, "Aihritis oder Enthesitis | Erkrankung bei Verwandten | Yerwandten 1. oder 2.
assoziiert . Grades
und mindestens 2 1. oder 2. Grades 2 svstemische JIA
Nebenkriterien 4. Uveitis anterior - SY
5. Krankheitsbeginn nach dem
8. Lebensjahr
Arthritis > 6 Wochen, erfillt
die Kriterien
andere 1. keiner Kategorie

oder
2. mehrere Kategorien

Tabelle 4: JIA-Klassifikation nach ILAR (Petty et al., 1998)

(* vom Dermatologen bestatigt)
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Vollendung des 16. Lebensjahres liegt. Die Einteilung in eine dieser acht Kategorien
erfolgt sechs Monate nach der Diagnosestellung einer Arthritis. Die JIA ist eine Aus-

schlussdiagnose®.

Ein abschlieliende Beurteilung und gegebenenfalls eine Revision dieser Diagnose-
und Klassifikationskriterien wird nochmals notwendig sein, sobald es neue Erkennt-
nisse zur Atiologie und Pathogenese dieser Krankheiten geben wird.

3.2.2 EPIDEMIOLOGIE

Epidemiologische Untersuchungen weisen auf eine Pravalenz zwischen 0,07 und
4,01 pro 1000 und eine Inzidenz zwischen 0,008 und 0,226 pro 1000 (Manners und
Bower, 2002). Die einzige publizierte epidemiologische Untersuchung einer deut-
schen Population findet eine Pravalanz der JCA von 0,2 pro 1000 und eine Inzidenz
von 0,035 pro 1000 (Kiessling et al., 1998). Als Grunde fur die grol3e Spannweite der
Pravalenzen und Inzidenzen fuhren Manners et al. (Manners und Bower, 2002) in
ihrer Metanalyse eine Reihe von Faktoren an: Die eingeschlossenen Studien aus
den Jahren 1968 bis 1998 unterschieden sich in den angewendeten Diagnosekrite-
rien, in dem Studiencharakter (Fallkontroll- und Kohortenstudien), dem Stand der
Forschung und in der Erfahrung der klinischen Untersucher. Ein weiterer Grund fur
die Spannweite sind die gewaltigen Unterschiede der aufgeflhrten Falle pro Studie,

diese liegen zwischen 4 und 334 (Manners und Bower, 2002).

Wie bei vielen Autoimmunkrankheiten ist auch bei der JIA das weibliche Geschlecht
deutlich haufiger, namlich zwei- bis dreimal so haufig, betroffen wie das mannliche
(Kiessling et al., 1998). Jedoch zeigt die Geschlechtsverteilung deutliche Unter-
schiede bezuglich der JIA-Subgruppen. Madchen dominieren sowohl bei der
psoriatischen, bei pauci- und polyartikularen Verlaufsform, wahrend die Geschlechts-
verteilung bei der systemischen Verlaufsform ausgeglichen ist. Bei der Enthesitis-
assoziierten JIA sind Jungen 2 bis 6mal haufiger betroffen als Madchen (Gare,
1998).

* Die wichtigsten auszuschlieRenden Diagnosen sind: Osteomyelitis, septische Arthritis, Leukamie und
andere Neoplasien, virale Arthritis, Trauma, andere Autoimmunerkrankungen, Hamarthros,
rheumatisches Fieber, Purpura Schénlein-Henoch, mechanische Gelenkprobleme, Perthes-Krankheit
und psychosomatische Arthralgie.
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Das Alter bei Erkrankungsbeginn zeigt in westlichen Landern eine bimodale Vertei-
lung. Das erste Maximum wird dargestellt von Madchen mit oligoartikularer JIA, das
zweite setzt sich zusammen aus mehreren Untergruppen: Madchen mit polyarti-
kularer oder psoriatischer JIA und Jungen mit Enthesitis-assoziierter JIA (Gare,
1998). Interessanterweise gibt es Studien aus Costa Rica, Afrika und Indien, bei
denen das erste Maximum nicht nachgewiesen wird (Aggarwal und Misra, 1994,
Arguedas et al., 1995; Haffejee, 1995). Da letztere Daten jedoch aus Fallkontrollstu-
dien stammen, ist unklar, ob das nicht beobachtete Maximum darauf zurtckzufuhren
ist, dass nur die ernsthafteren Verlaufe der JIA einer klinischen Untersuchungen
unterzogen wurden, und die ,milde pauciartikulare JIA somit der Beobachtung

entgangen ist.

Eine ahnliche Frage muss gestellt werden, wenn die Verteilung bezuglich der Unter-
gruppen in verschiedenen Regionen dieser Welt verglichen wird. Wahrend in Europa
und Nordamerika regelmallig die pauciartikularen Verldufe ca. 50 %, die polyarti-
kularen 25 % (bis zu 7 % seropositiv) und die systemischen 10 % ausmachen (Gare
und Fasth, 1992; Kunnamo et al., 1986; Towner et al., 1983), dominieren in Studien
aus Afrika, Thailand und Indien polyartikulare Verlaufe (Aggarwal und Misra, 1994;
Haffejee et al., 1984; Pongpanich und Daengroongroj, 1988). Rassenunterschiede
bezlglich der Inzidenzen und Pravalenzen, die nicht auf eine unterschiedliche Hau-
figkeit von HLA-B27 zuruckzuflhren sind, konnten bisher nicht festgestellt werden
(Gare, 1998).

Ahnlich wie auch bei der RA konnte in einer Studie eine Abnahme der Inzidenz der
pauciartikularen und systemischen JIA in den letzten Jahrzehnten beobachtet wer-
den, wahrend die fur die polyartikulare gleich blieb (Peterson et al., 1996). Auch
wenn man hierbei eine immer prazisere Diagnostik in Betracht zieht (insbesondere
auch die Entdeckung der Lyme-Arthritis), so bleibt bei dieser Studie immer noch ein

zyklisches Muster an Inzidenzmaxima auffallig (1967, 1975 und 1987).
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3.2.3 PATHOGENESE

Da die verschiedenen Subgruppen der JIA sich klinisch deutlich voneinander unter-
scheiden, ist anzunehmen, dass unterschiedliche genetische und umweltbedingte

Einflisse zur Pathogenese beitragen.

Genetische Untersuchungen bei JIA-Patienten unterliegen zahlreichen Schwierig-
keiten. Neben der geringen Pravalenz in einigen Subgruppen der JIA waren lange
Zeit die uneinheitlichen Klassifikationssysteme ein Problem. Dennoch deuten Fami-
lien- und Zwillingsstudien (Ansell et al., 1969; Clemens et al., 1985) auf eine bedeut-
same genetische Komponente in der Pathogenese der JIA hin. In den USA existiert
ein Register fir JRA-betroffene Geschwisterpaare. Aus der Analyse der darin ent-
haltenen Daten geht ein Risiko fiir Geschwister betroffener Kinder As> von 15 hervor
(Moroldo et al., 1997). Dies entspricht dem Risiko beim Insulin-abhangigen Diabetes
mellitus oder bei Multipler Sklerose. In einer spateren Analyse dieses Registers wur-
den 14 Zwillingspaare (11 eineiige Zwillingspaar, 1 zweieiiges und 2 von
unbekannter Zygotitat) gefunden, bei denen beide Geschwister an JRA litten. Drei-
zehn dieser Paare waren konkordant fur die Art der Krankheit zu Beginn (10
pauciartikular, 3 polyartikular) und im Verlauf (8 pauciartikular und 5 polyartikular)
(Prahalad et al.,, 2000). Eine finnische Studie fand in einer Population von 41
Familien mit mehr als einem betroffenen Individuum ein As von 20 (Savolainen et al.,
2000).

Die Untersuchungen in diesen beiden Population deuten also daraufhin, dass geneti-
sche Komponenten in der Pathogenese der JIA von Bedeutung sind. Dies wurde
aber bereits vor diesen beiden Studien vermutet. Schon lange galt fir das Auftreten
einiger Subgruppen der JIA eine Assoziation mit Loci des HLA (human leukocyte

antigen) - Komplexes als erwiesen.

Der HLA-Komplex liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6. Er enthalt mindes-
tens 128 Gene, davon haben ungefahr 40% eine immunologische Funktion (Forre

und Smerdel, 2002). Innerhalb dieses HLA-Komplexes liegen die Gene fur die HLA-

® \ ist definiert als der Quotient aus der Auftretenswahrscheinlichkeit bei Geschwistern und der
Pravalenz der Gesamtpopulation.
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Klasse-I-(HLA-A, -B und -C) und HLA-Klasse-lI-(HLA-DP, -DQ und -DR) Molekile.
Weiterhin finden sich dort nicht-klassische HLA-Gene (z.B. HLA-DM). Die klassi-
schen HLA-Molektle zeichnen sich durch ihren Polymorphismus aus, das heif3t fur
jedes Gen gibt es eine Viezahl von Allelen in einer Population. Diese polymorphen
Allele fur die unterschiedlichen Loci zeigen eine ausgepragte Kopplung, d.h.
bestimmte Allele eines genetischen Locus werden haufiger als bei zufalliger Vertei-
lung mit einem bestimmten Allel eines topographisch benachbarten Locus beobach-

tet. Solche gekoppelten Allele bilden einen Haplotyp.

Fir HLA-Klasse-I-Gene wurden verschiedene Assoziationen mit dem Auftreten der
JIA beschrieben. HLA-B27 war die erste beschriebene HLA-Assoziation fur die JIA
Uberhaupt. Dieses Allel wurde Uberproportional haufig bei Patienten mit der Enthesi-
tis-assoziierten JIA gefunden (Rachelefsky et al., 1974). Dies deutet daraufhin, dass
es sich bei dieser Krankheit um die juvenile Manifestation der ankylosierenden
Spondylitis handelt. Weiterhin wurde eine Assoziation zwischen HLA-A*0201 und
einem frihen Krankheitsbeginn fur alle Verlaufsformen der JIA beobachtet (Brunner
et al., 1993).

Bei den HLA-Klasse-lI-Genen zeigt sich ein komplexeres Bild. Es sind mehrere
Assoziationen fir die verschiedenen Subgruppen bekannt. Eine Ubersicht bietet Tab.
5. Besonders auffallig ist die Assoziation des DRB1*0401 enthaltenden Haplotyps mit
der RF positiven JIA. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass es sich bei dieser
Krankheit um die juvenile Manifestation der RA handelt (Clemens et al., 1983), die
ebenfalls mit diesem DR-Allel assoziiert ist. Insbesondere zeigen DRB1*0401-homo-
zygote Individuen einen ernsthafteren Krankheitsverlauf (Weyand et al., 1992). Bei
Patienten mit RF negativer, polyartikularer JIA konnte bisher keine Assoziation mit

einem HLA-Klasse-1I-Gen nachgewiesen werden.

Eine besonders ausgepragte Assoziation findet sich fur den Haplotyp DRB1*0801-
DQA1*0401-DQB1*0402 mit den beiden oligoartikularen Verlaufsformen. Neben
Suszeptibilitats- gibt es auch Protektions-vermittelnde Haplotypen. Hier ist insbeson-
dere die niedrige Odds ratio fur den DRB1*0401 enthaltenden Haplotyen, der
Suszeptibilitat fur die RF positive JIA vermittelt, bei den beiden oligoartikularen

Verlaufsformen erstaunlich.

16



EINLEITUNG

JIA-Kategorie DRB1-DQA1-DQB1-Haplotyp Odds ratio
systemisch 11-05-03 43
13-01-06 6,4
0801-0401-0402 6,1
oligoartikular 11-05-03 2,2
persistierend
0401-03-03 0,4
0701-0201-0201 02
0801-0401-0402 10,3
oligoartikular 11-05-03 3,0
90: 01-0101-0501 1,9
erweitert
0401-03-03 0,1
polyartikular —f 491_03-03 3,9
RF positiv
polyartikular
RF negativ
soriatisch 13-01-06 4.5
P 01-0101-0501 38
Enthesitis- 01-0101-0501 4.9
assoziiert
0801-0401-0402 41
13-01-06 3,0
Gesamt-JIA 11-05-03 2,1
0401-03-03 0,6

Tabelle 5: Suszeptibilitats- und Protekions-(kursiv) vermittelnde HLA-Klasse-II-Haplotypen bei der JIA.
Basierend auf Thomson et al., 2002. Die Odds ratio OR ist folgendermalen definiert:

kranke Merkmalstriger

OR = &esunde Merkmalstrager
B kranke Nichtmerkmalstrager

gesunde Nichtmerkmalstriager

Assoziationen mit nicht-HLA-Genen sind ebenfalls bekannt. Beispielsweise konnte
eine positive Assoziation der EOPA-JRA mit LMP7 (eine Proteasomuntereinheit)
(Prahalad et al., 2001) und der systemischen JRA mit Tapasin nachgewiesen werden
(Bukulmez et al., 2001). Beide Gene liegen zwar im HLA-Komplex, dennoch blieb
nach Stratifikation der Gruppen nach den assoziierten, gekoppelten HLA-Loci eine

Assoziation nachweisbar.

Widerspruchliche Ergebnisse ergaben Studien zu Assoziationen mit Polymorphismen

sowohl in den Promotorregionen des Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) (Epplen et al.,
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1995; Ozen et al., 2002), des IL-6 (Fishman et al., 1998; Pignatti et al., 2001), des IL-
10 (Callen, 2000; Donn et al., 2001a), als auch in der 5'UTR des Macrophage migra-
tion inhibitory factor (MIF) (Donn et al., 2002; Donn et al., 2001b) als auch in der 3'-
UTR des Interferon regulatory factor (IRF)-1 (Donn et al., 2001a; Scola et al., 2002;
Vencovsky et al., 2001).

Die starksten genetischen Assoziationen liegen also im sehr polymorphen HLA-
Komplex. HLA-Molekule dienen der Prasentation von Antigenen an T-Lymphozyten,

die einen HLA-Peptid-Komplex mittels des T-Zellrezeptors erkennen.

CD4*-T-Lymphozyten sind die vorherrschenden Zellen in der JIA-Synovia (Wynne-
Roberts et al., 1978). Dabei zeigen sie die phanotypischen und funktionellen Eigen-
schaften von aktivierten T-Lymphozyten wie Expression von CD25 (De Maria et al.,
1987), CD69, VLA-1 (Odum et al., 1987) und HLA-Klasse-lI-Antigene (Forre et al.,
1982). Vorwiegend handelt es sich um CD45RO" T-Lymphozyten (also Gedéachtnis-
zellen) (Silverman et al., 1993). Beim weit Uberwiegenden Teil der JIA-Patienten
konnte eine Oligoklonalitdt der CD4"- und CD8'-T-Lymphozyten in der Synovia
nachgewiesen werden (Bernstein et al., 1993; Sioud et al., 1992). Insbesondere
konnten identische Klone in verschiedenen Gelenken des gleichen Patienten Uber
einen langeren Zeitraum nachgewiesen werden (Grom et al., 1993; Wedderburn et
al., 1999). Einige dieser Klone wurden auch im peripheren Blut gefunden, allerdings
war die Akkumulation im entziindeten synovialen Gewebe deutlich (Thompson et al.,
1995). Diese Beobachtungen legen eine anhaltende antigene Stimulation von T-

Zellen im synovialen Gewebe nahe.

Dazu passt auch das histopathologische Bild: Neben einer massiven Infiltration der
Synovia durch Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen kommt es zu einer
Proliferation von Fibroblasten und Synoviozyten (Wynne-Roberts et al., 1978).
Letzteres fuhrt zu einer massiven synovialen Hypertrophie. In der Nahe von Gefalden
werden Ansammlungen CD4*-T-Lymphozyten gefunden, die von einer gemischten
Population von B-Lymphozyten sowie von CD4*- und CD8"-T-Lymphozyten umge-
ben sind (Murray et al., 1996). Weiterhin finden sich enorm viele Makrophagen und
dendritische Zellen, die HLA-DR und -DQ hoch exprimieren (Knight et al., 1989). Die

dendritischen Zellen stehen in innigem Kontakt mit den T-Lymphozyten. Auch wenn
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diese Hinweise fir eine Antigen-vermittelte Antwort sprechen, sind diesbezlgliche

Antigene bisher nicht gefunden worden.

Wie schon oben erwahnt kdnnen CD4"-T-Helferlymphozyten in Th1 und Th2-Zellen
eingeteilt werden. Es gibt Hinweise darauf, dass es bei der JIA zu einer Th1-Domi-
nanz und somit zu einer Th1-vermittelten Pathogenese kommt. So zeigte bei JIA-
Patienten von 44 aus Synovialflussigkeit (SF) gewonnenen T-Zellklonen keiner einen
Th2-Phanotyp, aber 27 einen Th1- und 17 einen Th0®-Phanotyp (Gattorno et al.,
1997). Eine Studie an 20 JIA-Patienten mit oligo- und polyartikularen, aber nicht
systemischen Verlaufsformen zeigte, dass T-Zellen aus der SF im Vergleich zum
peripheren Blut eine deutlich erhdhte CCR5- und CXCR3-Expression’ und einen
deutlich erhohten IFN-y/IL-4-Quotienten haben (Wedderburn et al., 2000).

Dass ein proinflammatorisches Zytokinmilieu von entscheidender Bedeutung flr die
Pathogenese der JIA ist, zeigen neuere, erfolgreiche medikamentdse Strategien, die
darauf abzielen, proinflammatorische Zytokine wie TNF-a (Elliott et al., 1997,
Lahdenne et al., 2003) oder IL-1 (Manners, 2002) zu antagonisieren. Noch ungeklart
ist, ob die Antagonisierung der proinflammatorischen Zytokine zu einer Unterbindung
der Pathogenese zu einem frihen Zeitpunkt fuhrt, oder ob so ein am Ende stehender

destruktiver Prozel} verhindert wird.

Ein am Ende stehender Prozel} ist die Aktivierung der Komplementkaskade. In einer
Studie mit 56 JIA-Patienten zeigten 51 eine erhohte Konzentration der Komplement-
faktoren sC5-9 (zum Membranangriff-Komplex gehérend) und 42 eine erhdhte Kon-
zentration des Faktor Bb, welcher auf eine Aktivierung Uber den alternativen Weg
schlieen lalt (Aggarwal et al., 2000).

Wie bei anderen Autoimmunerkrankungen werden auch bei JIA-Patienten Autoanti-
korper im Serum gefunden. Zu den regelmalig untersuchten und auch gefundenen
gehdren neben dem RF (10% aller JIA-Falle, nahezu ausschlieRlich bei der polyarti-

kularen Verlaufsform, die der RA ahnlich ist), noch die antinuklearen Antikorper (bei

® Tho-Zellen sezernieren sowohl IFN-y als auch IL-4 und IL-5 und sind somit weder vom Th1- noch
vom Th2-Typ.
" CCR5 und CXCR3 sind fiir Th1-Zellen charakteristische Chemokin-Rezeptoren.
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75 - 85 % der oligoartikularen und bei 40 - 50 % der polyartikularen Verlaufsform)
(Cassidy und Petty, 2001). Anti-CCP wird in 73 % der Patienten mit RF positiver,
polyartikularer Verlaufsform gefunden, bei den Ubrigen Verlaufsformen jedoch in nur
3 % der Falle (van Rossum et al., 2003).

3.3 Glukose-6-phosphat-Isomerase und Arthritis

3.3.1 DIE K/BXN — MAUSLINIE

Die K/BxN-Mauslinie wurde durch Zufall entdeckt. Fir Experimente zur T-Zellselek-
tion wurde eine transgene Mauslinie etabliert, die einen TZR exprimierte, der ein
Fragment der bovinen Pankreas-Ribonuklease im Kontext des MHCII Allels A*
erkannte. Eine ungeplante Kreuzung dieser Mauslinie mit der NOD-Mauslinie fuhrte
zu Nachkommen, der K/BxN-Linie, die Uberraschenderweise spontan eine Arthritis
entwickelten. Damit steht dieses Modell im Gegensatz zu anderen Tiermodellen, bei
denen arthritische Symptome erst provoziert werden missen wie beispielsweise bei
der Kollagen-induzierten Arthritis bei Ratten, Mausen und Affen (Bakker et al., 1990;
Courtenay et al., 1980; Trentham et al., 1977) oder der Adjuvans-induzierten Arthritis
bei Ratten (Pearson, 1956). Arthritische Symptome zeigen sich bei allen Nachkom-
men, das heil’t also mit kompletter Penetranz, am Tag 25 bis 35. Alle distalen
Gelenke der Pfoten sind betroffen. Mit zunehmender Dauer fuhrt die Erkrankung zu
verschiedenen Deformationen und Einschrankung der Mobilitat, obwohl die Tiere bis
auf die Gelenkaffektion gesund erscheinen. In der histologischen Untersuchung der
Gelenke fiel eine Hyperplasie und Entzindung der Synovia auf, die sich auch Uber
das Knorpelgewebe ausdehnte (Kouskoff et al., 1996). Eine solche Pannusbildung ist

auch bei humanen arthritischen Gelenken zu beobachten.

Durch weitere Kreuzungsexperimente konnte gezeigt werden, dass das MHCII Allel
AY der einzige genetische Anteil der NOD-Mauslinie an der Entwicklung der Arthritis
ist (Kouskoff et al., 1996). Somit ist klar, dass T-Zellen eine kritische Rolle bei der
Krankheitsentstehung spielen: Es kommt nur zur Entstehung der Krankheit, wenn die
beiden Elemente definierter TZR und bestimmtes MHCII-Molekul aufeinandertreffen.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Krankheitsymptome erst dann auftreten,

wenn T-Zellen, die den transgenen TZR exprimieren, in signifikanter Anzahl in der
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Peripherie nachweisbar sind. Eine Behandlung der Mause mit einem monoklonalem
anti-CD4-Antikorper eine Woche vor Ausbruch verhinderte diesen (Kouskoff et al.,
1996).

Neben dieser Schlusselrolle der CD4*-T-Lymphozyten konnte auch gezeigt werden,
dass ein reifes B-Zellkompartiment ebenfalls Voraussetzung fur die Entwicklung der
Arthritis in diesem Modell ist. Durch EinfuUhrung der yMT°-Mutation (Kitamura et al.,
1991) wurde die Expression von schweren Ketten der Immunglobuline auf der Ober-
flache unterbunden. Eine Mauslinie, die diese Mutation tragt, entwickelt keine
Arthritis. Durch Serumtransfer aus kranken K/BxN-Mause in gesunde K/BXxN-uMT®
konnte Arthritis jedoch innerhalb von 2 Tagen ausgelost werden (Korganow et al.,
1999), die ohne weitere Injektion nach 15 Tagen nachlieB. Serumtransfer in RAG™
Mause fuhrt ebenfalls zu Arthritis, das heil’t, dass sobald das arthritogene Serum
produziert ist, T- oder B-Zellen nicht mehr fir den Ausbruch der Krankheit benétigt
werden (Korganow et al., 1999). Das krankheitsauslosende Agens im Serum konnte
in der IgG-Fraktion lokalisiert werden. Das Ziel sowohl der arthritogenen Antikoper
als auch der pathogenen T-Zellantwort in der K/BxN-Mauslinie stellte sich als das
ubiqutar vorkommende, zytosolische Enzym Glukose-6-phosphat-lsomerase heraus
(Matsumoto et al., 1999).

3.3.2 GLUKOSE-6-PHOSPHAT-ISOMERASE — STRUKTUR UND FUNKTION

Glukose-6-phosphat-lsomerase (GPlI)
katalysiert die Isomerisierung von
Glukose-6-phosphat zu Fruktose-6-
phosphat, somit den zweiten bzw.
vorletzten Schritt der Glykolyse und
Glukoneogenese. Damit ist GPI ein
elementares Enzym des Interme-
diarstoffwechsels. Es kommt in allen
Eukaryonten und Prokaryonten vor

mit  Ausnahme  einiger  obligat

intrazellularer Parasiten wie z.B.

Abbildung 2: Kiristallstruktur von GPl aus
Kaninchen, Auflésung 2,5 A, (Jeffery et al.,
2000)

Rickettsien. Wie bei vielen glyko-
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lytischen Enzymen fuhrt ein Mangel zu einer hamolytischen Anamie und zu
neurologischen Storungen. Erhohte Serum-Aktivitaten dienten eine Zeit lang als
Tumormarker, was jedoch aufgrund mangelnder Sensititvitdt und Spezifitat wieder
aufgegeben wurde. GPIl ist enzymatisch aktiv als Homodimer, mit einem
Molekulargewicht M, von 2 x 55000. Die Kristallstrukturen aus verschiedenen
Spezies sind bekannt (in Abb. 2: O. cuniculus, Aufldsung 2,5 A, Jeffery et al., 2000;
B. stearothermophilus, Auflésung 2,3 A, Sun et al., 1999). Diese untereinander sehr
ahnlichen Strukturen zeigen keine Homologie zu anderen Proteinen und stellen somit

ein eigenstandiges Motiv dar.

Zusatzlich zur katalytischen Funktion besitzt GPl noch extrazellulare Signalfunk-
tionen. Bevor klar war, dass es sich um dasselbe Molekul handelte, wurden ihm
dieser verschiedenen Funktionen wegen weitere Namen gegeben: Autocrine Motility
Factor (AMF), Neuroleukin (NLK) und Differentiation and Maturation Factor (DMM).
AMF stimuliert die Zellmigration sowohl gerichtet als auch ungerichtet (Watanabe et
al., 1996). Insbesondere konnte gezeigt werden, dass AMF die Motilitat von Endo-
thelzellen stimuliert und angiogenetisch wirkt (Funasaka et al., 2001). Als Rezeptor
wurde gp78, ein Pertussistoxin-sensitiver Siebenhelixrezeptor identifiziert (Shimizu et
al., 1999). Die AMF-Aktivitat ist Spezies spezifisch und unabhangig vom katalyti-
schem Zentrum (Amraei und Nabi, 2002). NLK wird eine neurotrophe Aktivitat fur
spinale und sensorische Neurone zugeschrieben (Chaput et al., 1988; Faik et al.,
1988). DMM vermittelt die Differenzierung von myeloischen Leukamiezellen zu
terminalen Monozyten (Xu et al., 1996). Sowohl intra- als auch extrazellulare GPI
unterliegen einer Phosphorylierung durch die Kaseinkinase Il. Die funktionelle

Bedeutung dieser Beobachtung ist noch unklar (Haga et al., 2000).

Mit seiner Vielzahl an Funktionen, die es neben seiner Hauptaufgabe als Enzym im
zentralen Stoffwechsel ausubt, gehdrt GPIl zur einer neu definierten Gruppe der

Moonlight®-Enzyme.

®to moonlight (engl.) = eine Nebenbeschaftigung ausiben
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3.3.3 GLUKOSE-6-PHOSPHAT-ISOMERASE ALS ZIEL VON ANTIKORPERN IN DER
K/BXN-MAUSLINIE

In der K/BxN-Mauslinie sind IgG-Antikorper, die gegen GPI gerichtet sind, das
pathogene Agens. Monoklonale Antikorper, die aus B-Zellen von K/BxN-Mausen
stammten, waren alleine nicht in der Lage, die Krankheit auszulésen. Erst die Kom-
bination mehrerer monoklonar Antikérper fuhrte zur Auslésung der Arthritis. Die Bin-
dung an ein spezifisches Epitop war nicht notwendig, vielmehr war die Bildung von
Antikorper-GPI-Multimeren erforderlich. Krankheitsauslosende Antikorper sind vom
IgG1-Typ. Die Sequenzanalyse zeigte eine hohe Homologie, was ein Hinweis darauf
ist, dass diese Antikorper spezifisch von einem gemeinsamen Vorlaufer herangereift

sind, der die Toleranzmechanismen durchbrochen hat (Maccioni et al., 2002).

Durch Injektion von arthritogenem, ®*Cu-markiertem anti-GPI-IgG konnte der zeitliche
Ablauf der Arthritisinduktion per Positronenemissionstomographie (PET) visualisiert
werden. Dabei zeigte sich, dass sich das anti-GPI-IgG innerhalb weniger Minuten
nach der intravendsen Injektion in den distalen Gelenken aller Extremitaten anrei-
cherte; eine Sattigung wurde nach 20 min erreicht, die fur 24 h bestehen blieb. Erste
Arthritiszeichen waren nach 24 - 48 h zu beobachten (Wipke et al., 2002).

Warum ein systemisches Antigen eine lokal so begrenzte Immunreaktion auslost, ist
noch ungeklart. Es lieRen sich weder alternativ gespleildte Varianten von GPl mRNA
im Gelenk nachweisen, noch zeigte die Analyse der die kodierenden Regionen
angrenzenden Sequenzen eine Gelenk-spezifische Auffalligkeit (Matsumoto et al.,
2002). Eine Gewebe-spezifisch unterschiedliche elektrophoretische Mobilitat auf
zweidimensionalen Proteingelen wurde ebenfalls nicht beobachtet. was als Hinweis
darauf gedeutet werden kann, dass GPI nicht Gewebe-spezifisch posttranslational
modifiziert wird (Matsumoto et al., 2002).

In immunbhistologischen Untersuchungen an Gewebeproben aus gesunden C57BL/6-
Mausen wurde eine homogene, zytoplasmatische Verteilung von GPI in allen Zellen
aller untersuchten Organe gefunden. Dies traf insbesondere flir Chondrozyten und
Synoviozyten aus Gelenken zu (Abb. 3). Im Gelenk wurden auch extrazellulare Abla-

gerungen von GPI gefunden: Eine dunne, scharf begrenzte Ablagerung auf der
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Knorpeloberflache war nachzuweisen (Abb. 3a), wahrend kein GPI in der Knorpel-
matrix oder an der Knorpel-Knochen-Grenzflache gefunden wurde. Wurden an
Arthritis erkrankte Mause (K/BxN-Mause oder Empfanger von K/BxN-Serum) unter-
sucht, zeigte sich ein markante Verbreiterung dieser Ablagerung (Abb. 3c). In Dop-
pelfarbungen lie sich ein Kolokalisation von anti-GPI-IgG und C3-Komplement-
Fragmenten zeigen (Abb. 3d-g). Immunkomplexe aus IgG und GPIl wurden auch
aullerhalb des Gelenkes in Nieren- und Muskelgewebe gefunden, nur waren dort
keine C3-Komplement-Fragmente kolokalisiert. Die Autoren dieser Untersuchungen
interpretierten diesen Befund als SchlUssel zur Gelenkspezifitat dieser Erkrankung:
GPI-lgG-Komplexe bilden sich systemisch, aktiveren aber nur im Gelenk die

Komplementkaskade (Matsumoto et al., 2002).

wWT KIBxN
Anti-GP1 g Anti-GPIl

cart

cart

Abbildung 3: Immunhistologische Untersuchungen zur Lokalisation von GPI. ac, Gelenkspalt
(articular cavity); cart, Knorpel (cartilage). (a, b) Gefrierschnitte aus Sprunggelenken von gesunden
Wildtypmausen (WT). Die Kerne wurden mittles DAPI gefarbt. Objektiv: x63. (a) Farbung mit anti-GPI.
(b) Farbung mit irrelevantem Kontroll-IgG. (c) Farbung eines Sprunggelenkschnittes einer arthritischen
K/BxN-Maus mit anti-GPI. (d-g) Sprunggelenksknorpeloberflache einer B6 Maus sieben Tage nach
Injektion von arthritogenem K/BxN-Serum. Farbung wie angegeben. Die Abbildung ist enthommen aus
Matsumoto et al., 2002.

Dass die Aktivierung der Komplementkaskade eine Schlusselrolle bei der Manifesta-
tion der Arthritis in diesem Modellsystem spielt, konnte durch Experimente mit Maus-
linien, die defizient fir einzelne Komplementfaktoren waren, eindrucksvoll bestatigt
werden (Abb. 4). Wurden Gene ausgeschaltet, die Proteine des Membran-angreifen-
den Komplexes, des klassischen Weges oder des Lektin-Weges der Komplement-
aktivierung kodierten, konnte durch Transfer von arthritogenem K/BxN-Serum die
Krankheit ausgelést werden (Ji et al., 2002a; Solomon et al., 2002). Waren jedoch
Gene betroffen, die Proteine des Komplements fur Entzindungsmediation und
Chemoattraktion (C5a), sowie des gemeinsamen Abschnitts der Komplement-

kaskade und des alternativen Weges der Komplementaktivierung (Faktor B) kodier-
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ten, war eine Auslosung der
Arthritis  durch Serumtransfer
nicht mehr moglich (Ji et al.,
2002a).? In der gleichen Studie
wurde gezeigt, dass die Induk-
tion von Arthritis durch Serum-
transfer intakte Fcy-Rezepto-
ren bendtigt (Ji et al., 2002a).

Fcy-Rezeptoren wurden auch
mit dem
Ablauf bei der RA in Zusam-
menhang gebracht (Edwards
1997). Daten zur JIA
sind nicht bekannt. Eine wei-

pathogenetischen

et al.,

tere Parallele zur menschli-
chen Arthritis ist das Zytokin-
IL-1
wendig fur die Induktion der
Krankheit, ahnlich bedeutend,

muster. ist absolut not-

wenn auch nur in einem Teil
der Mause, ist TNF-a (Ji et al.,
2002b).

getestet werden).

Llazsischer Lektin alerratier
Weg Weg Wi
[MEP-A &mn.  AvAT
Cig Amn_ AvAT MEL " &8 0502
r 44 18102 wle BB 19203 =
Cig s A 17403 * kﬂb;'
.. ~—
\: (c1s (MASP-1) _ »
- o —
r .
(G 1: \ o (MasP-2) (_fo
m — l,-" B Aah AyAT
Ca__Adh, AvAT P o “p D) J- P D20
£ 4 13203 "'.\ 2 ) '\__ e sfs BB 14503
o 44 17203 --,\-<‘ /
_ 3 Anth AwAT
4~ 2%E 02 a00
sle A4 45403 *
5 Anh__ AwAT
¢ SO
e 44 DE=01
GhnR_Arh,  AvAT T )
&8 N (CBa ) » .\‘.
Sy BB 13s03 f;}-._./ [\ﬁ_l_:-j-
X TE_ Arh,  AvAT
CE 4 4 11:03
Wi AM D003
‘/ I/"_"‘E_l
L = 1
Peptidmediatoren ( ]
£ ' {:g{{' Dlumbran atgreiferuder
e —-f Eormple

Abbildung 4: Transfer von arthritogenem Serum aus
K/BxN-Mausen in
Komplementkaskade. Defizienzen im alternativen Weg der
Komplementaktivierung und im C5aR-Komplementfrag-
ment fihren zur Resistenz gegeniber der Arthritis-
induktion (schwarze Rauten), wahrend Defizienzen in
anderen Bereichen keine Auswirkung haben (graue

Mause mit Defizienzen in der

Rauten, von den zwei bekannten MBL konnte nur eines
Arthr. = Anteil an symptomatischen
Mausen; AVAT = durchschnittliche Schwellung des
Fullgelenkes. Abb. nach Ji et al., 2002a.

Uberraschend war die Beobachtung, dass Mauslinien, die keine Mastzellen bildeten,

resistent gegen die Induktion von Arthritis durch K/BxN-Serumtransfer waren. Durch

Injektion von Mastzellen konnte die Anfalligkeit jedoch wieder hergestellt werden

(Lee et al., 2002). Daraus und aus der Tatsache, dass C5a und auch Bindung an den

Fcy-Rezeptoren Mastzellen potent aktivieren, schliel3en die Autoren, dass Mastzellen

die zellularen Effektoren in diesem Arthritismodell sind.

Insbesondere muss dies vor

dem Hintergrund gesehen werden, dass Mastzellen die einzigen Zellen sind, die

° Diese Notwendigkeit der Komplementkaskade, insbesondere des alternativen Weges der
Aktivierung, erinnert an die erhéhten Messwerte des Faktors Bb bei JIA-Patienten (Aggarwal et al.,

2000).
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TNF-a praformiert in Vesikeln enthalten, und auch sehr schnell in der Lage sind TNF-
a und IL-1 in grolRen Mengen zu produzieren (Burd et al., 1989; Gordon und Galli,
1990).

3.3.4 GLUKOSE-6-PHOSPHAT-ISOMERASE ALS ZIEL VON ANTIKORPERN BEI
HUMANER ARTHRITIS

Aufgrund der Ahnlichkeit des pathologischen Bildes der Arthritis in der K/BxN-Maus-
linie mit der RA wurde untersucht, ob eine humorale Immunantwort gegen GPI auch
bei der menschlichen Krankheit von Bedeutung ist. Erste Ergebnisse waren vielver-
sprechend. In einer Studie mit 69 RA-Patienten wurden in 44 (= 64 %) Proben anti-
GPI-lgG-Konzentrationen nachgewiesen, die zwei Standardabweichungen Uber dem
Mittelwert der gesunden Kontrollgruppe lagen (Schaller et al., 2001). Ahnliche
Ergebnisse lieferte der Vergleich von anti-GPI-IgG-Konzentration in der SF von RA-
und Arthrose-Patienten: 8 von 8 RA-Proben lagen zwei Standardabweichungen Uber
dem Mittelwert der Arthrosegruppe (Schaller et al., 2001). In der gleichen Studie
wurde eine Phage-Display-Bibliothek aus der RNA aus dem Knochenmark eines RA-
Patienten hergestellt. Die Sequenzen der einzelnen anti-GPIl-Fab-Fragmente wiesen
eine Nukleinsaure-Homologie von 79 - 95 % auf. Die beiden Fab-Fragmente, die am
besten an GPI gebunden hatten, wiesen die hochste Rate an somatischer Mutation
auf (Schaller et al., 2001). Beides sind Indizien fur eine Antigen-gesteuerte humorale

Immunantwort.

Weiterhin untersuchten die Autoren dieser Studie die Konzentration des nativen
Antigens im Serum und in der SF, indem sie die Enzymaktivitat bestimmten. Dabei
fanden sie einen deutlich hdheren Mittelwert fur die Serumproben der RA-Gruppe (n
= 8) im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Die SF der RA-Patienten zeigte noch
héhere Enzymaktivitat. Mit r = 0,79 (p = 0,026) beobachteten sie auch eine positive
Korrelation zwischen der anti-GPI-Konzentration und der GPI-Aktivitat im Serum
(Schaller et al., 2001).
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Abbildung 5: Abb. aus Schaller et al., 2001. (a) Seren von 69 RA-Patienten, 17 Lyme-Arthritis-
Patienten, 22 Sjogren-Syndrom-Patienten und 107 gesunden Kontrollpersonen wurden mittels ELISA
auf anti-GPI-IgG gestestet. Eine optische Dichte (OD), die zwei Standardabweichungen iber dem
Mittelwert der Kontrollgruppe lag, wurde als positiv angenommen (gestrichelte Linie). (b) Westernblot
zur Detektion von anti-GPI-Reaktivitat. Bahn 1: Kontrolle, nur Sekundarantikérper; Bahn 2, 3: gesunde
Kontrollpersonen, Bahn 4-8: RA-Patienten. Zu beachten ist hier die Doppelbande bei Patient 7, die in
der Veroffentlichung nicht kommentiert wurde.

Schon kurz nach der Verodffentlichung wurden diese Ergebnisse angezweifelt. Schon
eine Abbildung in der Originalpublikation (Abb. 5) berechtigte zu Zweifeln an den
Ergebnissen. Die anti-GPI-IgG-Konzentrationen wurden mittels ELISA bestimmt, bei
dem als Antigen eine kommerzielle GPI-Aufreinigung aus Kaninchenmuskel
verwendet wurde. Diese beinhaltete jedoch betrachtliche Mengen an kontaminie-
renden Proteinen, wie sie auch in dieser Abbildung auffallen: In dem dort darge-
stellten Westernblot zum Nachweis von anti-GPI-Reaktivitat war bei Probe 7 eine
Doppelbande zu sehen. Die kontaminierende Bande war von ahnlicher Intensitat wie
die eigentliche GPI-Bande (Abb. 5).

Bald wurde eine erste kontaminierende Bande als Kreatinkinase M (CKM) identifi-
ziert. Und es konnte gezeigt werden, dass 10/61 RA-Patienten Reaktivitat gegen
rekombinante (rek) CKM aufwiesen (Schubert et al., 2002). Weiterhin konnte die
hohe Sensitivitat und Spezifitat in verschiedenen Studien nicht reproduziert werden
(Tab. 6).
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Studie Im ELISA verwendetes Antigen positive Seren
Schaller et al., 2001 kommerzielle GPI-Aufreinigung 44/69
Kassahn et al., 2002 rekomb_ingntes, humanes GPI, HPLC- 4/224

augereinigt
Herve et al., 2003 kommerzielle GPI-Aufreinigung wie Schaller 5/21
et al., 2001
Matsumoto et al., 2003 | rekombinantes, humanes GPI 31/239
Matsumoto et al., 2003 kommerzielle GPI-Aufreinigung wie Schaller 13/239

et al., 2001

Tabelle 6: Studien zur anti-GPI-Reaktivitat bei der RA.

Neben den in diesen Studien verwendeten ELISA wurde inzwischen auch eine
Messanordnung etabliert, die auf Oberflachenplasmonenresonanz basiert. In dieser
Studie wurden anti-GPI-IgG gegen rekombinantes, humanes GPI in SF bestimmit.
Verglichen wurden SF von RA- und Arthrose-Patienten (jeweils n = 5). Der Mittelwert
der RA-Gruppe (104,28 RU) war signifikant héher (p < 0,0001) als der der Arthrose-
Gruppe (38,84 RU).

Nach der CKM wurde inzwischen auch ein weiteres Protein, das die kommerzielle
Aufreinigung kontaminiert, als Phosphoglukomutase (PGM) identifiziert. Die Autoren
dieser Studie bestimmten nur qualitativ, ob die Patienten anti-PGM-IgG und anti-GPI-
IgG im Serum aufwiesen. Sie unterschieden dabei zwischen normal und hoch. Anti-
GPI-IgG war bei 16/21 RA-Patienten normal und 5/21 hoch; anti-PGM-IgG war bei
12/21 normal und 8/21 hoch (Herve et al., 2003).

In einer weiteren Studie fihrte eine Untergruppen-Analyse bei RA-Patienten zu der
Beobachtung, dass anti-GPI-IgG mit extraartikularen Komplikation der RA verbunden
ist. So wiesen in dieser Studie 5 % aller unkomplizierten RA-Verlaufe und 4 % der
gesunden Kontrollpersonen anti-GPI-IgG auf, wahrend dies bei 18 % der Patienten
mit Rheumaknoten, 45 % mit rheumatischer Vaskulitis und 92 % mit Felty-Syndrom

der Fall war (van Gaalen et al., 2004).

Zur Bedeutung von anti-GPI-IgG in der JIA lagen bisher nur wenige Daten vor.

Matsumoto et al. schlossen in ihre Studie 19 Seren von 4 JRA-Patienten ein. Diese
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Gruppe zeigte ahnliche Konzentrationen von anti-GPI-IgG wie RA-Patienten
(Matsumoto et al., 2003). Diese kleine Population ist in keiner Weise reprasentativ fur

die JIA und ihre Untergruppen.

3.4 Zielsetzung

In dieser Arbeit soll die Bedeutung einer humoralen Immunantwort gegen das
systemische Antigen Glukose-6-phosphat-lsomerase bei der JIA und ihren

Untergruppen untersucht werden.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Reagenzien

Standard Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, im Reinheitsgrad p. A.

bei VWR International, Darmstadt bezogen.

Reagenz Hersteller Spezielle Angaben

Peroxidase-konjugierter . .

Molekulargewichtstandard fiir Amersham ECL protein molecular weight
. markers

Proteine

Molekulargewichtstandard fiir Rainbow coloured protein mw
- Amersham .

Proteine marker, high molecular range

Coomassie Brilliant Blue G250 Sigma

Glukose-6-phosphat-isomerase Sigma Ammoniumsulfat-Suspension

aus Kaninchenmuskel

Immunglobulin-k-Leichtkette Biotrend

Ladepuffer fiir Proteine Invitrogen Z‘;PAGE LDS Sample Buffer

30% wlv Acrylamid- Roth

Bisacrylamidlésung (37,5:1)

Peroxidase-konjugierter, Rockland

Affinitats-aufgereinigter anti-
human-lgG(Fc) (Ziege)

Substrat fiir die
Chemilumineszenz

HIV-1 gp120
humane cDNA aus

Skelettmuskel

Phosphohexose Isomerase
Diagnostic Kit

Laktatdehydrogenase
Diagnostic Kit

Hamoglobin (Plasma)
Diagnostic Kit

Fruktose-6-phosphat
NADP*

Glukose-6-phosphat-
Dehydrogenase

Standardagarose
Niedrigschmelzende Agarose
Plasmid-Isolierung

DNA-Extraktion aus
Agarosegelen

Kompetente Zellen zur
Klonierung
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Immunochemicals

Pierce

Advanced Biotechnologies

Incorporated

Ambion
Sigma
Sigma

Sigma

VWR International
VWR International

VWR International

Roth
Peqlab
Macherey-Nagel

Macherey-Nagel

Promega

SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate

Agarose NEEO Ultra Qualitat
PeqGold Low Melt Agarose
NucleoSpin Plasmid

NucleoSpin Extract

JM109 Competent Cells, high
efficiency
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Vektor zur T/A-Klonierung Promega pGEM-T Easy Vector Systems
Fompetente Zellen zur Novagen BL21(DE3)pLysS

xpression
Expressionsvektor Novagen pET15b
Extraktionsreagenz Novagen BugBuster
Saulenmaterial Novagen HisBind Resin
Peroxidase-konjugiertes anti- . . . .
poly-Histidin Qiagen PentaHis HRP Conjugate Kit
Blockierreagenz fiir ELISA Roche Blocking reagent for ELISA
Substrat fiir ELISA Pierce TMB
4.2 Enzyme
Enzyme Hersteller Spezielle Angaben
Trypsin Promega Trypsin, sequencing grade
Taq DNA Polymerase Promega

Restriktionsenzyme

New England Biolabs

T4 DNA Ligase Roche

Nuklease Novagen Benzonase Nuclease
4.3 Materialien

Enzyme Hersteller Spezielle Angaben
Polystyrol-Halbmikrokiivetten Sarstedt

p-C18 Zip-Tips Millipore

Nitrozellulose-Membran, 45 pm Invitrogen

ELISA Platten Nunc Maxisorp

4.4 Gerate

Gerat Hersteller Spezielle Angaben
Spektrometer Amersham Ultrospec 3000
Thermostat (zum Spektrometer) Haake K10 - DC 10
Thermocycler Perkin Elmer GeneAmp PCR System 9700
Protein Gelektrophorese BioRad Miniprotean 2

Massenspektrometer
Elektroblotter
CCD-Kamera

Platten Photometer

Applied Biosystems
Invitrogen

Raytest

Diagnostic Products
Corporation

Voyager DE-STR

Novex Western Transfer
Apparatus

Milenia Kinetic Analyzer
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4.5 Herstellerverzeichnis

Hersteller Ort Staat
Amersham Biosciences Europe Freiburg Deutschland
Applied Biosystems Foster City CA, USA
BioRad Hercules CA, USA
Biotrend Kdln Deutschland
Diagnostic Products Corporation |Los Angeles CA, USA
Haake Karlsruhe Deutschland
Invitrogen Karlsruhe Deutschland
Millipore Billerica MA, USA
New England Biolabs Beverly MA, USA
Novagen Darmstadt Deutschland
Nunc Roskilde Déanemark
Perkin EImer Wellesley MA, USA
Pierce Bonn Deutschland
Promega Mannheim Deutschland
Qiagen Hilden Deutschland
Raytest Straubenhardt Deutschland
Roche Mannheim Deutschland
Rockland Immunochemicals Gilbertsville PA, USA
Roth Karlsruhe Deutschland
Sarstedt Nurnbrecht Deutschland
Sigma St. Louis MO, USA
VWR International Darmstadt Deutschland

4.6 Sterilisation der verwendeten Lé6sungen und Ndhrmedien

Wenn nétig wurden alle nicht-thermolabilen Lésungen dampfdrucksterilisiert (145°C,
3 bar); thermolabile Losungen wurden sterilfiltriert (Nitrozellulosefilter, 0,2 pm Poren-
durchmesser). Die verwendeten Nahrmedien und Agarlésungen wurden vor der evil.

Zugabe von Antibiotika ebenfalls dampfdrucksterilisiert.

4.7 Standardlésungen

PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung) PBST

0,144 g KH2PO4 PBS

9g NaCl 0,05 % (viv) Tween-20
0,795¢g Na;HPO4+7H,0
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50 x TAE (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) 6 x DNA Ladepuffer

242 g Tris-Base 0,25% (w/v) Bromphenolblau
57,1 ml Essigsaure 40% (w/v) Saccharose
100 ml 0,5M EDTA pH 8,0

auf 1000 ml  mit H,O auffillen

LB-Medium SOC-Medium
109 Bacto-Tryptone 29 Bacto-Tryptone
59 Bacto-Hefe-Extrakt 0,5¢ Bacto-Hefe-Extrakt
59 NaCl 1 ml 1 M NaCl
auf 1000 ml mit H,O aufflllen 0,25 ml 1 M KCI
auf 97 ml mit H,O auffullen
autoklavieren
1 ml 1 M MgCly, filter-steril.
1 ml 2 M Glukose, filter-steril.

4.8 Patientenproben

Insgesamt wurden 324 Serum-Proben von 99 JIA-Patienten (Tab. 7), 34 RA-Patien-
ten, 8 Arthralgie-Patienten und 11 gesunden Individuen, sowie 48 SF-Proben von 29
JIA Patienten und 2 RA-Patienten untersucht. Die Proben wurden nach Aufklarung
der Patienten bzw. Eltern mit deren Einverstandnis im Rahmen notwendiger thera-
peutischer und diagnostischer Eingriffe gewonnen. Ein positives Votum der Ethik-
kommission der Universitat Tubingen lag vor. Da die Probenvolumina eingeschrankt
waren, war es nicht immer moglich jede Untersuchung mit jeder Probe durchzufiih-

ren.

Nach der Gewinnung wurden die Proben fur 10 min bei 2500 g zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und bis zur Untersuchung bei -20°C gelagert. Die Diagno-
sen wurden nach den ILAR-Kriterien (Petty et al., 1998) fur die JIA und nach den
ACR-Kriterien (Arnett et al., 1988) fUr die RA gestellt.

33



MATERIAL UND METHODEN

Mittelwert und Spannweite [a]
Alter zum
JIA-Verlaufsform n (3/2) Untersuchungszeitpunkt Krankheitsbeginn
oligoartikular 11,0 5,3
persistent AU ) [4,9-16,0] [1,5-15,0]
oligoartikular 13,3 3,9
extended 10 (19) [8,6-18,9] [0,8-10,5]
polyartikular 10,6 59
RF negativ 17.(1/16) [2,6-18,0] [1,3-15,3]
polyartikular 18,7 11,6
RF positiv 5(23) [17,1-21.4] [2,0-16,8]
. 11,6 5,6
systemisch 9 (6/3) [5,4-17.6] [1,3-13,0]
. 12,1 6,7
psoriatisch 6 (4/2) [3,8-20,5] [1,0-12,0]
0 - 14,6 10,2
Enthesitis-assoziiert 13 (11/2) [11,6-18,9] [2,0-17,0]
nicht kategorisierbar | 17 (7/10) o ;_12"2‘ 2 . 36_’116 .
12,2 6,5
gesamt 103 (42/61) [2,6-22,2] [0,8-17.0]

Tabelle 7: JIA-Patienten

4.9 Oligonukleotide
Alle Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland, bezogen.

Name Vorwartsprimer Riickwartsprimer Schmelzpunkt Ty,
hCKM1 cat atg cca ttc ggt aac acc cag gcg cct act tct gg 48°C
hGPI1 cat atg gcc gct ctc acc atg agc acg agt tta ttg ga 52°C
hGPI2 cgc gtc tca ctc agt gta cc tca cag agg agg ctg cag at 50°C
hPGMA1 cat atg gtg aag atc gtg aca g | agg cct gtc ttc tta ggt ga 49°C

Tabelle 8: Oligonukleotide
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4.10 Statistik

FUr alle statistischen Berechnungen wurde die Software GraphPad Prism 4 flr
Windows, Version 4.01 von GraphPad Software Inc. San Diego, USA, verwendet.

Zum Vergleich von mehr als zwei Mittelwerten (z.B. Vergleich der Enzymaktivitaten
oder anti-GPI-IgG-Konzentrationen in verschiedenen Diagnosegruppen) wurde eine
einfache Varianzanalyse durchgefuhrt (one-way analysis of variance, one way
ANOVA). Fuhrte die Varianzanalyse zur Verwerfung der Nullhypothese (p < 0,05),
d.h. mindestens zwei Mittelwerte unterschieden sich signifikant, wurden multiple
Mittelwertvergleiche angewendet: Patientengruppen wurden mit der gesunden
Kontrollgruppe anhand des Dunnett-Test verglichen. Ein Vergleich aller Mittelwerte

miteinander wurde mittels des Tukey-Kramer-Tests durchgefuhrt.

Zum Vergleich zweier Mittelwerte wurde ein t-Test fur unabhangige Stichproben
eingesetzt. Mittelwerte mit theoretischen Werten (z.B. Normbereiche) wurden eben-
falls mittels eines t-Tests bewertet. Zur Korrelationsanalyse wurde in der Regel der
Pearsonsche Mal¥korrelationskoeffizient verwendet. Waren die Voraussetzungen
hierfur nicht gegeben wurde der Spearmansche Rangkorrelationskoeffizient berech-
net. Messwerte mit verschiedenen Kategorien sind in Box-Whisker-Grafiken darge-
stellt. Die Box reprasentiert den Bereich zwischen der 25. und 75. Perzentile, die
Whiskers den zwischen der 5. und 95. In der Box ist der Median durch einen Balken

und der Mittelwert durch einen Kreis markiert.

4.11 Protein-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen in Plattengelen (GréRe: 83 mm x
73 mm x 1 mm) erfolgte in einer vertikalen Elektrophoreseapparatur. Hierbei wurde
das diskontinuierliche System von Lammli (Laemmli, 1970) verwendet, in dem die
Probe zunachst in einem Sammelgel konzentriert und anschliel3end in einem Trenn-

gel aufgetrennt wird.

Sammelgel-Puffer (4x) Trenngel-Puffer (4x) Laufpuffer (10x)
0,5M Tris-HCIpH 6,8 15M Tris-HCIpH 8,8 0,25M  Tris-Base
0,4% w/v SDS 0,4% w/v SDS 1,92 M Glycin

1% w/iv  SDS
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Verwendet wurden 10% und 15% Gele. Dazu wurden 5ml bzw. 7,5 ml einer 30%
(w/v) Acrylamid-Bisacrylamidldsung mit 3,75 ml 4x Trenngelpuffer, 6,25 ml bzw. 3,75
ml Wasser und 10 pl N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) versetzt. Die
Polymerisation wurde durch Zugabe von 500 pl 10% (w/v) Ammoniumperoxodisulfat
(APS) gestartet und die Lésung anschlieliend zwischen die Platten ca. 5 cm hoch
gegossen. Nach Abschlul3 der Polymerisation wurde das Sammelgel dartber
geschichtet. Das Sammelgel setzte sich wie folgt zusammen: 650 pyl 30% (w/v)
Acrylamid-Bisacrylamidlésung (37,5:1), 1,25 ml 4x Sammelgelpuffer, 3,05 ml
Wasser, 5 yl TEMED und 50 pl APS. Je nach Bedarf wurde ein 10 Loch- oder ein
2D-(eine grolke und eine kleine Tasche) Kamm eingefligt. Wenn nicht anders
erwahnt, wurden die Proben 5 min bei 96°C in Ladepuffer unter Zugabe von 100 mM
Dithiothreitol inkubiert. Die Auftrennung erfolgte in der Regel fur 50 min bei 200 V.

4.12 Anfdarbung von Proteingelen

Wenn noétig, wurden Proteine in den Gelen durch eine Coomassie-Blau-Farbung
sichtbar gemacht. Dazu wurde das Gel nach der Elektrophorese fur 30 min in 25%
(v/v) Isopropanol und 10% (v/v) Essigsaure inkubiert. AnschlieRend erfolgte die
Anfarbung mit 0,006% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250 in 10% (v/v) Essigsaure.
Nach einstundiger Inkubation wurde das Gel in 10% (v/v) Essigsaure bis zum

gewulnschten Kontrast entfarbt.

4.13 Immunoblots zur Detektion von IgG-Antikérpern gegen die GPI-

Aufreinigung
30 pg GPI (Aufreinigung aus Kaninchenmuskel, Sigma) und 0,75 pg Immunglobulin-
K-Leichtkette (Biotrend) wurden durch 15% Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt. Verwendet wurden 2D-Kamme, die aus
einer kleinen Tasche flir einen Standard und einer grol3en Tasche fur die Probe
bestanden. Das ganze Gel wurde auf eine 0,45 um Nitrozellulosemembran (Invitro-
gen) fur 1 h bei 30 V elektrogeblottet (Transferpuffer: NuPAGE, Invitrogen). Zur
Kontrolle des Transfers wurde der Blot mit 0,2% (w/v) Ponceau S, 3% (w/v)
Trichloressigsaure reversibel angefarbt. Nach Entfarbung mit Wasser wurde in
Blockierldsung (5% (w/v) Magermilchpulver in PBST) 3 h bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Anschlieend wurde der Blot in 0,5 cm breite, langliche Streifen
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geschnitten und Uber Nacht (o/n) bei 4°C auf einem Schdtteltisch mit 1:100 (in Blo-
ckierlosung) verdunnten Seren oder SF inkubiert. Nach sechsmaligem Waschen mit
PBST wurde gebundenes IgG durch eine einstundige Inkubation mit einem Peroxi-
dase-konjugierten, Affinitats-aufgereinigten anti-human-lgG(Fc) (Rockland Immuno-
chemicals, 1:20000 in Blockierldsung) detektiert. Nach sechsmaligem Waschen mit
PBST wurden zur Visualisierung der Banden ein chemilumineszentes Substrat
(SuperSignal Chemiluminescent Substrat, Pierce) zugegeben. Die Chemilumines-
zenz wurde mit einer CCD-Kamera unter Verwendung der Software DIANA 1.6
(Raytest) aufgenommen. Die densitometrische Auswertung erfolgte mit der Software
AIDA 2.1 (Raytest). Die Chemilumineszenz der Banden, die durch Bindung des anti-
IgG(Fc)-Antikorpers an IgG ausgelost wurde, wurde ins Verhaltnis gesetzt zu derje-
nigen, die durch Bindung dieses anti-lgG(Fc) an die Immunglobulin-k-Leichtkette
entstand. Die Verwendung der Immunglobulin-k-Leichtkette als interner Standard war
moglich wegen der Kreuzreaktivitat des verwendeten, Affinitats-gereinigten anti-
IgG(Fc) Antikorpers.

4.14 MALDI-TOF Massenspektrometrie
2 ug der GPI-Aufreinigung aus Kaninchenmuskel wurden per 10% SDS-PAGE auf-

getrennt und anschlie®end Coomassie-Blau gefarbt. Entsprechende Banden wurden
aus dem Gel ausgeschnitten und in 1 mm?® groRe Stiicke geschnitten. Diese wurden
in 0,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalle tberfihrt und zweimal mit Wasser gewaschen.
Danach wurde durch Zugabe von 40 ul 50% (v/v) Acetonitril fur 15 min entfarbt. Es
folgte eine Inkubation in 40 pl reinen Acetonitril fiir 15 min. Der Uberstand wurde
verworfen und 80 pl 50% (v/v) Acetonitril in 100 mM Ammoniumbikarbonat hinzu-
gefiigt. Nach 15 min wurde der Uberstand abgenommen und die Gelstiickchen in
einer Vakuumzentrifuge getrocknet. AnschlieRend wurden sie in 20 ul Trypsinlésung
(0,01 g/l Trypsin, sequencing grade, Promega; in 25 mM Ammoniumbikarbonat, 5
mM CaCl,) rehydriert. Nach 45 min Inkubation auf Eis wurde der Uberstand entfernt
und soviel 25 mM Ammoniumbikarbonat, 5 mM CaCl, hinzugefugt, dass die Stlck-
chen bedeckt waren. Der Verdau wurde flr weitere 16 h bei 37°C fortgesetzt.
Danach wurden 10 pl 2% (v/v) Trifluoressigsaure (TFA) zugegeben und der
Uberstand in ein neues GefaR Uberfiihrt. In einem weiteren Extraktionsschritt wurden
50 yl 0,1% (v/v) TFA zugefugt und fir 30 min in einem Ultraschallbad inkubiert.
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Weitere zwei Extraktionen unter gleichen Bedingungen schlossen sich an in 30%
(v/v) und 60% (v/v) Acetonitril in 0,1% (v/v) TFA. Die zusammengeflgten Extrakte
wurden in einer Vakuumzentrifuge getrocknet, in 0,3 % (v/v) TFA resuspendiert und

durch u-C18 Zip-Tips (Millipore) entsalzt.

Die Proteine wurden durch Matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI) - time
of flight (TOF) - Massenspektrometrie an einem Voyager DE-STR Massenspektro-
meter (Applied Biosystems) analysiert. Die Peptide wurden kokristallisiert mit einem
gleichen Volumen einer 1:20 Verdlnnung einer gesattigten a-Cyano-4-hydroxyzimt-
saure-Losung in 30 % (v/v) Acetonitril, 0,3 % TFA. Die Spektren wurden extern durch

Verwendung einer Standard-Peptidmischung kalibriert.

Die Datenbanksuche wurde unter Verwendung der im Internet freizuganglichen Soft-
ware Mascot (www.matrixscience.com, Matrix Science LTd., London, UK) durchge-
fuhrt. Ein Trypsinfehlschnitt und eine Methionin-Oxidation wurden fur die Datenbank-
suche zugelassen. Die Massentoleranz fur den Vergleich der experimentellen mit
den vorhergsagten Massen wurde auf 100 ppm gesetzt. Die Ergebnisse (scores)
werden als -10 x logiop ausgegeben, mit p als der absoluten Wahrscheinlichkeit
dafur, dass dieser Treffer zufallig ist. Peptidfragmente aus den Trypsinverdaus, die
eine ausreichende Signalintensitat aufwiesen, wurden durch eine Postsource-decay-

Analyse auf dem gleichen Gerat sequenziert.

4.15 Messung der GPI-Aktivitét

Die Enzymaktivitat der GPI wurde mittels einer gekoppelten enzymatischen Reaktion
(Abb. 6) spektrophotometrisch bestimmt. Hierzu wurde ein kommerzielles Reagen-
ziensystem verwendet. Hierbei wurde die Probe mit einer Reaktionslosung inkubiert,
die einen UberschuB Fruktose-6-phosphat, NADP® und Glukose-6-phosphat-
Dehydrogenase enthielt. Dabei wurde Fruktose-6-phosphat durch die GPI-Aktivitat in
der Probe zu Glukose-6-phosphat isomerisiert, das dann quantitativ durch die
Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase in 6-Phosphoglukonat oxidiert wurde. Das
dabei entstehende NADPH wurde spektrophotometrisch anhand einer Zunahme der
Extinktion bei 340 nm erfasst. 30 ul der Probe wurden mit 970 ul Reaktionslésung

versetzt, die direkt in ein auf 25°C temperiertes Spektrometer gegeben wurde. Die
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Messung der Extinktion bei 340 nm Fruktose-6-phosphat
erfolgte in Intervallen von 10 s uber

. ) Glukose-6-phosphat-lsomerase
einen Zeitraum von 720 s. Als Leerwert oder Probe

diente die Messung an Messposition 1

zum Zeitpunkt t = 0. Die Verwendung Glukose-6-phosphat

eines Messwertes als Nullwert, der GPI-

Aktivitat enthalt, ist insofern unproble- NADP
Glukose-6-phosphat-

matisch, da eine Extinkionsdnderung Dehydrogenase NADPH + H*

und keine absolute Extinktion gemessen
. 6-Phosphoglukonat

wurde und da das Reagenziensystem
ohne Zugabe von Serum bzw. SF keine

L . ] ] Abbildung 6: Reaktionsschema zur
Extinktionsanderung  zeigte. Dieses  Bestimmung der GPI-Aktivitat
Vorgehen wurde vor der Messung aller
Seren validiert. Der lineare Bereich des NADPH-Anstiegs wurde zur Berechnung der
GPI-Aktivitat wie folgt herangezogen:

AOD340,m N umol -cm N Gesamtvolumen
min 6,22ml  Probenvolumen

x1000

GPI - Aktivitat [U/l] =

Als Einheit wurde U verwendet. Diese ist folgendermallen definiert: 1 U eines
Enzyms setzt 1 pymol Substrat pro Minute um. Wenn nétig wurden die Proben mit
0,9% NaCl in 1:5 Schritten verdunnt.

Alle hier dargestellten GPI-Aktivitaten wurden auf diese Weise bestimmt. Da das
fertige Reagenziensystem zum Ende der Untersuchungen nicht mehr erhaltlich war,
wurde eine Protokoll (Beutler, 1984) modifiziert und etabliert, so dass auch weiterhin
eine Messung der GPI-Aktivitat mdglich ist. Folgende Reaktionsbedingungen erwie-
sen sich zur Messung von 30 pl Serum in einem Gesamtreaktionsvolumen von 1 mi
bei 25°C als optimal: 50 mM Tris-HCI pH 7,8, 3 mM MgCl,, 50 mM Fruktose-6-
phosphat, 0,5 mM NADP* und 4 ug/ml (entspricht > 800 U/I) Glukose-6-phosphat-
Dehydrogenase (aus L. mesenteroides). Vor Zugabe der Probe wurde die Reakti-

onslosung 5 min bei RT vorinkubiert.

4.16 Freies Hamoglobin
Zur Bestimmung des freien Serum-Hamoglobins wurde ein kommerzielles System

verwendet. Dieser spektrometrische Test basiert auf der Peroxidase-Aktivitat des
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Hamoglobins. 5 yl der Probe wurden zu 500 pl einer 5 mg/ml (in 90% v/v Essigsaure)
3-,3'-,5-,5'-Tetramethylbenzidin-Losung gegeben. Anschliellend wurden 500 pl 0,3%
(v/v) Wasserstoffperoxid hinzugefuigt und nach exakt 10 min die Extinktion bei 600
nm gegen Wasser als Leerwert gemessen. Zur Eichung wurde eine 30 mg/dl
Hamoglobin-Standardldsung eingesetzt. Die Hamoglobin-Konzentration wurde
folgendermalden berechnet:

ODProbe — ODLeerwert

Hamoglobin[mg/dl] =
d [ d ] ODStandard_ODLeerwert

x Konzentrationg,,qarq [Mg/dl]

4.17 Laktat-Dehydrogenase Aktivitat

Zur Bestimmung der Laktat-Dehydrogenase-Aktivitat wurde ein kommerzielles
Reagenziensystem verwendet. LDH katalysiert die Reduktion von Pyruvat zu Laktat
bei gleichzeitiger aquimolarer Oxidation von NADH zu NAD". Diese Oxidation fiihrt
zu einer Abnahme der Extinktion bei 340 nm. 20 ul der Probe wurden zu 800 pl der
Reaktionslésung gegeben. Die Messung und Berechnung der LDH-Aktivitat erfolgte
analog der der GPI-Aktivitat.

4.18 Herstellung rekombinanter, humaner PGM, GPIl und CKM

4.18.1 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Die Auftrennung der negativ-geladenen Nukleinsduremolekile in Agarosegelen
beruht auf dem Molekularsiebeffekt des Tragermaterials, Agarose. Die elektrophore-
tische Beweglichkeit von linearen Nukleinsauremolekulen ist bis zu einer gewissen
Grenze umgekehrt proportional zum dekadischen Logarithmus ihres Molekular-
gewichtes. Die Agarose-Gelelektrophorese wurde horizontal in Flachbettgel-
apparaturen durchgefuhrt. Die Lésung wurde in die Gelform gegossen und der
Taschenformer eingesetzt. Als Laufpuffer wurde 1x TAE verwendet. Die Elektropho-
rese erfolgte bei 5 V/cm. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel mit
einer Ethidiumbromid-Losung (0,5 pg/ml) angefarbt. Die Visualisierung der DNA
erfolgte durch Anregung des interkalierten Ethidiumbromids durch Licht der Wellen-
lange 312 nm. Dies fuhrte zu einer Fluoreszenz im orange-roten Spektralbereich. Die
Dokumentation erfolgte mit einer analogen Kamera. Fir analytische Gele kam eine

Standardagarose (Roth) in der Konzentration von 1 bis 1,5 % (w/v), fur praparative
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eine niedrigschmelzende (Peqglab) in der Konzentration von 2 % (w/v) jeweils in 1x

TAE zum Einsatz.

4.18.2 POLYMERASE KETTENREAKTION

Wenn nicht anders angegeben, wurden fir die PCR folgende Bedingungen verwen-
det: 2 mM MgClz, 50 uM jeder Base, 1 uM Primer, 1 U Taq DNA Polymerase. Als
Matrize wurden zugefugt 1 yl der cDNA (0,5 ng/ul), 1 ul PCR-Produkt oder 1 pl eines

durch Aufkochen von Bakterien gewonnen Lysats.

Die Denaturierung erfolgte fur 2 min. bei 95°C. Angeschlossen wurden in der Regel
35 Zyklen mit folgenden Schritten: 95°C fur 45 s, Ty (Tab. 8, Oligonukleotide) fur 35
s und 72°C fur 1 min. Abschliel3end erfolgte eine 5 min. Inkubation bei 72°C.

4.18.3 AUFREINIGUNG VON PLASMID-DNA AUS BAKTERIENKULTUREN

Zur Plasmidisolation wurden 5 ml Ubernachtkultur in LB-Medium angesetzt und bei
37°C bei 200 rpm geschuttelt. Die Aufreinigung erfolgte mithilfe eines Aufreingungs-
systems, bei dem nach alkalischer Lyse der Zellen Plasmid-DNA an Silikamembran

adhariert (Macherey-Nagel).

4.18.4 AUFREINGUNG VON DNA AUS AGAROSEGELEN

Zur Aufreingung von DNA aus Agarosegelen wurde niedrigschmelzende Agarose
eingesetzt. Nach madglichst kurzer UV-Exposition wurden die interessierenden
Banden knapp ausgeschnitten. Die Aufreinung erfolgte mit einem auf einer Silika-

membran basierenden Aufreingungssystem (Machery-Nagel).

4.18.5 KLONIERUNG

Zur rekombinanten Herstellung humaner PGM, GPI und CKM wurde eine kommer-
ziell erhaltliche cDNA aus menschlichem Skelettmuskel eingesetzt (Ambion). Fur
PGM und CKM war eine Einschritt-PCR ausreichend, wahrend fur die GPI eine

Zweischritt-verschachtelte PCR zum Einsatz kam (siehe Abb. 7).
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Die Tag DNA Polymerase hat eine von Matrizen unabhangige Terminale-Trans-
ferase-Aktivitat, die einzelne Desoxyadenosine an 3'-Enden anhangt. Somit kdnnen
diese PCR-Produkte effizient in linearisierte Vektoren mit 3'-

Desoxythymidinuberhangen ligiert werden.

hCKM 0 kodierende Sequenz 1221
\_2: hCKM_F1 1231 hCKM_Rﬂ
hGPI 0 kodierende Sequenz 1666
\_2: hGPI_F1 1688: hGPI_Rﬂ
-34: hGPI_F2 1706: hGPI_R2
_> <—
hPGM 0 kodierende Sequenz 1899
\_2: hPGM_F1 1914: hPGM_Rﬂ

Abbildung 7: PCR-Strategie. Angegeben sind die Basenpaarpositionen unter Verwendung von in
GenBank hinterlegten Sequenzen. Fur die humane GPIl wurde NM000175, fir humane CKM NM001284
und fir humane PGM NM002633 verwendet.

Nach Aufreinigung und Extraktion der PCR-Produkte aus einem Agarosegel wurden
diese in den pGEM-T Easy Vector (Promega) o/n bei 4°C ligiert, dabei wurden die
Anweisungen des Herstellers befolgt (P GEM-T Easy Vector Systems, Promega).

Die Transformation erfolgte in den E.coli Stamm JM109 (Promega). 1 pl der Liga-
tionsreaktion wurde flr 10 min auf Eis mit 100 pl der kompetenten Zellen inkubiert.
AnschlielRend erfolgte eine Hitzeschock bei 42°C fur genau 45 s, gefolgt von einer 2
min Inkubation auf Eis. Nach Zugabe von 800 yl SOC-Medium wurden die Kulturen
fur 1 h bei 37°C geschuttelt. Dann wurden 50 ul der Bakteriensuspension auf
Agarplatten (100 ug/ml Ampicillin enthaltend) ausplattiert, die zuvor mit 100 ul 100
mM IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalaktosid) und 20 pl 50 mg/ml 5-Bromo-4-chloro-3-
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indolyl-B-D-galaktopyranosid (X-Gal) impragniert worden waren. Das Ampicillin
diente zur Selektion von Klonen, die intaktes Plasmid aufgenommen hatten. IPTG
und X-Gal erlaubten eine Blau-weif3-Selektion von Klonen, die ein Plasmid mit erfolg-
reicher Ligation aufgenommen hatten. Die Aufnahme der richtigen Sequenz in die
Klone wurde weiterhin durch Gen-spezifische PCR und durch Sequenzierung uber-
pruft. Die fur die Proteine kodierende Sequenz wurde mittels eines Ndel-Verdaus (5'-
Schnittstelle wurde durch den Primer eingefligt, 3'-Schnittstelle entstammt dem
Vektor) ausgeschnitten. Als Expressionsvektor wurde der pET15b (Novagen) eben-
falls durch einen Ndel-Verdau vorbereitet. Nach Gelaufreingung wurden die Frag-
mente in einem Verhaltnis Insert zu Vektor von 5:1 o/n bei 4°C mittels T4 DNA
Ligase (Roche) ligiert. Nach Transformation (wie oben) wurden positive Klone und
die Orientierung des Fragmentes durch Gen-spezifische PCR und analytische
Verdaus identifiziert. Der pET15b-Vektor verfugt Uber einen T7 lac Promotor und
eine N-terminale Poly-Histidin-Sequenz. Dass das interessierende Protein im richti-
gen Leseraster zur Poly-Histidin-Sequenz war, wurde durch Sequenzierung Uber-
pruft. AnschlieBend wurde der Expressionsvektor in Expressionbakterien E.coli
Stamm BL21(DE3)pLysS transformiert.

4.18.6 EXPRESSION UND AUFREINGUNG VON REKOMBINANTEM HUMANEM
PGM, GPI unpo CKM

Im folgenden wird LB-Medium mit 100 ug/ml Ampicillin und 34 pg/ml Chlorampheni-
col verwendet. Mit entsprechenden Klonen wurden 10 ml Medium inokuliert und o/n
bei 37°C geschuttelt. Am folgenden Tag wurden diese Kulturen abzentrifugiert,
gewaschen und 1 ml Medium resuspendiert. Diese Suspension wurde zu 500 mi
Medium gegeben. Diese Kultur wurde dann bis zu einer Bakeriendichte von ODgyo =
1 geschuttelt. Daraufhin wurden die Kulturen auf zwei Erlenmeyer-Kolben verteilt: zu
einem der beiden wurde IPTG bis zu einer Konzentration von 1 mM hinzugeflgt.
Anschlie®end wurden beide fur weitere 200 min bei 37°C und 200 rpm geschdittelt.
Danach wurden die Bakterien fir 10 min bei 10000 g und 4°C abzentrifugiert und das
Pellet o/n bei -20°C gelagert. Dieses Einfrieren flhrte zu einer Freisetzung eines
endogenem Lysozyms, das durch das pLysS-Plasmid kodiert wurde. Am nachsten
Morgen wurde das Pellet in 5 ml pro 1 g Pellet Extraktionslésung resuspendiert

(BugBuster, Novagen, mit 25 U/ml Nuklease) und fir 10 min. bei RT sanft geschut-
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telt. Wenn nicht anders vermerkt, erfolgten alle folgenden Schritte bei 4°C. Es folgte
eine 30 min Zentrifugation bei 16000 g. Der Uberstand wurde in ein frisches Gefal

uberfuhrt und bis zur chromatographischen Aufreingung bei 4°C gelagert.

Die Aufreinigung der rekombinanten Proteine erfolgte affinitatschromatographisch
basierend auf einer Interaktion der Poly-Histidin-Sequenz mit einer Nickel-beladenen
Agarose.

Zur Chromatographie wurden 5 ml Iminodiazetat-Agarose-Suspension (HisBind
Resin, Novagen) in eine Saule gegeben. Nach Setzen des Gelbetts (= 1 vol) wurde
mit 3 vol Wasser gewaschen. Anschlielfend wurde die Agarose mit Nickel beladen

durch Waschen mit 5 vol 1x His-Beladungspuffer mit Ni?* vorbereitet.

8x His-Beladungspuffer 8x His-Bindepuffer
400 mM NiSO4 40 mM Imidazol
4 M NaCl
160 mM Tris-HCl pH 7,9
8x His-Waschpuffer 4x His-Elutionspuffer
480 mM Imidazol 4 M Imidazol
4 M NaCl 2M NaCl
160 mM Tris-HCI pH 7,9 80 mM Tris-HCI pH 7,9

Nach Aquilibrierung mit 3 vol 1x His-Bindungspuffer wurde das Bakterienlysat auf die
Saule gegeben. Hieran schlossen sich Waschschritte mit 10 vol 1x His-Bindungs-
puffer und stringenter mit 6 vol 1x His-Waschpuffer an. Die Proteine wurden fraktio-
niert mit 1x His-Elutionspuffer von der Saule eluiert. Die Eluate wurden mittels
Westernblots, bei denen anti-Poly-Histidin (Qiagen) und anti-GPIl-positive Seren
(bekannt durch die Westernblots mit der kommerziellen GPI-Aufreingung) Uberpruft.
Die Proteinkonzentration wurde nach der Methode von Bradford bestimmt (mit bovi-

nem Serumalbumin, BSA, als Standard).
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4.19 ELISA

Zur genauen Quantifizierung der Konzentrationen von anti-PGM-1gG, anti-GPI-IgG
und anti-CKM-IgG in den Seren und SF wurde ein ELISA eingesetzt. Als unab-
hangiges Kontrollantigen wurde BSA verwendet. Folgende Reaktionsbedingungen
erwiesen sich als optimal: ELISA-Platten (Nunc) wurden o/n mit 5 pg/ml rekPGM
sowie mit 20 pg/ml rekGPI, rekCKM, BSA und der kommerziellen GPI-Aufreingung
(jeweils in PBS) beschichtet. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden freie
Bindungsstellen durch Inkubation mit einem Blockierreagenz auf Gelatinebasis
(Roche) fur 1 h bei 37°C belegt. Anschliel3end wurden die Platten zweimal mit PBST
gewaschen. Die Serum- und SF-Proben wurden in einer Verdiunnung von 1:400 in
Blockierreagenz o/n bei 4°C auf die Platten gegeben. Die Platten wurden dann drei-
mal mit PBST gewaschen, bevor zur Detektion von gebundenem Immunglobulin G
Meerrettich-Peroxidase konjugiertes F(ab'), Fragment von affinitatsaufgereinigtem
anti-humanem-IgG (aus Ziege, Rockland Immunochemicals) in einer Verdinnung
von 1:50.000 in Blockierreagenz hinzugefugt wurde. Vor Zugabe der Substratldsung
(TMB, Pierce) wurde dreimal mit PBST gewaschen. Die Farbentwicklung wurde nach
20 min Inkubation bei RT durch Zugabe eines gleichen Volumens 2 M HySO4
gestoppt. Die Differenz der Extinktionen bei 450 nm und 630 nm wurde mittels eines
Platten-Photometers gemessen. Ein Leerwert (kein Antigen, nur Blockierreagenz)
wurde flr jede Patientenprobe (d.h. unspezifische Bindung des Serums bzw. SF an
das Blockierreagenz) bestimmt und von den spezifischen Extinktionen subtrahiert.
Alle Messungen wurden mindestens zweifach durchgefiuhrt. Die Standardisierung der
unterschiedlichen Messungen erfolgte durch Einschluss eines Serums in alle Expe-

rimente, das malig positiv auf alle drei Antigene reagierte.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Messung der GPI Aktivitat

5.1.1 GPI-AKTIVITAT IN SERUM UND SF

Die Enzymaktivitat der GPI wurde als Surrogatparameter fur die Konzentration des
nativen Antigens in 299 Seren (von 95 JIA Patienten, 6 Arthralgie Patienten, 34 RA
Patienten und 10 gesunden Individuen) und 35 SF (von 20 JIA Patienten und 2 RA

Patienten) bestimmt. In Abb. 8 und Tab. A1 sind die Ergebnisse fur die Serumproben
zusammengefal3t.
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Abbildung 8: GPI-Aktivitdt im Serum von Patienten mit verschiedenen Diagnosen

Der Normbereich fur die GPI-Aktivitat im Serum liegt bei 15-75 U/l (Messung bei
25°C) (Bodansky und Schwartz, 1966). Nur der Mittelwert bei systemischer JIA
(107,9 U/l) lag statistisch signifikant Gber diesem Normbereich (p = 0,0138).

Diese Patientengruppe war auch die einzige, die gegenuber der von uns
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verwendeten gesunden Kontrollgruppe signifikant hohere Enzymaktivitaten
aufwies (p < 0,01, Tab. A2 und A3).

Ein Vergleich aller Mittelwerte miteinander (Tukey-Kramer-Test, Tab. A4) zeigte,
dass die systemische JIA auch innerhalb der JIA hinsichtlich der Serum-GPI-Aktivi-
taten eine Sonderstellung einnahm: Sie zeigte signifikant hohere Mittelwerte als die
anderen JIA-Untergruppen (Ausnahme: Psoriasis-JIA, nicht kategorisierbare JIA und

polyartikulare, RF positive JIA).

Wenn auch nicht signifikant, so war aber doch auffallend, dass der zweithdchste
Mittelwert bei der polyartikularen, RF positiven Verlaufsform (82,94 U/l) und dass die
niedrigsten Mittelwerte bei gesunden Kontrollen (43,63 U/l) und bei Patienten, die an
nicht entzindlichen Gelenkbeschwerden litten (48,56 U/l), gefunden wurden. Dies
legte die Vermutung nahe, dass die GPI-Aktivitat im Serum — und damit das native
Antigen — mit zunehmender entzindlicher Aktivitat der zu Grunde liegenden Krank-

heit ansteigt, wenn auch nur sehr schwach ausgepragt.

Bei JIA-Patienten wurde im Vergleich zu gesunden Kontrollen, Arthralgie und RA
auch eine deutliche Zunahme der Variationsbreite und eine rechtsgipflige Verteilung
(d.h. der Mittelwert ist grof3er als der Median) beobachtet. Dies fuhrt zu der Feststel-
lung, dass eine deutliche Aktivitdtszunahme durchaus bei einzelnen Patienten

gemessen werden konnte, allerdings nicht in ganzen Diagnosegruppen.

Inwieweit ein laborchemischer Wert als Diagnostikum geeignet ist, lasst sich anhand
von Receiver-Operator-Kurven (ROC) darstellen. Hierbei wird die Sensitivitat eines
Tests gegen 100% - Spezifitat fur unterschiedliche Grenzwerte aufgetragen. Ein
perfekter Test wurde eine Flache unter der Kurve (AUC) von 1 ergeben. In Abb. 9
sind die ROC Kurven fur die Serum-GPI-Aktivitat fur alle JIA-Patienten im Vergleich
zu gesunden Kontrollen (Abb. 9a) und flr Patienten mit systemischer JIA im
Vergleich zu allen anderen JIA-Patienten (Abb. 9b) dargestellt. Die AUC betragt 0,70
bzw. 0,71 . Dies sowie die Form der Kurve verdeutlicht, dass fur die Serum-GPI-

Aktivitat kein Grenzwert mit hoher Sensitivitat und Spezifitdt zur Diagnose einer JIA
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bzw. Differenzierung der systemischen JIA von anderen JIA-Formen festgelegt
werden kann.

100+ 3) 100+ b)

75

50+

Sensitivitat [%)]
Sensitivitat [%]

L L} c L U U L}
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100

100 - Spezifitat [%] 100 - Spezifitat [%]

Abbildung 9: ROC-Kurven fur die Serum-GPI-Aktivitat bei a) JIA Patienten im Vergleich zu gesunden

Kontrollen und b) Patienten mit systemischer JIA im Vergleich zu allen anderen JIA-Patienten. Die
AUC betragt bei a) 0,70 und bei b) 0,71.

Die Bestimmung der GPI-Aktivitat in SF von JIA- (n = 20) und RA- (n = 2) Patienten
lieferte zum Teil extrem erhdhte Werte (bis zu 2780 U/I), wobei mehr als 50 % der
SF-Messwerte zwei Standardabweichungen Uuber dem Mittelwert der Serum-
messwerte lag (Abb. 10 und Tab. A5).
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Abbildung 10: GPI-Aktivitat in Serum und SF.

Ein Zusammenhang zwischen der GPI-Aktivitat im Serum und in der SF schien nicht
zu bestehen (Tab. 9): So gab es Seren mit verhaltnismaRig hoher GPI-Aktivitat, bei

denen in der SF eine mittlere zu messen war und umgekehrt.
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Serum SF
Rang GPI [U/l] GPI [U/l] Rang

1 26,60 116,46 3
2 32,39 189,84 7
3 33,28 80,40 1
4 35,26 268,62 9
6 41,23 169,86 6
7 46,89

8 52,46 80,91 2
9 55,04

10 58,70 225,64 8

Tabelle 9: Korrelation der GPI-Aktivitdt im Serum und entsprechenden SF-Proben (n = 15). Serum-
probe und die gleichzeitig entnommene SF stehen in einer Zeile nebeneinander. Sowohl flr die
Serum- als auch fiir die SF-Werte sind die Range in Graustufen kodiert: Die flinf niedrigsten Werte
sind hellgrau hinterlegt, die mittleren fiinf mittelgrau und die héchsten fiinf dunkelgrau.
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Abbildung 11: Korrelation der GPI-Aktivitat mit den Entziindungsparametern BSG
und CRP. Die statistischen GréRen sind in Tabelle 10 wiedergegeben.
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CRP BSG
n =252 n =253
Blut rs =0,4821 | rs =0,3877
p < 0,0001 p < 0,0001
n=22 n=18
SF rs = 0,7064 | rs = 0,4956

p=0,0002 | p=0,0365

Tabelle 10: Korrelation der GPI-Aktivitat mit den Entziindungsparametern BSG und CRP

Der Zusammenhang zwischen GPI-Aktivitat und Krankheitsaktivitdt wurde durch die
Korrelation mit dem C-reaktiven Protein (CRP) und der Blutkdrperchensenkungs-
geschwindikgeit (BSG) uberpruft (Abb. 11 und Tab. 10). Fur beide Parameter war die
Korrelation im Serum nur schwach ausgepragt, wohingegen in der SF eine starkere

Tendenz zu erkennen war. Dies galt insbesondere fiir sehr hohe BSG-Werte.

5.1.2 ETABLIERUNG EINER MESSMETHODE FUR DIE GPI-AKTIVITAT

Da das kommerzielle Reagenziensystem zur Bestimmung der GPI-Aktivitat inzwi-
schen nicht mehr zur Verfligung steht, wurden ein Protokoll adaptiert (Beutler, 1984)
und etabliert, mit dem es auch weiterhin moglich ist, diesen Parameter zu bestim-

men. Gezeigt sind die Messergebnisse fur ein Serum (Abb. 12).
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Abbildung 12: Etablierung von Meflbedingungen fiir die GPI-Aktivitat (dargestelltes Serum TE26,
040202). Schwarzer Balken: Bestimmung mit dem kommerziellen Reagenziensystem.

Ohne Zugabe des Serums war keine GPI-Aktivitat nachweisbar. Somit enthielt die
Reaktionslosung keine Verunreinigung durch GPI oder Glukose-6-phosphat. Eine

Verdopplung bzw. Halbierung des Probenvolumens fuhrte zu den erwarteten Veran-
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derungen der GPI-Aktivitat. Der Messwert fur das Probenvolumen von 30 pl
entsprach dem, der fur das gleiche Volumen mit dem kommerziellen Reagenzien-
system gewonnen wurde. Eine Erhdhung der Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase-,
Fruktose-6-phosphat- oder NADP*-Konzentration hatte keinen Einfluss auf den
Messwert, d.h. die Zunahme der Extinktion war ausschlie3lich von der GPI-Aktivitat

des zugegebenen Serums abhangig.

5.1.3 VERGLEICH DER GPI-AKTIVITAT MIT DER LDH-AKTIVITAT UND DER
HAMOGLOBIN-KONZENTRATION

Das bei Weitem grofdte Reservoir an GPI-Aktivitat im Blut stellen Erythrozyten dar.
Um auszuschliel3en, dass erhdhte GPI-Aktivitaten auf eine Hamolyse zurtickzuflhren
waren, die wahrend der Probenaufarbeitung oder auch schon vor der Blutentnahme
stattgefunden haben konnte, wurde die Serum-Hamoglobin-Konzentration bestimmt

(Abb. 13). Um den Einfluss von Zelllyse oder Nekrose anderer Zellen fur erhohte
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SF 15 122,08 2780 377 7065]|-1,15 3,34 0,06 1,00 nb nb

Abbildung 13: Korrelation von GPI-Aktivitat und freiem Serumhamoglobin. SF enthalt
Hb nur in vernachlassigbaren Konzentrationen, daher wurde auf die Durchflhrung einer
Korrelationsanalyse verzichtet.
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GPI-Aktivitaten abschatzen zu kénnen, wurde die Aktivitat eines anderen zytosoli-
schen Enzyms, der Laktat-Dehydrogenase-Aktivitat, gemessen. In der SF liel3en sich
nur geringste Mengen Hamoglobin nachweisen, die die zum Teil extrem hohen GPI-

Aktivitaten nicht erklaren konnten.

Im Serum konnten im Mittel 5,96 mg/dl Hamoglobin gemessen werden. Erythrozyten
enthalten durchschnittlich 60,8 U GPI pro 1 g Hamoglobin (Beutler, 1984); mit dieser
Angabe lalt sich abschatzen, wieviel Serum-Hamoglobin beispielsweise fur eine
GPI-Aktivitat von 200 U/l zu erwarten ware, wenn diese auf Hamolyse zurlick-
zufihren ware:

200 Ugp, o 9o 1 x1000 mgyy, — 309 M9Hb
[ 60.8 Ugp, 10dl x gy dl

Ein solch hoher Wert wurde in keiner Probe gefunden. Weiterhin spricht auch ein
Korrelationskoeffizient von rg = 0,2388 gegen Hamolyse als Ursache fur erhohte GPI-
Aktivitaten.

Ebensowenig konnte eine Korrelation zwischen der LDH- und der GPI-Aktivitat im
Serum nachgewiesen werden. In der SF hingegen war diese sehr ausgepragt (r =
0,9265 bei p < 0,0001). Somit ist die Aktivitatserhohung zytosolischer Enzyme nicht
auf die GPI beschrankt, vielmehr kann dies als Hinweis auf einen massiven, auf die

Gelenkskavitat begrenzten Zelluntergang gedeutet werden (Abb. 14).
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Abbildung 14: Korrelation von GPI- und LDH-Aktivitat. Abkirzungen: Minimum (Min), Maximum
(Max), Mittelwert (Mittel), Standardabweichung (sdv), Korrelationskoeffizient nach Pearson(rp)
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5.2 Detektion von Antikérpern gegen GPIl und andere Autoantigene

5.2.1 MASSENSPEKTROMETRISCHE ANALYSE EINER GPI-AUFREINIGUNG

Ein gelelektrophoretische Analyse der
kommerziellen GPI-Aufreinigung aus

Kaninchenmuskel, die urspringlich als

97 kD
Detektionsantigen fur anti-GPI-IgG in
ELISA vorgesehen war, zeigte ein erheb- 66 kD ' -
liches Ausmal} an kontaminierenden T 2

Proteinen (Abb. 15). In Immunoblots von 2 “ 3
46 kD :

Auftrennungen dieser Aufreinigung, die

mit humanen Seren und anschliel3end ——y 4
mit Peroxidase-konjugiertem anti-human- _ 5
IgG inkubiert wurden, zeigte sich, dass - E— -
auch diese Verunreinigungen IgG binden  Abbildung = 15: 10% SDS-PAGE  der

kommerziellen GPI-Aufreinigung aus

(Abb_ 17)_ Somit wurde Abstand von der Kaninchenmuskel. Links: Molekulargewicht-
) o . standard. Rechts:  Banden-nummerierung
Idee genommen, diese Aufreinigung im (siehe Massenspektren).

ELISA einzusetzen.

Die verunreinigenden Proteine wurden mittels MALDI-TOF-MS identifiziert. Die Mas-
senspektren sind in Abb. 16 dargestellt. In Tab. 11 sind die Ergebnisse zusammen-
fassend dargestellt. Alle Proteine stammten erwartungsgemaf aus Oryctolagus cuni-
culus (Kaninchen). Es zeigte sich, dass die dominierende Bande tatsachlich GPI ent-
halt. Warum gerade Transferrin, Phosphoglukomutase, Kreatinkinase M, Fruktose-
1,6-Bisphosphatase und Glyzerol-3-phosphat-Dehydrogenase in dieser Aufreinigung
gefunden wurden, bleibt unklar, da die Aufreinigungsprozedur unbekannt ist. Bande
2 und 3 bzw. Bande 5 und 6 liefen im SDS-PAGE umgekehrt zu ihrer anhand der
relativen Masse erwarteten Position. Dies kann beim GPI sicherlich auf die sehr
grolle Menge an Protein zuruckgefuhrt werden, was haufig zu anomalem Laufver-
halten fuhrt. Ebenso sind posttranslationale Modifikation in Erwagung zu ziehen, da
die in Tab. 11 verwendeten relativen Massen anhand der Sequenzen berechnet

wurden.
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Bande Protein theoretische M, [Da] Score
1 Transferrrin 76.670 87
2 Phosphoglukomutase 61.427 157
3 Glukose-6-phosphat-lsomerase 62.615 78
4 Kreatinkinase M 43.112 70
5 Fruktose-1,6-Bisphosphatase 36.793 84
6 Glyzerol-3-phosphat-Dehydrogenase 37.478 89

Tabelle 11: Durch MALDI-TOF-MS identifizierte Proteine in der kommerziellen GPI-Aufreinigung aus
Kaninchenmuskel. Score ist definiert als -10 x logop, mit p als der absoluten Wahrscheinlichkeit dafir,
dass der Treffer bei der Datenbanksuche zufallig ist.
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Abbildung 16: Massenspektren der Banden 1 bis 6.
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Bande 6
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Abbildung 16, Fortsetzung: Massenspektren der Banden 1 bis 6.

5.2.2 UNTERSUCHUNG VON IGG-ANTIKORPERN IN SEREN UND SF MITTELS
IMMUNOBLOT

Die kommerzielle GPI-Aufreinigung wurde in Immunoblots zur Detektion von IgG-
Antikdrpern, die an Proteine dieser Aufreinigung binden, eingesetzt. Getestet wurden
252 Seren (von 87 JIA Patienten, 6 Arthralgie Patienten, 32 RA Patienten und 9
gesunden Individuen) und 29 SF (von 19 JIA Patienten und 2 RA Patienten). Dabei
zeigte sich, dass nicht nur GPI sondern auch die verunreinigenden Proteine (Abb.
17) von IgG-Antikdrpern gebunden wurden. Dies war insbesondere fur die

Phosphoglukomutase und die Kreatinkinase der Fall.

e = - @ 66 kD
CKM . 45 kD
@8 31 kD
K
W 20kD

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abbildung 17: Immunoblot zur Detektion von IgG-Antikbrpern gegen Proteine der kommerziellen
GPI-Aufreinigung. Bei den Spuren 1-8 diente Serum von JIA-Patienten als Sonde. Neben GPI bindet
IgG auch an andere Proteine. Spur 9 enthalt einen HRP-markierten Molekulargewichtsstandard. Die
K-Leichtkette wurde als interner Standard in jeden Immunoblot eingeschlossen.
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Wurde nur eine einzelne Bande detektiert, handelte es sich in der Regel um anti-
GPI-IgG. Haufig wurden aber auch mehrere Banden sichtbar. Die Chemilumineszenz
dieser Banden wurde densitometrisch bestimmt und ins Verhaltnis gesetzt zu derje-
nigen, die durch Bindung des Detektionsantikorpers (Peroxidase-konjugiertes anti-
IgG) an den internen Standard, die k-Leichtkette, entstand. Durch dieses Vorgehen
war es madglich, die Konzentration von Antikorpern verschiedener Spezifitat semi-
quantitativ zu bestimmen. Dabei war es jedoch aufgrund der schlechten Auflosung
nicht moglich IgG-Antikorper, die an Fruktose-1,6-Bisphosphatase und an Glyzerol-3-
phosphat-Dehydrogenase zu unterscheiden. Dies war aber von untergeordneter
Bedeutung, da nur in 5 der 252 Seren und 7 der 29 SF eine Bindung an diese
Proteine nachweisbar war. Ahnlich selten war eine Bindung an Transferrin zu mes-
sen (31 Seren, keine SF).

In Abb. 18 und Tab. A6 sind die Ergebnisse fir die Bindung an GPIl zusammenfas-
send dargestellt. In einigen Blots wurde rekombinantes HIV-1 gp120 Protein als
Kontrollantigen eingesetzt: In keinem Versuch wurde eine Bindung an dieses Protein
nachgewiesen.

Fir anti-GPI-Antikdrper im Serum zeigte die einfache Varianzanalyse, dass mindes-
tens zwei Mittelwerte sich signifikant unterschieden (p < 0,0001, Tab. A7).
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Abbildung 18: anti-GPI-IgG im Serum von Patienten mit verschiedenen Diagnosen. Messung durch
densitometrische Analyse von Immunoblots.
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Der Vergleich der verschiedenen Patientengruppen mit der gesunden Kontrollgruppe
zeigte, dass in der Gruppe der psoriatischen Arthritis vermehrt anti-GPI-IgG gefun-
den wurde (p < 0,05, Tab. A8). Beim Vergleich aller Patientengruppen miteinander
(Tab. A9) fiel auf, dass sich bei der psoriatischen Arthritis eine hohere Konzentration
an anti-GPI-Antikérpern fand als bei RF positiven und der nicht kategorisierbaren
Verlaufsform (jeweils p < 0,05). Sowohl die psoriatische und die Enthesitis-assozi-
ierte Verlaufsform wiesen hohere anti-GPI-IgG-Konzentrationen auf als die persistie-
rende oligoartikulare JIA (p < 0,05) und die RA (p < 0,01). Insbesondere war bemer-
kenswert, dass in der Gruppe der RA keine signifikant hdhere Konzentration an anti-
GPI-lgG gefunden wurde als in der gesunden Kontrollgruppe oder auch anderen
Patientengruppen. Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der ursprungli-
chen Publikation Uber anti-GPI-IgG bei RA (Schaller et al., 2001). Vielmehr gab es
sogar Patientengruppen wie die psoriatische und die Enthesitis-assoziierte JIA, die
sich durch héhere anti-GPI-IgG-Konzentration auszeichneten als die RA-Seren. Der
hochste Median wurde fur die systemische JIA beobachtet. Einzelne Seren mit
hohen anti-GPIl-Konzentrationen fanden sich in allen JIA-Patientengruppen, aber
nicht bei den gesunden Kontrollen, den Arthralgie Patienten und insbesondere bei
den RA Patienten.

Es konnte weder eine Anreicherung noch eine Depletion von anti-GPI-1gG in der SF
(29 Proben) im Vergleich zum Serum (252 Proben) beobachtet werden (p = 0,3958,
Abb. 19 und Tab. A10). In Tab. 12 sind die Konzentrationen von anti-GPI-IgG im
Serum den entsprechenden, gleichzeitig entnommenen in SF gegenubergestellt:
Hohe Konzentrationen von anti-GPI-IgG im Serum gingen nicht notwendigerweise

mit einer Erhéhung in der SF einher und umgekehrt.

Abb. 20, 21 und Tab. A11, A12, A14, A15 fassen die Ergebnisse fur die anti-CKM-
IgG und anti-PGM-IgG-Konzentrationen im Serum zusammen. Fur die anti-PGM-1gG
waren im Gegensatz zu allen anderen nur 251 Serumproben auswertbar. Fir beide
Antikérper konnte mittels einfacher Varianzanalyse kein Unterschied zwischen den
einzelnen Patientengruppen gefunden werden (anti-CKM-IgG: p = 0,5606; anti-PGM-
IgG: p = 0,3205).
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25

20 4
©
g
S 154
s
“
2,, 10 -
5 :
5 s- R Abbildung 19: anti-GPI-
| R IgG-Konzentration (densi-
L . tometrisch) in Serum und
o loadfer E] A & SF )
Serum SF ’
Serum SF
anti-GPI-lgG anti-GPI-lgG
Rang ., | cichtkette | *« Leichtkette <2"9
1,5 0,00 0,00 2
1,5 0,00 0,00 2

3 0,63
Tabelle 12: Korrelation der anti-GPI-IgG-

Konzentration im Serum und entsprechenden
SF-Proben (n = 8). Serumprobe und gleichzeitig
entnommene SF stehen in einer Zeile
nebeneinander. Sowohl fir die Serum- als auch
fur die SF-Werte sind die Rénge in Graustufen
kodiert: Die drei niedrigsten sind hellgrau
hinterlegt, die mittleren zwei mittelgrau und die
drei hdchsten dunkelgrau.

4 1,05

1,14

Einzelne Proben mit zum Teil deutlich erhdhten Konzentrationen an anti-PGM-IgG
wurden in allen Gruppen gefunden auf3er bei Arthralgie und erweiterter oligoartikula-
rer JIA. Die hochsten Werte wurden bei der RA und der persistierenden
oligoartikularen JIA beobachtet. Bei den anti-CKM-IgG verhielt es sich ahnlich, aller-
dings wurden in fast allen Gruppen bei weniger als 50% Uberhaupt eine lumineszie-
rende Bande beobachtet. Flur beide Antikdrperspezifitaten gilt, dass sich die Mittel-
werte der Konzentrationen im Serum nicht signifikant von denen in SF unterschieden
(anti-CKM-IgG: p = 0,3958; anti-PGM-IgG: p = 0,1364; Abb. 22, 23 und Tab. A13,
16). Auch fur anti-PGM-IgG wurde keine Korrelation der Serumwerte mit Werten
entsprechender, gleichzeitig gewonnener SF gefunden (Tab. 13). Eine entspre-
chende Aussage fur die anti-CKM-IgG konnte nicht gemacht werden, da es

insgesamt nur zwei Paare gab, bei denen eine Bande beobachtet wurde.
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Weder im Serum noch in der SF bestand eine signifikante Korrelation zwischen den
Antikorperkonzentrationen aller drei Spezifitaten mit der Entzindungsaktivitat (CRP
oder BSG) oder der GPI Aktivitat (Abb. 24-26).
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Abbildung 20: anti-PGM-IgG (densitometrisch) im Serum von Patienten mit verschiedenen
Diagnosen.
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Abbildung 21: anti-CKM-IgG (densitometrisch) im Serum von Patienten mit verschiedenen
Diagnosen.
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Abbildung 24: Korrelation der anti-PGM-IgG-
Konzentrationen mit der GPI-Aktivitdt und den
Entzindungsparametern BSG und CRP. Es
findet sich weder im Serum noch in SF eine
signifikante Korrelation.



anti-GPI-IgG [* k Leichtkette] anti-GPI-IgG [* k Leichtkette]

anti-GPI-IgG [* k Leichtkette]

ERGEBNISSE

Serum
. . _-' -, . -
| | IJ__I u
T - T 1 171
00 25 50 75 100 125 15.0 175
CRP [mg/dl]
25+
20-

154

0 10 20 30 40 50 60 70
BSG [mm/h]
25+
204
154
104 [ -
5- " 1] [
J - .".“. - | | L - | |
L .
o-ﬂﬂ“ — r T
0 100 200 300
GPI Aktivitit [U/]
Serum SF
n=213 n=20
CRP rs =-0,0231 | rs =-0,0980
p=0,7371 |p=0,6811
n=215 n=17
BSG rs =0,0820 |rs=0,1970
p=0,2312 |p=0,4485
n =252 n=29
GPI Aktivitat | rs =0,0060 | rs =0,1081
p=0,9247 | p=0,5766

anti-GPI-IgG [* k Leichtkette] anti-GPI-IgG [* k Leichtkette]

anti-GPI-IgG [* k Leichtkette]

i

2.5

1.5
1.0

0.5

0.0

2.0

SF

[]
[]
+

[]
[ ]
T

Ll v LI Ll

3 4 5

CRP [mg/dI]

0 1

"

0 20 3

BSG [mm/h]

LI B

40 50 60

70

—
80 90

v M 1 M 1 M 1 M 1 M 1
500 1000 1500 2000 2500 3000

GPI Aktivitit [U/I]

Abbildung 25: Korrelation der anti-GPI-IgG-
Konzentrationen mit der GPI-Aktivitdt und den
Entziindungsparametern BSG und CRP. Es
findet sich weder im Serum noch in SF eine
signifikante Korrelation.
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5.2.3 KLONIERUNG HUMANER GPI, CKM unp PGM

Ausgehend von der Beobachtung, dass PGM, GPIl und CKM aus der kommerziellen
GPI-Aufreinigung im Westernblot am haufigsten als Ziel von Autoantikérpern nach-
gewiesen wurden, wurden die entsprechenden humanen Proteine rekombinant
hergestellt, um diese im ELISA zur quantitativen Bestimmung der Antikorper-
konzentrationen einzusetzen. Hierzu wurden die entsprechenden kodierenden
Sequenzen in einen Expressionsvektor kloniert, dem N-terminal eine Poly-Histidin-
Sequenz angefugt wurde. Somit konnten die Proteine affinitatschromatographisch
aufgereinigt werden. Abb. 27 zeigt exemplarisch einen mit Ponceau S sowie einen

mit anti-poly-Histidin angefarbten Blot einer Aufreinigung rekombinanter, humaner

- .
o e e e e e e
] © ] © © ] ]
3 = 3 3 3 3 3
L L L L L L L
- o ) < T} © N~

Lysat, nicht-induziert
Lysat, induziert

Standard: 46 kD, 66 kD, 97 kD
Durchlauf beim Laden des Lysats
Durchlauf beim Laden des Lysats
Durchlauf beim Laden des Lysats

1. Waschschritt: Bindepuffer
2. Waschschritt: Waschpuffer
Standard: 46 kD, 66 kD, 97 kD

L 4 * -

Abbildung 27: Aufreinigung rekombinanter, humaner GPI. Proben verschiedener Schritte der
Aufreinigungsprozedur. Oben Ponceau S-gefarbter Blot, unten Immunoblot mit anti-poly-Histidin
als Sonde.
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GPI. Erwartungsgemal} fehlte
die im Lysat der induzierten
Bakterien sehr prominente

Bande von erwarteter GroRRe

p— b bei dem der nicht-induzierten.
Wenig GPI fand sich im
Durchlauf sowie in der ersten
Waschlosung. Das eluierte
2 2 8 § 8 3 2 8 8 .
R T A I GPl war sehr rein. Im

Westernblot wurde dieses

Abbildung 28: Immunoblot mit rekombinanter, humaner Protein von anti-poly-Histidin
GPI als Antigen und Seren von JIA-Patienten als Sonde.
Die beiden Proben des Patienten T65 wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten entnommen. Dass diese
Banden scheinbar nicht auf gleicher Hohe liegen, ist
begriindet in der Vorgehensweise: Nach dem Transfer Die Verwendung von huma-
wurde der Blot in Streifen geschnitten, die fiir die Inkubation

mit den Seren unabhéngig voneinander behandelt wurden. nen Seren als Sonden in

Diese Streifen wurden dann zur Aufnahme wieder so gut es . .
ging aneinander gelegt. einem Westernblot lieferte

gebunden.

eine einzelne Bande (Abb.
28). Die Aufreingung von rekombinanten CKM und PGM lieferte ahnliche
Ergebnisse.

5.2.4 BESTIMMUNG VON IGG-ANTIKORPERN GEGEN GPI, PGM unp CKM Im
SERUM MITTELS ELISA
Rekombinate, humane CKM, GPI und PGM, sowie die kommerzielle, unreine GPI-

Aufreinigung und als unabhangiges Protein BSA und wurden in ELISA zur Detektion

von IgG-Autoantikdrpern eingesetzt.
Fur das indifferente Antigen BSA sind die Daten in Tab. A17 und Abb. 29

zusammengfaldt (278 Seren von 95 JIA-Patienten, 8 Arthralgie-Patienten, 33 RA-

Patienten und 11 gesunden Individuen sowie 38 SF von 27 JIA-Patienten). Auffallend
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éflbsi'lafiung 29: anti-BSA-IgG im Serum von Patienten mit verschiedenen Diagnosen. Messung durch
war, dass in der RA-Gruppe die niedrigste anti-BSA-IgG-Konzentration gemessen
wurde. Die einfache Varianzanalyse zeigte, dass mindestens zwei Mittelwerte sich
signifikant unterschieden (p = 0,0004, Tab. A18). Beim Vergleich der Patienten-
gruppen mit den gesunden Individuen wurde kein signifikanter Unterschied
beobachtet (Tab. A19), wohl aber beim Vergleich aller Gruppen miteinander: Die RA-
Gruppe wies einen signifikant niedrigeren Mittelwert auf als die oligoartikulare,
systemische und enthesitische JIA (Tab. A20).

Die Daten fur die anti-GPIl-lgG-Konzentrationen sind in Tab. A21 und Abb. 30
dargestellt (287 Seren von 96 JIA-Patienten, 8 Arthralgie-Patienten, 34 RA-Patienten
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Abbildung 30: anti-GPI-IgG (ELISA) im Serum von Patienten mit verschiedenen Diagnosen.
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und 11 gesunden Individuen sowie 39 SF von 28 JIA-Patienten). Hier stach hervor
(Tab. A22 und A24), dass bei der RF positiven JIA, die ja als juveniles Pendant zur
RA gesehen wird, deutlich niedrigere anti-GPIl-IgG-Konzentrationen gemessen
werden konnten. Ebenfalls war der Mittelwert bei der nicht-kategorisierbaren JIA
niedriger als bei der RA. Insgesamt bleibt aber festzuhalten, dass keine grof3en
Unterschiede in den Gruppen nachzuweisen waren, insbesondere wurde in keiner
Patientengruppe ein hoherer Mittelwert als bei der gesunden Kontrollgruppe gefun-
den (Tab. A23).

Ahnlich war das Ergebnis fir die anti-PGM-IgG-Konzentrationen (Tab. A25 und Abb.
31; 286 Seren von 96 JIA-Patienten, 8 Arthralgie-Patienten, 34 RA-Patienten und 11
gesunden Individuen sowie 39 SF von 28 JIA-Patienten). Auch hier wurde fur die RF
positive polyartikulare JIA der niedrigste Mittelwert gefunden. Wiederum wurde kein
Unterschied der Patientengruppen von der gesunden Kontrollgruppe gefunden (Tab.
A27). Lediglich der Mittelwert fur die persistierende oligoartikulare JIA war geringgra-
dig hoher als der bei der systemischen oder der nicht-kategorisierbaren JIA (Tab.
A26 und A28).

-
(=]
1

-
N
1

anti-PGM-IgG [OD, <01
o o
> ©
1 1
t
[ S m—
—
IR '\ -~
S RO
—{Tet+——
P RN
—i—
NS 0T RS
o .ga‘
—elk
e
e
—| 1
— e}
ARSI TR
—T
R
— 13—

0,0

gesund
Arthralgie
RA

oligo, pers.
oligo, ext.
poly, RF neg
poly, RF pos.
systemisch
psoriatisch
enthesitisch
keine Kat

L |
A

[

Abbildung 31: anti-PGM-IgG (ELISA) im Serum von Patienten mit verschiedenen Diagnosen.

Die niedrigsten Konzentration an anti-CKM-IgG wurden wiederum bei der RF
positiven polyartikularen JIA gefunden (Tab. A29 und Abb. 32; insgesamt 286 Seren
von 96 JIA-Patienten, 8 Arthralgie-Patienten, 34 RA-Patienten und 11 gesunden
Individuen sowie 39 SF von 28 JIA-Patienten). Fur diese Antikorper wurde eine
signifikant niedrigere Konzentration bei der systemischen Verlaufsform im Vergleich

zu der gesunden Kontrollgruppe gefunden (Tab. A30 und A31). Bei dem Vergleich
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aller Mittelwerte hob sich die RA von der systemischen und von der nicht-
kategorisierbaren JIA ab (Tab. A32). Fur die RA wurde der héchste Mittelwert gefun-
den, der jedoch nahezu identisch mit dem der gesunden Kontrollgruppe war.
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Abbildung 32: anti-CKM-IgG (ELISA) im Serum von Patienten mit verschiedenen Diagnosen.

Bei der Verwendung der unreinen, kommerziellen GPI-Aufreinigung aus Kaninchen-
muskel (Tab. A33 und Abb 33; insgesamt 275 Seren von 93 JIA-Patienten, 8 Arthral-
gie-Patienten, 30 RA-Patienten und 11 gesunden Individuen sowie 38 SF von 27 JIA-
Patienten) wurde der hdchste Mittelwert flr die RA bestimmt. Insbesondere fanden
sich in dieser Gruppe einige Individuen mit deutlich erhohten Konzentration an Anti-
korpern gegen diese GPI-Aufreinigung. Dabei war der Unterschied zur systemischen

(p <0,01) und zur nicht-kategorisierbaren (p < 0,001) JIA signifikant (Tab. A34-A36).
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Abbildung 33: IgG, das an die kommerzielle GPI-Aufreinigung bindet (ELISA), im Serum von
Patienten mit verschiedenen Diagnosen.
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5.2.5 BESTIMMUNG VON IGG-ANTIKORPERN GEGEN GPI, PGM unp CKM IN
SYNOVIALFLUSSIGKEIT MITTELS ELISA

Die anti-BSA-IgG-Konzentration in der SF unterschied sich nicht signifikant von der
im Serum (p = 0,2446, Abb. 34, Tab. A37). Signifikant niedriger war die
Konzentration von anti-GPI-IgG (Abb. 35, Tab. A38), anti-PGM-IgG (Abb. 36, Tab.
A39) und anti-CKM-IgG (Abb. 37, Tab . A40) sowie von Antikérpern gegen die
unreine kommerzielle GPI-Aufreinigung (Abb. 38, Tab. A41) in der SF als im Serum.

Wiesen Patienten eine hohe Konzentration an anti-BSA-IgG im Serum auf, so war
sie in der Regel auch in der SF erhoht (Tab. 14). Das gleiche galt fur die anti-GPI-
IgG- (Tab. 15), anti-CKM-IgG (Tab. 17) und schwacher fur die anti-PGM-IgG- (Tab.

16) Konzentration.

5.2.6 VERGLEICH DER ANTIKORPERKONZENTRATIONEN MIT DER GPI- UND DER

ENTZUNDUNGSAKTIVITAT

Erwartungsgemal® war keine Korrelation der GPI-Aktivitat mit den Konzentrationen
der Antikdrper mit Spezifitat fir PGM, CKM und BSA nachzuweisen, weder im Serum
noch in der SF. Mit der anti-GPI-IgG, sowohl gegen das rekombinante GPI als auch
gegen die kommerzielle Aufreingung, war eine signifikante, aber schwache Kor-
relation in der SF zu erkennen (rs = 0,3884 bzw. rs = 0,4008, Abb. 39). Im Serum

hingegen verhielten sich diese Werte eher gegenlaufig.

Ein Vergleich der Entzindungsaktivitat, gemessen durch die beiden Parameter CRP
und BSG, fiel unterschiedlich aus. Wahrend fur das CRP keine Zusammenhang mit
den Antikdrperkonzentrationen erkennbar war (Abb. 40), zeigte die BSG in SF eine
statistisch signifikante positive Korrelation mit der anti-GPI-IgG-Konzentration,
wiederum gegen beide verwendeten GPI-Antigene (rs = 0,8167 bzw. rs = 0,7584,
Abb. 41), aber auch mit der anti-PGM-IgG-Konzentration (rs = 0,7334).
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Abbildung 34:
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in Serum und SF.

Abbildung 35:
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Abbildung 36:
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Tabelle 14: Korrelation der anti-BSA-IgG-
Konzentration im Serum und entsprechenden
SF-Proben (n = 8). Serumprobe und
gleichzeitig entnommene SF stehen in einer
Zeile nebeneinander. Sowohl fiir die Serum- als
auch fir die SF-Werte sind die Réange in
Graustufen kodiert: Die drei niedrigsten sind
hellgrau hinterlegt, die mittleren zwei mittelgrau
und die drei héchsten dunkelgrau.
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Tabellen 15-18: Zur Korrelation stehen Serumprobe und gleichzeitig entnommene SF in
einer Zeile nebeneinander. Sowohl fir die Serum- als auch fir die SF-Werte sind die
Range in Graustufen kodiert: Die drei niedrigsten sind hellgrau hinterlegt, die mittleren
drei mittelgrau und die vier hdchsten (in Tabelle 18 die drei hdchsten) dunkelgrau.

Serum SF
Rang ODuss0nm-630nm | ODasonm-630nm Rang
1 0,195 0,159 1
2 0,295 0,163 2
3 0,34 0,428 5
4 0,377 0,433 6
5 0,427 0,303 4
6 0,449 0,189 3

Tabelle 15: Korrelation der anti-GPI-IgG-
Konzentration im Serum und entsprechenden
SF-Proben (n = 10).

Serum SF
Rang  ODaisonm-630nm | OD4sonm-630nm Rang
1 0,145 0,133 1
2 0,331 0,307 5
3 0,334 0,146 2
5 0,366 0,270 4
6 0,384 0,326 (]

3

Tabelle 17: Korrelation der anti-CKM-IgG-
Konzentration im Serum und entsprechenden
SF-Proben (n = 10).

- I. 0,220

Serum SF
Rang ODuss0nm-630nm | ODasonm-630nm Rang
1 0,170 0,129 2
2 0,345 0,400 6
4 0,442 0,086 1
5 0,46 0,361 5
6 0,478 0,341

Tabelle 16: Korrelation der anti-PGM-IgG-
Konzentration im Serum und entsprechenden
SF-Proben (n = 10).

Serum SF
Rang  ODaisonm-630nm | OD4sonm-630nm Rang
1 0,078 0,212 6
2 0,09 0,059 1
3 0,115 0,178 5
4 0,131 0,066 2
6 0,178 0,130 4

3

Tabelle 18: Korrelation der Konzentration von
IgG, das an die kommerzielle GPI-Aufreinigung
bindet, im Serum und entsprechenden SF-
Proben (n = 10).
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Abbildung 41: Korrelation der ELISA-IgG-Konzentrationen mit der BSG.
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DISKUSSION

6 DISKUSSION

Zielsetzung dieser Arbeit war die Untersuchung der humoralen Immunantwort gegen
das systemische, zytosolische Antigen Glukose-6-phosphat-Isomerase bei Patienten,

die an einer Juvenilen ldiopathischen Arthritis leiden.

Die hier dargestellten Ergebnisse (tabellarische Ubersicht der Ergebnisse in den den
Tab. A42-A45) zeigen, dass GPI, aber auch andere Proteine wie CKM und PGM von
Autoantikorpern vom IgG-Typ erkannt werden. Dies gilt fur RA- und JIA-Patienten,
jedoch auch fur gesunde Individuen. Diese Beobachtungen stehen zwar im Wider-
spruch zu einer Studie, die eine hohe Spezifitat und Sensitivitat von anti-GPI-IgG fur
die RA gezeigt hat (Schaller et al., 2001), aber sie stimmen Uberein mit eine Reihe
von aktuelleren Untersuchungen an groReren Studienpopulationen (Herve et al.,
2003; Kassahn et al., 2002; Matsumoto et al., 2003; Schubert et al., 2002).

Die hier dargestellten Daten sind die erste detaillierte Analyse zur Bedeutung von
anti-GPI-IgG bei der JIA. Matsumoto und Kollegen hatten in ihre gro3e Studie Uber
anti-GPI-IgG bei humanen Arthritiden, insbesondere bei RA, 19 Seren von 4 JIA-
Patienten eingeschlossen (Matsumoto et al., 2003). Diese Proben zeigten eine leicht
erhdohte GPI-Reaktivitat. Aufgrund des Alters der Patienten (29 +/- 6 Jahre) und auf-
grund der langen Krankheitsdauer (17 Jahre im Mittel) kdnnen diese wenigen Proben
nicht als reprasentativ fur die JIA angesehen werden. In einer erst kurzlich publizier-
ten Studie unterschied sich eine Gruppe aus 82 JIA-Patienten hinsichtlich der GPI-
Reaktivitat nicht von der gesunden Kontrollgruppe (Schmitt et al., 2004). Jedoch
wurden in dieser Publikation keine Angaben zur genauen Diagnose und zur Epide-
miologie der untersuchten Patienten gemacht. Somit beinhalten die hier dargestellten
Daten die erste Untersuchung zur GPI-Reaktivitat unter Berlcksichtigung aller JIA-

Untergruppen.

Auch wenn bei der JIA und ihren Untergruppen flur Konzentrationen von anti-GPI-
IgG, anti-PGM-IgG oder anti-CKM-IgG teilweise statistisch signifikant unter-
schiedliche Mittelwerte gefunden wurden, bleibt festzuhalten, dass die beobachteten

Differenzen marginal waren. Dies erlaubt in keinem der Falle die Festlegung eines
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Grenzwertes, der sowohl eine gute Sensitivitat als auch Spezifitat erreicht. Daher

eignet sich die Bestimmung dieser Parameter nicht zu diagnostischen Zwecken.

Somit ist nahe liegend, dass anti-GPI-IgG, das im Mausmodell nachweislich arthrito-
gen ist, kein allgemeines, pathogenes Agens bei der JIA ist. Es kann aber nicht
ausgeschlossen werden, dass in Einzelfallen eine Immunantwort gegen GPI an der
Auslosung einer Arthritis beteiligt ist. Denn vereinzelt wurden sehr hohe anti-GPI-
IgG-Konzentrationen beobachtet. Zur Beurteilung der pathogenetischen Relevanz
dieser hohen anti-GPI-IgG-Titer miften diese Patienten weiterhin beobachtet
werden und deren Krankheitsverlauf mit den Antikérperkonzentrationen korreliert
werden. Eine weitere Nachweismaoglichkeit fur die Pathogenitat dieser Antikorper
ware ihr Transfer in ein humanisiertes Mausmodell (Naparstek und Plotz, 1993). Ein
negatives Ergebnis kdnnte aber auch auf unterschiedliche Effektormechanismen bei
Mensch und Maus zurickgefuhrt werden; daher wirde nur ein positiver Ausgang

Hinweise auf die Pathogenitat dieser Antikorper geben (Ji et al., 2002a).

Um sehr feine Unterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen herauszuar-
beiten, waren die untersuchten Gruppen zu klein. Ein Untergruppenanalyse erschien
dennoch sinnvoll, da — wie in der Einleitung dargestellt — es zahlreiche Hinweise dar-

auf gibt, dass JIA nicht als homogenes Krankheitsbild gesehen werden darf.

Bei den densitometrisch, semiquantitativ ausgewerteten Immunoblots zur Bestim-
mung des anti-GPI-IgG wiesen die psoriatische und die Enthesitis-assoziierte JIA
signifikant erhohte Mittelwerte im Vergleich zu anderen Diagnosen auf. Dies ist auf
einige Individuen zurlckzufuhren, die sehr hohe anti-GPI-lgG-Konzentrationen zeig-
ten. Der hochste Median war bei der systemischen JIA zu beobachten. Im ELISA mit
rekombinantem, humanem GPI konnte dies nicht bestatigt werden. Somit konnen
diese im Immunoblot erhdhten Antikdrperkonzentrationen als Epiphanomen einer
ausgepragten, chronischen Entziindung gedeutet werden, die bei weniger stringen-

ten Bedingungen nachgewiesen wurden.

Far Antikorper der beiden anderen Spezifitdten (CKM und PGM) konnte in den
Immunoblots kein signifikanter Unterschied fur die Konzentrationen nachgewiesen

werden. Dabei muss berucksichtigt werden, dass diese beiden Proteine die kommer-
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zielle GPI-Aufreinigung aus Kaninchenmuskel zwar verunreinigen, aber in deutlich
geringerer Konzentration als GPI in diesem Versuchsaufbau zur Quantifizierung der
Antikdrper zum Einsatz kamen. So sind auch die deutlich niedrigeren Messwerte zu
erklaren. Die Konzentration des Antigens bei der Bestimmung von Antikorpern ist fur
die Sensitivitdt aber von entscheidender Bedeutung. Dieser Versuchsaufbau war
also optimiert zur Detektion von anti-GPI-IgG; Unterschiede bei den beiden anderen

Antikorperspezifitaten konnen dem Nachweis entgangen sein.

Die ELISA waren fir jedes Antigen einzeln optimiert. Darauf kdnnen Unterschiede in
den Ergebnissen zwischen den ELISA und Immunoblots zuriickgefuhrt werden, aber
auch darauf, dass der Immunoblot weniger stringent war und darauf, dass unter-
schiedliche Antigene verwendet wurden. In den Immunoblots wurde natives, aus
Kaninchenmuskel aufgereinigtes Antigen verwendet, das entsprechend post-
translational modifiziert war. Im ELISA wurden rekombinante, humane Antigene ein-
gesetzt. Zwar besteht eine hohe Homologie zwischen den entsprechenden Proteinen
aus Mensch und Kaninchen (GPI zu 93% identisch, PGM und CKM jeweils zu 97%),
aber durch die rekombinante Expression in E.coli fehlen post-translationale Modifika-
tionen. Weiterhin lagen die Proteine im Immunoblot in denaturierter Form vor,

wahrend sie im ELISA noch ihre nativen Konfigurationen innehatten.

Im ELISA wurde der einzige signifikante Unterschied zwischen der gesunden
Kontrollgruppe und Patienten fir anti-CKM-IgG gefunden: Erstaunlicherweise war bei
der systemischen JIA die Konzentration niedriger als bei der gesunden Kontroll-
gruppe. Dies ist nochmals ein Hinweis darauf, dass erhohte Autoantikorper-
konzentrationen nicht notwendigerweise zu einer pathologischen Autoimmunreaktion

fihren.

Bei der RA wurde im ELISA signifikant mehr anti-GPI-IgG gefunden als bei RF
positiver, polyartikularer und nicht kategorisierbarer JIA (jeweils Faktor ca. 1,5). Bei
nicht kategorisierbarer JIA wurde im Vergleich zur RA weiterhin signifikant weniger
anti-CKM-IlgG und 1gG, das an die kommerzielle Aufreinigung bindet, gefunden
(Faktor ca. 1,5 bzw. 2). Fur diese beiden Antikorperspezifitaten wurden bei der
systemischen JIA ebenfalls niedrigere Werte gemessen als bei der RA (jeweils

Faktor ca. 1.5). Die bis hierher erwahnten erhdhten Antikorperkonzentrationen bei
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der RA waren nicht auf IgG einer unspezifischen Hypergammaglobulinamie zurick-
zufuhren, da fur das anti-BSA-IgG der niedrigste Mittelwert fur diese Patientengruppe
gemessen wurde. Somit war im ELISA ein Trend zu erhdhten anti-GPI-IgG und anti-
CKM-IgG bei der RA zu beobachten, doch war dieser nicht sehr ausgepragt und

auch wenig spezifisch.

Fir die anti-PGM-IgG wurden die hochsten Werte bei der persistierend oligoartikula-
ren JIA gefunden; diese Werte waren signifikant hoher (Faktor ca. 1,5) als bei der
systemischen Verlaufsform und der nicht-kategorisierbaren JIA. Die Messwerte fur
IgG, das an die verunreinigte, kommerzielle GPI-Aufreinigung bindet, decken sich mit
der Summe aus anti-GPI-, anti-PGM- und anti-CKM-IgG.

In den Immunoblots konnte weder eine Anreicherung noch eine Depletion der Auto-
antikorper in der SF nachgewiesen werden. Im ELISA waren die Konzentrationen der
IgG, die an die rekombinanten Proteine und die kommerzielle GPI-Aufreinigung
binden, signifikant niedriger in der SF. Eine Anreicherung von anti-GPI-IgG in der
Gelenkskavitat wie sie im Mausmodell gefunden wurde (Wipke et al., 2002), war

zumindest in Form von in der SF geldsten Antikdrpern nicht nachzuweisen.

Signifikante positive Korrelationen zwischen Autoantikdrperkonzentration und Krank-
heitsaktivitat wurden nur in der SF gefunden. Hier waren die BSG und anti-PGM-IgG,
anti-GPI-IgG und IgG, das die kommerzielle GPI-Aufreinigung bindet, positiv
korreliert. Dabei ist aber zu berucksichtigen, dass in der SF niedrigere Antikorper-
konzentration als im Serum gemessen wurden. Letzteres spricht gegen eine lokale
Autoantikdrperproduktion oder -anreicherung. Die BSG reprasentiert die
EntziGndungsaktivitat Uber einen langeren Zeitraum, als das CRP. Weiterhin hat das
CRP eine deutliche kurzere Halbwertszeit als IgG. Sind Antikdrperkonzentrationen
wahrend des Krankheitsverlaufes also erhoht (pathogenetisch oder als Epi-
phanomen), so wird eine Uberlappung mit einer erhéhten BSG eher nachzuweisen

sein als mit dem CRP.

Die Serum-GPI-Aktivitat als Mal} fur die Konzentration des nativen Antigens war bei
der systemischen JIA im Vergleich zu mehreren anderen JIA-Verlaufsformen, zur

Arthralgie, zu gesunden Kontrollpersonen und zur RA signifikant erhoht. Dabei waren

83



DISKUSSION

die Serum-GPI-Aktivitaten schwach positiv mit den Entzindungsparametern CRP
und BSG korreliert, aber nicht mit den SF-GPI-Aktivitaten. Letztere waren extrem
erhoht. In der SF waren die GPI-Aktivitaten stark positiv korreliert mit der LDH-
Aktivitat, nicht aber im Serum. Die LDH ist wie die GPI ein zytosolisches Enzym des
Intermediarstoffwechsels. Somit deutet diese positive Korrelation auf einen massiv
erhohten, auf die Gelenkskavitat begrenzten Zelluntergang hin. Im Serum war
weiterhin keine Korrelation mit der Serum-Hamoglobin-Konzentration festzustellen,
womit Erythrozyten als Quelle flr erhdhte GPI-Aktivitaten ausgeschlossen werden

konnten.

Immunhistochemische Untersuchungen zeigten eine veranderte bzw. gesteigerte
Expression von GPI in arthritischen Gelenken (Mensch: Schaller et al., 2001; Maus:
Matsumoto et al.,, 2002). Zusammen mit der hier beobachteten stark erhdhten
Konzentration des nativen Antigens in der Gelenkskavitat konnte dies auf lokale
Dysregulation der GPI-Expression oder Immunantwort gegen GPI hindeuten. Sollte
allerdings eine humorale Immunreaktion gegen das lokal stark erhohte GPI statt-
finden, ware zu erwarten, dass eine erhohte anti-GPI-IgG Konzentration in der
Gelenkskavitat nachzuweisen gewesen ware. Diese war jedoch im Vergleich zu den
Serumwerten erniedrigt. Des Weiteren war die Korrelation von GPI-Aktivitat und anti-
GPI-IgG-Konzentration sehr schwach. Somit liegt die Annahme nahe, dass es sich
bei der stark erhohten GPI-Aktivitat im Gelenk um ein Epiphanomen des lokalen
Entziindungsprozesses und Zellunterganges handelt. Neben dieser lokalen GPI-
bezogenen Dysregulation wurde aufgrund von Daten aus dem Mausmodell vorge-
schlagen, dass die initiale Immunantwort gegen GPI zwar systemisch stattfindet, die
Immunkomplexablagerung aber nur im Gelenk zur Aktivierung der Komplement-
kaskade flhrt (Matsumoto et al., 2002). Dies erscheint insofern moglich, da auf der
Knorpeloberflache zellgebundene Komplementinhibitoren fehlen (Fearon, 1978; Meri
und Pangburn, 1990). Immobilisierte Antigen-Antikorper-Komplexe auf der Knorpel-
oberflache kdnnten somit eine potentes Substrat zur Komplementaktivierung dar-
stellen. Allerdings sprechen unsere Daten gegen eine ausgepragte systemische
Immunreaktion gegen GPI, da die anti-GPIl-Konzentrationen bei gesunden Kontrollen

und Patienten ahnlich waren.
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Aus den hier untersuchten JIA-Patienten konnten keine Rulckschlisse auf die
Bedeutung der GPI-Reaktivitat fur die Krankheitsauslosung gezogen werden, da nur
sehr wenige Patienten unmittelbar zu Krankheitsbeginn in diese Studie aufgenom-
men wurden. Sollten anti-GPI-IgG von pathogenetischer Relevanz sein, ware aber zu
erwarten gewesen, dass das Ausmal’ der GPI-Reaktivitat mit der Krankheitsaktivitat
ausgepragt korrellieren wuirde. Dies war jedoch nicht der Fall. Matsumoto und
Kollegen haben 225 RA-Patienten zu Krankheitsbeginn auf anti-GPI-IgG untersucht

und konnten keine Erhéhung nachweisen (Matsumoto et al., 2003).

Die sich widersprechenden Ergebnisse aus friiheren Studien zur Spezifitdt und
Sensitivitat von anti-GPI-IgG bei der RA wurden teilweise auf unterschiedliche
Studienpopulationen zurlckgefuhrt . So wurden in die Studie, die eine deutliche,
spezifische GPI-Reaktivitat bei RA-Patienten nachwies, viele Patienten mit dem
aggressiven Felty-Syndrom eingeschlossen (Schaller et al., 2001). Inzwischen ist
eine weitere Studie erschienen, die zeigt, dass GPI-Reaktivitdt mit extraartikularen
Komplikationen der RA assoziiert ist (van Gaalen et al., 2004). In der von uns unter-
suchten JIA-Gruppe waren Patienten mit systemischer JIA, der sehr aggressiven und
komplikationsreichen Verlaufsform, eingeschlossen. Diese Patienten zeigten zum
Teil ausgepragte Krankheitsaktivitat, aber keine verstarkte humorale Immunantwort
gegen GPI, wenngleich native Antigen vermehrt im Serum nachgewiesen werden
konnte. Somit darf angenommen werden, dass kein Zusammenhang zwischen

Aggressivitat bzw. Komplikationstrachtigkeit und GPI-Reaktivitat bei der JIA vorliegt.

Es bleibt also festzuhalten, dass die Bestimmung von anti-GPI-IgG keine
diagnostische Bedeutung fir die JIA hat, und diese eine klinische Diagnose bleibt.
Ein JIA-spezifischer, serologischer Marker, der eine frihe Bestatigung der Diagnose

und damit gezielte therapeutische Intervention erlauben wuirde, fehlt also weiterhin.

Bei Autoantikdrpern, die bei Autoimmunerkrankungen gefunden werden, sollte
pathologische von pathogenetischer Relevanz strikt getrennt werden. Pathogene
Antikorper sind unmittelbar an dem Entstehen von Symptomen beteiligt, wahrend
pathologische Antikorper als Epiphdnomen der Erkrankung zu sehen sind. Die
pathogenetische Relevanz der anti-GPI-IgG im KxN/B-Mausmodell darf als eindeutig

erwiesen angesehen werden. Ein ahnlich eindeutig pathogener Antikérper wurde fur
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humane Arthritiden bisher nicht gefunden. Als spezifisch pathologisch dirfen die anti-
CCP-Antikorper bei der RA betrachtet werden.

Antikorper, die Autoantigene binden, kénnen das pathogene Agens bei Autoimmun-
erkrankungen darstellen. Dies ist beispielsweise gesichert fur die autoimmune,
hamolytische Anamie. Dabei fallen pathogene Autoantikbrper weder durch ab-
normale Vorlauferzellen noch durch die fur den B-Zellrezeptor verwendeten Gen-
sequenzen auf;, somit gehdren sie scheinbar zum "normalen" Immunglobulin-

Repertoire.

Autoantikorper sind allerdings nicht per se pathologisch oder pathogen; vielmehr
gehoren sie sogar zum physiologischen Repertoire des gesunden Immunsystems.
Solche natirlichen Autoantikdrper sind in der Regel vom IgM-Typ und von niedriger
Affinitat. Gelegentlich gehoéren sie aber auch zur IgG-Klase und zeigen eine mittlere
Affinitat (Avrameas und Ternynck, 1993). Antikorper gegen Kernantikorper (anti-
nuclear antibodies, ANA) (Tan et al., 1997) oder gegen Hitzeschockproteine (Kindas-
Mugge et al., 1993) kommen haufiig auch bei gesunden Individuen vor. Der
Rheumafaktor, der sogar zu den Diagnosekriterien der RA gilt, taucht mit zunehmen-
dem Alter ebenfalls haufiger in gesunden Individuen auf (Smolen, 1996). Auch die
hier dargestellten Daten zeigen, dass Autoantikorper nicht notwendigerweise patho-
logisch sind. Fir alle drei untersuchten Spezifitaten (GPI, CKM und PGM) fanden wir
bei einigen gesunden Kontrollpersonen Antikdrper der IgG-Klasse. Autoantikérpern
sollte also nur dann eine pathologische oder pathogene Relevanz zugeschrieben

werden, wenn ihr Auftreten mit Symptomen verbunden ist.

Bei humanen Arthritiden wie der RA und der JIA tauchen zahlreiche Autoantikorper
auf (fur die RA siehe Tab. 2). Bei der JIA weisen 75 - 85 % der oligoartikularen und
40 - 50 % der polyartikularen Verlaufsformen einen positiven ANA-Titer auf. Bei der
systemischen JIA werden ANA in der Regel nicht gefunden. Ein Zusammenhang
zwischen positivien ANA-Titern und dem Auftreten einer Uveitis ist beschrieben. RF
werden bei 5 - 10 % der JIA-Patienten gefunden, die fast ausnahmslos polyartikulare
Verlaufe aufweisen (Cassidy und Petty, 2001). Die fur die RA sehr spezifischen anti-
CCP-Antikdrper werden bei der JIA nahezu ausschlieRlich beim RF positiven, poly-

artikularen Verlauf gefunden (van Rossum et al., 2003). Dies ist neben der Uberlap-
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penden HLA-Assoziation ein weiterer Hinweis daflir, dass es sich bei dieser
Krankheit um die juvenile Manifestation einer RA handelt. Eine Immunantwort gegen
Kollagen-Il wurde immer wieder sowohl bei der RA als auch bei der JIA diskutiert.
Kollagen-Il ist ein Hauptbestandteil des Gelenkknorpels und eine Immunantwort
gegen dieses Protein ist zumindest im Tiermodell arthritogen (Courtenay et al.,
1980). Bisher gibt es keine grof3e Studie zum Auftreten von anti-Kollagen-II-Anti-
korpern bei der JIA. Jedoch wurde in bisher zwei Untersuchungen mit 10 bzw. 9 JIA-
Patienten gezeigt, dass die orale Verabreichung von Kollagen-Il (aus Huhn bzw.
Rind) zu einer deutlichen klinischen Verbesserung fuhrte, die auf orale Toleranz-
induktion zurlckgeflihrt wurde (Barnett et al., 1996; Myers et al., 2001). Diese
Erkenntnisse wurden bisher nicht auf groRere Studienpopulationen Ubertragen.

Zum besseren Verstandnis des Ablaufs von Autoimmunerkrankungen wie der JIA
sollte dieser in drei Phasen unterteilt werden: Krankheitsauslosung, Krankheits-
aufrechterhaltung und Effektormechanismen. In der KxN/B-Mauslinie sind diese drei
Phasen sehr schdon zu beobachten. So ist zur Krankheitsauslosung ein definierter
ternarer Komplex aus MHC-II-Molekll, prasentiertem Peptid und TZR notwendig. Die
Krankheit wird aufrechterhalten durch Antikérper, die GPI binden. Mit nachlassender
Antikorperkonzentration klingen die arthritischen Symptome ab (Korganow et al.,
1999). Bei den Effektormechanismen und Destruktionsprozessen sind Mastzellen,
Komplementkaskade und inflammatorische Zytokine involviert. Somit erlaubt dieses
Tiermodell gezielte Beobachtungen in verschiedenen Phasen einer Autoimmun-
erkrankung. Weiterhin konnen in diesem Tiermodell Antigen-abhangige und -
unabhangige Prozesse im pathogenetischen Verlauf der Arthritismanifestation unter-

schieden werden.

Zahlreiche Hinweise sprechen bei der JIA fur einen Antigen-abhangigen Prozess.
Neben der HLA-Assoziation (Albert und Scholz, 1998; Glass und Giannini, 1999;
Thomson und Donn, 2002) sind dies der Phanotyp (Silverman et al., 1993) und die
Oligoklonalitat (Bernstein et al., 1993; Sioud et al., 1992) der in der Gelenkskavitat
vorherrschenden T-Zellen. GefaBnah werden Ansammlungen CD4*- und CD8'-
Lymphozyten gefunden, die von B-Zellen umgeben sind (Murray et al., 1996). Somit
scheint auch das humorale Immunsystem beteiligt. Die Analyse des synovialen B-

Zellrepertoires bei RA-Patienten weist auf eine lokale, Antigen-vermittelte Immun-
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antwort hin: So sind die Vy-Gene der meisten B-Zellen aus synovialen Keimzentren
kaum mutiert, was nahelegt, dass sie erst kurzlich in die Gelenkskavitat eingewan-
dert sind (Kim und Berek, 2000). Die wenigen Mutationen, die in den variablen
Regionen gefunden werden, sind sehr Uberlappend (Clausen et al., 1998). Entspre-

chende Daten zur Situation bei der JIA gibt es bisher nicht.

In der K/BxN-Mauslinie sind eindeutig Antikorper krankheitsvermittelnd, jedoch
kommt B-Zellen auch unabhangig von ihrer Funktion als Vorlauferzellen Autoanti-
korper-sezernierender Plasmazellen eine Bedeutung bei der Entwicklung patho-
logischer Autoreaktivitdt zu: Im murinen Modell des SLE konnte gezeigt werden,
dass B-Zellen bzw. davon abgeleitete Plasmazellen trotz einer Mutation, die die
Sekretion von Immunglobulinen unterbindet, entscheidend an der Entwicklung des
Krankheitsbildes beteiligt sind (Chan et al., 1999). Neben ihrer Funktion als Plasma-
zellvorlaufer sind B-Zellen auch potente Antigen-prasentierende Zellen. Eine B-Zell-

depletion konnte somit auch Auswirkungen auf die T-Zell-B-Zell-Kooperation haben.

Derzeit sind noch keine therapeutischen Strategien etabliert, die die Antigen-
abhangigen Prozesse des spezifischen Immunsystems zum Ziel haben (mit
Ausnahme der o.a. Toleranzinduktion durch orale Gabe von Kollagen-Il bei kleinen
Studienpopulationen). Bei der RA wurden jedoch erfolgversprechende Ergebnisse
durch den Einsatz eines chimaren, murin-humanen, monoklonalen Antikdrpers
(Rituximab) gegen das B-Zell-spezifische Antigen CD20 erzielt: Verabreichung von
Methotrexat und Hochdosiskortison fuhrte nach 24 Wochen zu einer 50% Verbes-
serung der Symptomatik in 13% der Falle. Durch Addition des Antikorpers wurde bei
43% der Patienten eine ahnlich deutliche Besserung erzielt (Edwards et al., 2004).
Die Applikation dieses anti-CD20-Antikorpers fuhrte zu einer Depletion von B-Zellen
im peripheren Blut. Plasmazellen, die CD20" sind, nahmen nur initial ab und blieben
dann konstant. Ahnlich verhielten sich CD3" Zellen. Die Autoren flhrten diese
Beobachtung auf die Verabreichung von Kortikosteroiden zurtick. Die Immunglobulin-
Spiegel blieben fir I1gG, IgM und IgA unverandert im Normbereich; weiterhin wurde
keine Abnahme des anti-Tetanus-Titers beobachtet (Edwards et al., 2004). Somit
darf angenommen werden, dass der therapeutische Effekt dieses Antikdrpers nicht in
der Hemmung der Antikdrperproduktion begrindet liegt, sondern in der Beein-

flussung der B-Zellfunktion. Nahe liegt die Annahme, dass B-Zellen, die ja in grol3er
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Zell in der Synovia von RA-Patienten vorkommen, in ihrer Funktion als Antigen-
prasentierende Zellen gehemmt werden. Die Ergebnisse dieser Studie unterstreichen
die Bedeutung von B-Zellen fur die Pathogenese der RA. Sie weisen auf einen prak-
tikablen Ansatz einer therapeutischen Beeinflussung des spezifischen Immun-
systems hin. Ob diese Beobachtungen auf die JIA Ubertragbar sind, bleibt

abzuwarten.

Zu den etablierten therapeutischen Optionen bei der JIA gehdrt die Suppression der
Entzindungsantwort durch steroidale und nicht-steroidale Antiphlogistika sowie eine
Immunsuppression durch Zytostatika. Daneben gewinnen in letzter Zeit Medika-
mente an Bedeutung, die proinflammatorische Zytokine, wie TNF-a oder [L-1
inaktivieren (Elliott et al., 1997; Lahdenne et al., 2003; Manners, 2002). Der erfolg-
reiche Einsatz dieser Medikamente zeigt, dass der nicht unmittelbar Antigen-
abhangigen Freisetzung dieser Zytokine eine Schlusselrolle bei der Ausbildung der

JIA-Symptome zukommt.

Ein weiterer Antigen-unabhangiger Prozess des angeborenen Immunsystems ist die
Aktivierung der Komplementkaskade uber deren alternativen Weg bei der JIA
(Aggarwal et al., 2000). Damit unterscheidet sich die JIA von der RA, fur die eine
Aktivierung uber den klassischen Weg angenommen wird (Ji et al., 2002a; Zvaifler,
1973). Die Komplementaktivierung Uber den alternativen Weg ist eine interessante
Parallele zum K/BxN-Mausmodell (Ji et al., 2002a). Die arthritogenen Antikdrper in
diesem Mausmodell sind in der Regel vom IgG1-Typ. Murines IgG1 ist ein schlechter
Aktivator der Komplementkaskade uber den klassischen Weg. Fur die Aktivierung
Uber den alternativen Weg wird diskutiert, dass es zur Bildung von Komplexen des
Oberflachen-gebundenen Komplementfaktors C3b und arthritogenem IgG kommt.
Unter Vermittlung von Properdin konnte dieser Komplex dann Faktor B des alter-
nativen Weges binden (Ji et al., 2002a). Ein Therapieversuch durch Inhibition der
Komplementkaskade, beispielsweise durch einen C5a-Antagonisten, zeigte im Tier-

versuche erfolgversprechende Ergebnisse (Banda et al., 2002).

Dass der humoralen Immunantwort bei der Pathogenese humaner Arthritiden wieder
vermehrte Aufmerksamkeit zuteil wird, ist nicht zuletzt eine Folge der K/BxN-Maus-

linie. Auch wenn dieses Modell durch Klarheit besticht, wirft es eine bisher nicht
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beantwortbare Frage auf: Wie flhrt eine Immunreaktion gegen ein systemisches
Antigen zu einer so ausgepragt lokalisierten Antwort. Insbesondere stellt sich diese
Frage, da fur GPI bisher keine Gelenk- oder Knorpel-spezifische Funktion oder

Expression bekannt ist.

Es wurde vorgeschlagen, dass Knorpel fur GPI einen "molekularen Schwamm"
darstellt, der GPI Uber zahlreiche, niedrig affine Bindungen an Zuckerreste der
Proteoglykane im Knorpel halt (Matsumoto et al., 2002). Die Beobachtung, dass anti-
GPI auf der Knorpeloberflache arthritischer Gelenke verstarkt nachweisbar war, ist
gut mit diesem Modell zu vereinbaren, denn Uber die lokale Entzindungsantwort
kommt es zu einem Zelluntergang, der wiederum zur Freisetzung von intrazellularer
GPI fahrt. In der hier dargestellten Arbeit deutete ja auch die stark positive
Korrelation von LDH und GPI in der Gelenkskavitat auf einen massiven, lokal
begrenzten Zelluntergang hin. Matsumoto et al. erschien die Bindung, ein "Auf-
saugen”, der GPI im Knorpel auch deswegen sinnvoll, weil die natlurlichen Substrate
der GPI phosphorylierte Zucker sind. Hier muss allerdings eingewendet werden,
dass phosphorylierte Zucker, insbesondere Glukose-6-phosphat und Fruktose-6-
phosphat, Substrat zahlreicher Enzyme sind. Somit kann dies zwar die Bindung an
Knorpel erklaren, aber keineswegs die Spezifitat. Aus Tumorgewebe konnte ein
hochaffiner GPI-Rezeptor (gp78) isoliert und kloniert werden (Watanabe et al., 1991).
Ob dieser Rezeptor im Knorpel- oder Pannusgewebe vorkommt, ist bisher nicht
untersucht worden. Fur das Knorpelgewebe, auf dessen Oberflache die anti-GPI-
Akkumulation bei der K/BxN-Mauslinie gefunden wird, durfte ein bedeutsames
Vorkommen dieses oder eines anderen zellgebundenen GPI-Rezeptors unwahr-
scheinlich sein, da Knorpel zum weitaus grofdten Teil aus extrazellularer Matrix
besteht.

Neben dem "molekularen Schwamm" fur GPI im Gelenk schlagen Matsumoto et al.
als weitere Mdoglichkeit fur die lokale Begrenzung der Erkrankung eine Gelenk-
spezifische Komplementaktivierung auf der Knorpeloberflache aufgrund fehlender
inhibitorischer Molekile wie DAF und MCP vor (Matsumoto et al., 2002). Dies ist
sicherlich ein interessanter Erklarungsansatz. Allerdings kann er nicht beanworten,
warum die Arthritis bei der K/BxN-Mauslinie verschiedene Gelenke ausspart. So sind

Schulter und Hufte nie betroffen (Wipke et al., 2002). Die mechanische Bean-
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spruchung durfte fur diese beiden Gelenke ahnlich hoch sein wie fiir die betroffenen
Gelenke. Die Frage des Befallsmusters stellt sich nicht nur fur dieses murine Modell,

sondern auch fur die humanen Krankheitsbilder, und ist bisher unbeantwortet.

GPI ist ein systemisches Antigen. Eine erhdhte Serum-GPI-Aktivitat wurde
beispielsweise auch bei einigen neoplastischen Erkrankungen beobachtet. Beim
Bronchialkarzinom (Gomm et al., 1988) und bei der akuten myeloischen Leukamie
(Xu et al., 1996) wurden ahnliche hohe Serum-GPI-Aktivitaten beobachtet, wie sie
bei einigen der Arthritis-Patienten gefunden wurden. Eine Arthritis-Symptomatik fur
diese Tumor-Patienten wurde jedoch nicht beschrieben. Somit geht eine verstarkte
Exposition des Immunsystems mit dem Autoantigen GPI nicht notwendigerweise mit
einer pathologischen Autoimmunreaktion einher. Auch die aufgrund einer Neoplasie
erhohten Serum-GPI-Aktivitaten durften — wie die in der SF erhéhten Werte — auf
einen erhohten Zellumsatz zurtickzufihren sein. Die Serum-GPI-Aktivitat als Tumor-

marker wurde mangels Spezifitat aufgegeben.

Wie es zu der systemischen Autoreaktivitat bei der K/BxN-Mauslinie kommt, ist noch
unklar. Diese Mauslinie entstand durch die Kreuzung der T-Zell-Rezeptor-transgenen
Mauslinie KRN mit der NOD-Mauslinie. Der KRN-Rezeptor erkennt urspringlich
bovine RNAse, die durch Klasse-lIl MHC A*-Molekiile prasentiert wird (Kouskoff et al.,
1996). Dieser KRN-Rezeptor zeigt jedoch auch eine Kreuzreaktivitat mit MHC A%'-
Molekulen, die mit Peptiden aus GPI beladen sind. Fir die Krankheitsauslésung ist
nur der KRN-T-Zellrezeptor notwendig und kein anderer endogener TZR (Mangialaio
et al., 1999).

Die autoreaktiven T-Zellen entkommen der klonalen Deletion und konnten im
peripheren Blut nachgewiesen werden (Kouskoff et al., 1996). Mittels in vivo Stimula-
tion des KRN-Rezeptors durch das Vg6-stimulierende Superantigen mtv7 wurde
keine Arthritis ausgeldst (Mangialaio et al., 1999). Dies zeigt, dass Stimulation des
KRN-T-Zellrezeptors ohne MHC-Peptid-Komplex nicht zu einer pathologischen
Autoimmunreaktion fuhrt. Arthritis entwickelt sich somit nur dann, wenn die beiden
genetischen Elemente — der KRN-T-Zellrezeptor und der MHC A" —, die fiir sich

alleine nicht arthritogen sind, aufeinander treffen.
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Ohne MHC A% werden GPI reaktive T-Zellen im Thymus nicht positiv selektiert.
Erstaunlich ist aber, dass GPI reaktive T-Zellen im Kontext von MHC A% der nega-
tiven Selektion entkommen. Fehlende Expression im Thymus kann nicht die Ursache
sein, da es sich bei GPl um ein glykolytisches Enzym handelt. Es konnte nachge-
wiesen werden, dass die KRN-T-Zellrezeptor exprimierenden Zellen noch eine
weitere TZRa- oder TZRB-Kette exprimieren (Kouskoff et al., 1996). Ein solcher
unvollstandiger Allelausschluf} ist fur den TZRa-Lokus bekannt, fur den TZRB-Kette
jedoch ungewdhnlich (Heath und Miller, 1993). Mit diesem unvollstandigen Allel-
ausschluld kann erklart werden, wie autoreaktive T-Zellen der negativen Selektion
entkommen: T-Zellen, die einen autoreaktiven TZR schwach exprimieren, entgehen
der negativen Selektion durch einen zweiten, nicht-autoreaktiven TZR. Das Erkennen
eines Antigens in der Peripherie Uber den nicht-autoreaktiven TZR fuhrt dann zur
Aktivierung der T-Zelle und Hochregulation des autoreaktiven TZR, und damit zu
pathologischer Autoreaktivitat (Zal et al., 1996). Da es bei der K/BxN-Mauslinie zur
Ausbildung von Symptomen kommt, muss angenommen werden, dass die Mecha-
nismen der peripheren Toleranzinduktion und -aufrechterhaltung diese autoreaktiven

T-Zellen nicht kontrollieren konnen.

Ferner muss erwartet werden, dass bei der Entwicklung der Arthritis in der K/BxN-
Mauslinie die Mechanismen der B-Zell-Toleranz ebenfalls versagen. B-Zellen werden
kontinuierlich im Knochenmark generiert. Noch unreif wandern sie in periphere
lymphatische Organe. Dort bilden sie eine heterogene Population aus naiven B-
Zellen, Gedachtnis-B-Zellen und Plasmazellen (Rajewsky, 1996). Im murinen System
konnte gezeigt werden, dass nur 3% der 1-2x10 taglich im Knochenmark gebildeten
unreifen B-Zellen das reife B-Zellkompartiment erreichen (Allman et al., 1993).
Wahrend des Reifungsprozesses unterliegen B-Zellen sowohl positiver als auch
negativer Selektion. Fur die negative Selektion dieser Zellpopulation sind drei
Mechansimen bekannt: Deletion (Hartley et al., 1991), Anergie (Goodnow et al.,
1988) und Anderung der Rezeptorspezifitat, "receptor editing” (Gay et al., 1993;
Hertz und Nemazee, 1997; Tiegs et al., 1993). Letztere erfolgt durch eine Erhéhung
der RAG-1- und RAG-2-Aktivitat, beides Enzyme, die am Umbau der Rezeptor-
sequenzen essentiell beteiligt sind. In der Maus betragt der Anteil an solchen "umge-
bauten" Antikérpern 25% (Casellas et al., 2001).
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In einer Untersuchung von B-Zellen, die aus dem Knochenmark und Blut dreier
gesunder Individuen gewonnen wurden, wurde versucht, die Anzahl autoreaktiver B-
Zellen zu quantifizieren. Dabei wurden zum einen Antikorper gegen ein Zelllysat
humaner Epithelzellen (Bestimmung von antinuklearen Antikérpern) und zum
anderen Antikdrper gegen definierte Antigene wie DNA, Insulin und LPS bestimmt.
75,9% der fruhen, unreifen Pra-B-Zellen produzierten autoreaktive Rezeptoren. Der
Anteil an B-Zellen, die das Knochenmark verlassen und noch autoreaktiv sind,
betragt 40,7%. Im reifen B-Zellkompartiment sind noch immer 20% der produzierten
Antikdrper autoreaktiv (Wardemann et al.,, 2003). Mehr als die Halfte der frihen,
unreifen Pra-B-Zellen war polyreaktiv. Diese wurden jedoch zu fast 90% negativ
selektiert, so dass im reifen B-Zellkompartiment nur noch 4,3% polyreaktive B-Zellen
nachzuweisen waren (Wardemann et al., 2003). Humorale Autoreaktivitat kann somit
also nicht nur auf Polyreaktivitat zurlckgefihrt werden. Die autoreaktiven Immun-
globulin-Sequenzen zeichneten hoben sich in zwei Eigenschaften von den Ubrigen
ab: Sie enthielten signifikant langere CDR3-Regionen (komplementaritats-

bestimmende Region) und waren starker positiv geladen (Wardemann et al., 2003).

V-, D- und J-Gensegmente, die Immunglobuline kodieren, haben eine evolutionare
Selektion von mehr als 200 Millionen Jahren hinter sich. Besonders aggressiv auto-
reaktive Genfragmente durften diesem Druck nicht stand gehalten haben. Dass
dennoch ein so groRRer Anteil von B-Zellen Autoreaktivitat zeigt, kann zurtickgefuhrt
werden auf den grof3en evolutionaren Vorteil, den eine Vielfalt an V-, D- und J-Gen-
segmenten mit sich bringt, und auf den Rekombinationsmechanismus, bei dem
einzelne Nukleotide zufallig eingefugt oder deletiert werden. Die durch diese Mecha-
nismen vermittelte Antikdrpervielfalt und Flexibilitdt bringt ein hohes Ausmal} an
Autoreaktivitat mit sich. Die Deletion der autoreaktiven B-Zellen ist unvollstandig, so
dass es immer noch zu einer ausgepragten Produktion autoreaktiver Antikorper
kommt. FUr den humoralen Zweig des Immunsystems war schon friher klar, dass
Autoreaktivitat in Form von natlrlichen Autoantikérpern durchaus unter physio-
logischen Bedingungen vorkommt (Coutinho et al., 1995; Lacroix-Desmazes et al.,
1998). Bei 20% autoreaktiven B-Zellen ist aber auch naheliegend, dass schon kleine
Veranderungen im Milieu dieser Zellen zu pathologischer Autoimmunreaktion fuhren
konnen. Diese Veranderungen werden Gegenstand zukinftiger Untersuchungen

sein. Ein Tiermodell, wie die K/BxN-Mauslinie, an deren Arthritis-Entwicklung
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zweifelsfrei Autoantikdrper ursachlich beteiligt sind, werden bei diesen Unter-

suchungen hilfreich sein.

Die K/BxN-Mauslinie hat gezeigt, dass Autoreaktivitdt gegen ein systemisches
Antigen lokal-begrenzte Symptome ausldsen kann. Die bestechende Klarheit dieses
Modells steht aber im krassen Gegensatz zu unserem Verstandnis der zu Grunde
liegenden Prozesse. So bleibt auch weiterhin unklar, warum samtliche
"Einrichtungen" versagen, die die Bildung von "Gewebsautotoxinen" normalerweise
verhindern. Klar ist aber, dass das systemische Antigen GPI kein allgemeines arthri-
togenes Autoantigen bei humanen Arthritiden, weder bei der RA noch bei der JIA
darstellt. Das auslosende Ereignis dieser Autoimmunerkrankungen bleibt somit

weiter im Dunkeln.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Die Juvenile Idiopathische Arthritis (JIA) ist die haufigste rheumatische Erkrankung
im Kindesalter. Auch wenn es zahlreiche Hinweise darauf gibt, dass es sich um eine
Autoimmunerkrankung handelt, sind die der Pathogenese zu Grunde liegenden Vor-
gange dieses Krankheitsbildes noch weitestgehend unbekannt. Ein suffizientes
Tiermodell zur Erforschung dieser Krankheit ist ebenfalls bisher nicht gefunden

worden.

In der K/BxN-Mauslinie entwickelt sich am Tag 25 bis 35 spontan eine Arthritis der
distalen Gelenke. Die Krankheit in diesem Mausmodell wird ausgeldst durch eine
Autoimmunreaktion gegen das systemische Antigen Glukose-6-phosphat-Isomerase
(GPI), ein zytosolisches Enzym der Glykolyse und Glukoneogenese. Die Krankheit
kann durch Transfer von anti-GPI-Antikorpern in gesunde Wildtyp-Mause Ubertragen
werden. Die Symptomatik erkrankter Mause deckt sich in auffallender Weise mit dem
Erkrankungsbild menschlicher Arthritiden. Daher sollte hier untersucht werden,
inwieweit eine humorale Autoimmunreaktion gegen GPI fur die Pathogenese der JIA

von Bedeutung ist.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine humorale Immunantwort gegen
GPI kein allgemeines pathogenetisches Prinzip bei der JIA ist. Auch wenn einige
Patienten eine erhdhte Konzentration von anti-GPI-IgG im Serum zeigten, konnte fur
keine Patientengruppe methodenunabhangig eine erhdhte Konzentration von anti-
GPI-IgG in Serum oder SF nachgewiesen werden. Das native Antigen, bestimmt
durch die GPI-Aktivitat, war erhoht im Serum von Patienten mit systemischer Ver-
laufsform der JIA. Ebenso fand sich eine lokalisierte Erhohung der GPI-Aktivitat in
der SF. Diese ging mit einer Konzentrationserhdhung der Laktatdehydrogenase-
Aktivitat einher. Daraus laRt sich folgern, dass ein massiv erhohter Zellumsatz in der
Gelenkskavitat zu einer Freisetzung von GPI fuhrt, und somit die Voraussetzung fur
eine Exposition des Immunsystems mit diesem Antigen gegeben sind. Die in einer
initialen Studie zur Spezifitat und Sensitivitat einer Immunantwort gegen GPI bei RA
verwendete GPI-Praparation enthielt Verunreinigungen in betrachtlichem Ausmal.

Diese wurden in dieser Arbeit identifiziert. Es zeigte sich, dass auch diese Proteine
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IgG-Antikdrper binden, aber ebenfalls ohne Spezifitat fur die JIA oder eine ihrer

Untergruppen.
Es bleibt also festzuhalten, dass das K/BxN-Mausmodell grundlegende Unter-

suchungen zum Verstandnis von Autoimmunreaktionen erlaubt, ohne jedoch ein

Modell fur die Pathogenese humaner Arthritiden zu sein.
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9 ANHANG

9.1 Statistiken

GPI-AKTIVITAT
oligoartikuldar = polyartikular
L
2 T o £ 2 § 8 2 e

o > B ) > % € = = =

< G ® T 8 8 £ k] 2 o

> s 7 @ = o i~ B = c 2

] t < o % w w 2 @ t T ®

o < o o (14 (14 7 =% ) x X
Anzahl 12 6 34 4 22 53 15 33 10 27 | 46
Proben
Anzahl
Probanden 10 6 34 22 9 17 5 9 5 13 15

alle folgenden Werte (auBer cv) in U/I

Minimum 2480 36,10 23,00 25,75 2355 24,79 2892 3513 38,05 2383 21,63
25% Perzentile | 34,71 36,51 46,34 43,63 4584 4229 4585 50,21 41,29 31,49 40,62
Median 42,36 45,73 68,00 56,56 56,07 5825 61,40 8841 46,16 45,03 50,91
75% Perzentile | 49,60 6345 84,41 7161 77,26 73,14 103,10 143,50 105,50 64,94 72,66
Maximum 71,66 71,57 122,50 242,90 138,50 117,10 247,40 333,70 158,80 120,60 291,80
Mittelwert 43,63 48,56/ 67,14 66,02 62,27 60,40 82,94 107,90 69,76 52,07 64,44
sdv 12,83 13,34 24,18 4245 27,82 21,57 57,79 72,49 40,88 24,04 4595
sem 3,70 5,45 4,15 6,63 5,93 296 1492 12,62 12,93 4,63 6,78
cv [%] 29.40 2747 36.01 64.30 44.68/ 3570 69.67 67.19] 5860 46.16 71.30
95% CI
untere Grenze 3548 3456 58,70 52,62 49,94/ 5446 50,94 82,18 40,52 42,56 50,80
obere Grenze 51,79 62,56 75,57 79,42 74,61 66,35 114,90 133,60/ 99,00 61,58 78,09

Tabelle A1: GPI-Aktivitdt im Serum von Patienten mit verschiedenen Diagnosen. Abkurzungen:
Standardabweichung (sdv), mittlerer Fehler (sem), Variationskoeffizient (cv), Konfidenzintervall (Cl).

In der folgenden Tab. A2 sind die charakteristischen Daten der Varianzanalyse zur
GPI-Aktivitat im Serum von JIA-Patientin unterschiedlicher Subtypen aufgefuhrt. Eine
einfache Varianzanalyse beruht auf der Zerlegung der Gesamtvariabilitat aller Mess-
daten in zwei Komponenten: eine innerhalb der Subtypen und eine zwischen den
Subtypen. Mithilfe eines F-Tests kann dann entschieden werden, ob die Variabilitat
zwischen den Subtypen statistisch signifikant groRer ist als die innerhalb der Sub-
typen. Hierzu werden die mittleren Quadratsummen (MQ), die sich aus den Abwei-
chungsquadraten oder Quadratsummen (SQ) dividiert durch die Anzahl der Frei-

heitsgrade (FG) ergeben, zueinander ins Verhaltnis gesetzt.
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sSQ FG MQ
zwischen den Gruppen 76650 10 7665
innerhalb der Gruppen 474500 288 1648
Gesamt 551100 298
F p
4,652 <0,0001

Tabelle A2: Einfache Varianzanalyse
zum Vergleich der Mittelwerte fir die
GPI-Aktivitat in den verschiedenen
Patientengruppen. Mindestens zwei
Mittelwerte sind signifikant verschie-
den (p < 0,0001).

Die folgenden Tab. A3 und A4 zeigen die charakterischen Daten des Dunnett-

bzw. Tukey-Tests zum Vergleich Serum-GPI-Aktivitaten verschiedener Pati-

entengruppen mit gesunden Individuen bzw. untereinander. Dargestellt sind

die Differenzen der Mittelwerte, die statistische PrufgroRe q sowie der p-Wert

und das 95% Konfidenzintervall der Mittelwertdifferenz.

Gesund im Vgl. zu A Mittelwerte q P 95% CI A Mittelwerte
Arthralgie -4,928 0,2428 > 0,05 -60,58 bis 50,73
RA -23,5 1,725 > 0,05 -60,88 bis 13,87
oligoartikular, persistent -22,39 1,68 > 0,05 -58,92 bis 14,15
oligoartikular, extended -18,64 1,28 > 0,05 -58,59 bis 21,31
polyartikuldr, RF negativ -16,77 1,292 > 0,05 -52,36 bis 18,81
polyartikular, RF positiv -39,31 2,501 > 0,05 -82,42 bis 3,800
systemisch -64,25 4,696 < 0,01 -101,8 bis -26,73
psoriatisch -26,13 1,503 > 0,05 -73,79 bis 21,53
enthesitisch -8,433 0,5988 > 0,05 -47,05 bis 30,19
keine Kategorie -20,81 1,582 > 0,05 -56,89 bis 15,27

Tabelle A3: Dunnett-Test zum Vergleich der Mittelwerte der verschiedenen Patientengruppen mit der
gesunden Kontrollgruppe. Bei der systemischen JIA unterscheidet sich der Mittelwert signifikant (p <
0,01) von der gesunden Kontrollgruppe.

Serum SF

Anzahl

Proben 299 35
Anzahl

Probanden 145 22
alle folgenden Werte (auBer cv) in U/I
Minimum 21,63 22,08
25% Perzentile 42,91 94,13
Median 57,66 180,6
75% Perzentile 76,79 337
Maximum 333,7 2780
Mittelwert 67,72 341,4
sdv 43,01 509,3
sem 2,487 86,08
cv [%] 63,51 149,19
95% ClI

untere Grenze 62,83 166,4
obere Grenze 72,61 516,3
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Vergleichspaar A Mittelwerte q p 95% CI A Mittelwerte
aesund vs Arthralaie -4.928 0.3434 P >0.05 -71.45 bis 61.60
gesund vs RA -23,5 2,439 P> 0,05 -68,18 bis 21,17
gesund vs oligoart., pers. -22,39 2,377 P > 0,05 -66,06 bis 21,28
gesund vs oligoart., ext. -18,64 1,81 P > 0,05 -66,39 bis 29,11
gesund vs polyart., RF neg. -16,77 1,828 P>0,05 -59,31 bis 25,77
gesund vs polyart., RF pos. -39,31 3,536 P > 0,05 -90,84 bis 12,22
gesund vs systemisch -64,25 6,641 P < 0,001 -109,1 bis -19,40
gesund vs psoriatisch -26,13 2,126 P > 0,05 -83,10 bis 30,84
gesund vs enthesitisch -8,433 0,8469 P >0,05 -54,60 bis 37,73
gesund vs keine Kategorie -20,81 2,237 P> 0,05 -63,94 bis 22,32
Arthralgie vs RA -18,58 1,462 P >0,05 -77,49 bis 40,34
Arthralgie vs oligoart., pers. -17,46 1,392 P > 0,05 -75,62 bis 40,70
Arthralgie vs oligoart., ext. -13,71 1,037 P >0,05 -74,99 bis 47,57
Arthralgie vs polyart., RF neg. -11,84 0,9579 P > 0,05 -69,15 bis 45,47
Arthralgie vs polyart., RF pos. -34,38 2,48 P >0,05 -98,65 bis 29,89
rthralgie vs systemisch -59,33 4,657 P <0,05 -118,4 bis -0,2738
Arthralgie vs psoriatisch -21,2 1,43 P>0,05 -89,91 bis 47,51
Arthralgie vs enthesitisch -3,506 0,2706 P > 0,05 -63,56 bis 56,55
Arthralgie vs keine Kategorie -15,88 1,275 P>0,05 -73,63 bis 41,87
RA vs oligoart., pers. 1,116 0,1676 P > 0,05 -29,75 bis 31,98
RA vs oligoart., ext. 4,865 0,6195 P >0,05 -31,54 bis 41,27
RA vs polyart., RF neg. 6,733 1,068 P > 0,05 -22,50 bis 35,97
RA vs polyart., RF pos. -15,81 1,777 P> 0,05 -57,05 bis 25,44
RA vs systemisch -40,75 5,81 P <0,01 -73,26 bis -8,235
RA vs psoriatisch -2,622 0,254 P>0,05 -50,49 bis 45,24
RA vs enthesitisch 15,07 2,037 P> 0,05 -19,23 bis 49,37
RA vs keine Kategorie 2,696 0,4153 P>0,05 -27,40 bis 32,79
oligoart., pers. vs oligoart., ext. 3,749 0,4942 P > 0,05 -31,42 bis 38,91
oligoart., pers. vs polyart., RF neg. 5,617 0,941 P>0,05 -22,06 bis 33,29
oligoart., pers. vs polyart., RF pos. -16,92 1,954 P > 0,05 -57,07 bis 23,23
oligoart., pers. vs systemisch -41,87 6,237 P <0,01 -72,98 bis -10,75
oligoart., pers. vs psoriatisch -3,738 0,3693 P > 0,05 -50,67 bis 43,19
oligoart., pers. vs enthesitisch 13,95 1,962 P > 0,05 -19,02 bis 46,93
oligoart., pers. vs keine Kategorie 1,58 0,2562 P> 0,05 -27,00 bis 30,16
oligoart., ext. vs polyart., RF neg. 1,869 0,2567 P>0,05 -31,88 bis 35,61
oligoart., ext. vs polyart., RF pos. -20,67 2,151 P > 0,05 -65,22 bis 23,88
oligoart., ext. vs systemisch -45,61 5,774 P < 0,01 -82,24 bis -8,992
oligoart., ext. vs psoriatisch -7,487 0,684 P> 0,05 -58,23 bis 43,26
oligoart., ext. vs enthesitisch 10,21 1,238 P>0,05 -28,01 bis 48,42
oligoart., ext. vs keine Kategorie -2,169 0,2916 P > 0,05 -36,66 bis 32,32
polyart., RF neg. vs polyart., RF pos. -22,54 2,685 P>0,05 -61,45 bis 16,37
polyart., RF neg. vs systemisch -47,48 7,461 P < 0,001 -76,99 bis -17,98
polyart., RF neg. vs psoriatisch -9,355 0,9454 P >0,05 -55,23 bis 36,52
polyart., RF neg. vs enthesitisch 8,337 1,229 P > 0,05 -23,12 bis 39,80
polyart., RF neg. vs keine Kategorie -4,038 0,6981 P >0,05 -30,85 bis 22,77
polyart., RF pos. vs systemisch -24,94 2,791 P > 0,05 -66,38 bis 16,49
polyart., RF pos. vs psoriatisch 13,18 1,125 P >0,05 -41,13 bis 67,50
polyart., RF pos. vs enthesitisch 30,88 3,341 P> 0,05 -11,97 bis 73,73
polyart., RF pos. vs keine Kategorie 18,5 2,168 P>0,05 -21,06 bis 58,06
systemisch vs psoriatisch 38,13 3,68 P > 0,05 -9,903 bis 86,16
systemisch vs enthesitisch 55,82 7,495 P < 0,001 21,29 bis 90,35
systemisch vs keine Kategorie 43,44 6,635 P < 0,001 13,09 bis 73,80
psoriatisch vs enthesitisch 17,69 1,665 P>0,05 -31,56 bis 66,95
psoriatisch vs keine Kategorie 5,318 0,531 P > 0,05 -41,11 bis 51,74
enthesitisch vs keine Kategorie -12,37 1,778 P >0,05 -44 .63 bis 19,88

Tabelle A4: Tukey-Test zum Vergleich aller Mittelwerte der GPI-Aktivitat in verschiedenen Patienten-
gruppen Signifikante Unterschiede sind fett hervorgehoben.
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DENSITOMETRISCHE BESTIMMUNG VON IGG-ANTIKORPERN GEGEN GPI

oligoartikuldr = polyartikular
K
2 k= - E 2 é % g 2
T 3 $ ¢ % & :t 3§ % %8
2 _‘E ® 8 2 8 % 5 £ g g
S & & & X B B 7 & 5 g8
Anzahl 9 6 32 35 13 43 13 28 9 25 39
Proben
Anzahl
Probanden 9 6 32 20 8 13 5 9 5 13 14
alle folgenden Werte (auBer cv) in *k Leichtkette
Minimum 0,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,56 0,00 0,00
25% Perzentile | 0,33 0,00 0,00 0,37 0,27 0,21 0,09 1,30 1,21 0,59 0,00
Median 0,56 0,54 0,40 0,73 0,70 1,04 0,56 2,07 1,44 1,36 0,61
75% Perzentile | 1,43 1,71 0,80 1,16 1,94 1,64 0,93 2,83 8,41 4,31 1,51
Maximum 1,55 2,35 2,31 7,27 3,44 9,33 1,74 8,57 13,65 23,25 @ 11,50
Mittelwert 0,77 0,75 0,52 1,15 1,11 1,41 0,59 2,18 4,19 3,17 1,22
sdv 0,54 0,88 0,61 1,63 1,15 1,71 0,50 1,73 5,28 4,96 2,07
sem 0,18 0,36 0,11 0,28 0,32 0,26 0,14 0,33 1,76 0,99 0,33
cv [%] 699 1179 1169 1412 103,3 1216 85,2 79,3 125,99 156,2 @ 169,7
95% ClI
untere Grenze | 0,36 -0,18 0,30 0,59 0,42 0,88 0,28 1,51 0,14 1,13 0,55
obere Grenze 1,19 1,67 0,74 1,71 1,81 1,94 0,89 2,85 8,25 5,22 1,89

Tabelle A6: anti-GPI-IgG (densitometrisch) im Serum von Patienten mit verschiedenen Diagnosen.

sa FG — Tabelle A7: Einfache Varianzanalyse
zwischen den Gruppen 207,3 10 20,73 zum Vergleich der Mittelwerte in den
. verschiedenen Patientengruppen.
innerhalb der Gruppen 1306 241 5,419 Mindestens zwei Mittelwerte sind
Gesamt 1513 251 signifikant verschieden (p < 0,0001).

F p
3,825 <0,0001

Gesund im Vgl. zu A Mittelwerte q p 95% CI A Mittelwerte
Arthralgie 0,03 0,02 P >0,05 -3,35 bis 3,40
RA 0,25 0,29 P > 0,05 -2,16 bis 2,66
oligoartikular, persistent -0,38 0,44 P>0,05 -2,77 bis 2,01
oligoartikular, extended -0,34 0,34 P> 0,05 -3,11 bis 2,43
polyartikuldr, RF negativ -0,63 0,74 P > 0,05 -2,98 bis 1,71
polyartikular, RF positiv 0,19 0,19 P > 0,05 -2,59 bis 2,96
systemisch -1,41 1,58 P>0,05 -3,86 bis 1,04
psoriatisch -3,42 3,11 P < 0,05 -6,43 bis -0,403
enthesitisch -2,40 2,65 P> 0,05 -4,89 bis 0,0862
keine Kategorie -0,45 0,52 P > 0,05 -2,81 bis 1,92

Tabelle A8: Dunnett-Test zum Vergleich der Mittelwerte der verschiedenen Patientengruppen mit der
gesunden Kontrollgruppe. Bei der psoriatischen JIA unterscheidet sich der Mittelwert signifikant (p <
0,05) von der gesunden Kontrollgruppe.
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Vergleichspaar A Mittelwerte q p 95% CI A Mittelwerte
aesund vs Arthralaie 0.0250 0.0288 P >0.05 -4.00 bis 4.05
gesund vs RA 0,251 0,404 P > 0,05 -2,63 bis 3,13
gesund vs oligoart., pers. -0,380 0,617 P >0,05 -3,23 bis 2,47
gesund vs oligoart., ext. -0,340 0,476 P > 0,05 -3,65 bis 2,97
gesund vs polyart., RF neg. -0,635 1,05 P>0,05 -3,43 bis 2,16
gesund vs polyart., RF pos. 0,187 0,262 P > 0,05 -3,12 bis 3,50
gesund vs systemisch -1,41 2,23 P >0,05 -4,33 bis 1,52
gesund vs psoriatisch -3,42 4.40 P > 0,05 -7,02 bis 0,181
gesund vs enthesitisch -2,40 3,75 P >0,05 -5,37 bis 0,567
gesund vs keine Kategorie -0,448 0,736 P> 0,05 -3,27 bis 2,37
Arthralgie vs RA 0,226 0,308 P >0,05 -3,17 bis 3,62
Arthralgie vs oligoart., pers. -0,405 0,557 P> 0,05 -3,78 bis 2,97
Arthralgie vs oligoart., ext. -0,365 0,449 P > 0,05 -4,13 bis 3,40
Arthralgie vs polyart., RF neg. -0,660 0,919 P > 0,05 -3,99 bis 2,67
Arthralgie vs polyart., RF pos. 0,162 0,200 P>0,05 -3,61 bis 3,93
Arthralgie vs systemisch -1,43 1,94 P> 0,05 -4,87 bis 2,00
Arthralgie vs psoriatisch -3,44 3,97 P >0,05 -7,47 bis 0,580
Arthralgie vs enthesitisch -2,42 3,24 P > 0,05 -5,90 bis 1,05
Arthralgie vs keine Kategorie -0,473 0,655 P>0,05 -3,82 bis 2,87
RA vs oligoart., pers. -0,631 1,57 P> 0,05 -2,50 bis 1,24
RA vs oligoart., ext. -0,591 1,09 P >0,05 -3,10 bis 1,92
RA vs polyart., RF neg. -0,885 2,30 P > 0,05 -2,67 bis 0,897
RA vs polyart., RF pos. -0,0637 0,118 P>0,05 -2,57 bis 2,45
RA vs systemisch -1,66 3,89 P >0,05 -3,63 bis 0,316
RA vs psoriatisch -3,67 5,91 P < 0,01 -6,55 bis -0,788
RA vs enthesitisch -2,65 6,03 P <0,01 -4,69 bis -0,613
RA vs keine Kategorie -0,699 1,78 P >0,05 -2,52 bis 1,12
oligoart., pers. vs oligoart., ext. 0,0401 0,0749 P > 0,05 -2,44 bis 2,52
oligoart., pers. vs polyart., RF neg. -0,255 0,680 P>0,05 -1,99 bis 1,48
oligoart., pers. vs polyart., RF pos. 0,567 1,06 P > 0,05 -1,91 bis 3,05
oligoart., pers. vs systemisch -1,03 2,46 P >0,05 -2,96 bis 0,907
oligoart., pers. vs psoriatisch -3,04 4,94 P <0,05 -5,89 bis -0,185
oligoart., pers. vs enthesitisch -2,02 4,69 P <0,05 -4,02 bis -0,0212
oligoart., pers. vs keine Kategorie -0,0681 0,178 P> 0,05 -1,85 bis 1,71
oligoart., ext. vs polyart., RF neg. -0,295 0,566 P>0,05 -2,71 bis 2,12
oligoart., ext. vs polyart., RF pos. 0,527 0,816 P > 0,05 -2,47 bis 3,52
oligoart., ext. vs systemisch -1,07 1,93 P > 0,05 -3,63 bis 1,49
oligoart., ext. vs psoriatisch -3,08 4,31 P> 0,05 -6,39 bis 0,232
oligoart., ext. vs enthesitisch -2,06 3,66 P>0,05 -4,67 bis 0,550
oligoart., ext. vs keine Kategorie -0,108 0,205 P> 0,05 -2,55 bis 2,34
polyart., RF neg. vs polyart., RF pos. 0,822 1,58 P>0,05 -1,59 bis 3,24
polyart., RF neg. vs systemisch -0,774 1,94 P > 0,05 -2,63 bis 1,08
polyart., RF neg. vs psoriatisch -2,78 4,61 P>0,05 -5,58 bis 0,0149
polyart., RF neg. vs enthesitisch -1,77 4,26 P> 0,05 -3,69 bis 0,155
polyart., RF neg. vs keine Kategorie 0,187 0,513 P>0,05 -1,50 bis 1,87
polyart., RF pos. vs systemisch -1,60 2,89 P > 0,05 -4,16 bis 0,967
polyart., RF pos. vs psoriatisch -3,60 5,05 P <0,05 -6,92 bis -0,295
polyart., RF pos. vs enthesitisch -2,59 4,60 P> 0,05 -5,20 bis 0,0231
polyart., RF pos. vs keine Kategorie -0,635 1,20 P>0,05 -3,08 bis 1,81
systemisch vs psoriatisch -2,01 3,19 P > 0,05 -4,93 bis 0,915
systemisch vs enthesitisch -0,992 2,19 P >0,05 -3,09 bis 1,11
systemisch vs keine Kategorie 0,960 2,35 P > 0,05 -0,931 bis 2,85
psoriatisch vs enthesitisch 1,02 1,59 P>0,05 -1,95 bis 3,99
psoriatisch vs keine Kategorie 2,97 4,88 P < 0,05 0,147 bis 5,79
enthesitisch vs keine Kategorie 1,95 4,63 P >0,05 -0,00380 bis 3,91

Tabelle A9: Tukey-Test zum Vergleich aller Mittelwerte. Signifikante Unterschiede sind fett

hervorgehoben.
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Serum SF Tabelle A10: anti-GPI-IgG-Konzentration (densitometrisch)
s:,ozs:; 250 2 in Serum und SF.
er"ozs:rliden 1e 21
alle folgenden Werte (auBer cv) in *k

Leichtkette

Minimum 0,00 0,00
25% Perzentile 0,20 0,00
Median 0,73 0,24
75% Perzentile 1,55 0,66
Maximum 23,25 10,09
Mittelwert 1,41 0,67
sdv 2,41 1,87
sem 0,14 0,35
cv [%] 171,00 278,20
95% ClI

untere Grenze 1,13 -0,04
obere Grenze 1,69 1,38

DENSITOMETRISCHE BESTIMMUNG VON IGG-ANTIKORPERN GEGEN PGM

oligoartikuldr = polyartikular
L
o g - 2 2 E ° 2 o
2 - 2 g > @ = 2 = 5
< (L a 'S [9) o § ) 2 o>
=} < ) ) c o - S = c @
g = g8 ¥ & & 2 8 T 55
o < é o o 14 14 [7) o o X X
pnzahl 9 6 32 35 13 | 43 13 27 9 25 39
roben
Anzahl
Probanden 9 6 32 20 8 13 5 9 5 13 14
alle folgenden Werte (auBer cv) in *k Leichtkette
Minimum 0,04 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
25% Perzentile | 0,46 0,0 0,0 0,0 0,055 0,0 0,095 0,0 0,0 0,0 0,0
Median 0,76 0,09 0,21 0,20 0,23 0,0 0,48 0,07 0,34 0,0 0,0
75% Perzentile | 1,2 0,56 0,65 0,70 0,60 0,45 1,8 0,86 1,6 0,55 0,66
Maximum 3,7 0,81 16 9,4 1,1 1,9 44 3,3 5,8 2,3 2,9
Mittelwert 1,0 0,22 1,1 1,0 0,36 0,33 1,1 0,53 1,1 0,40 0,41
sdv 1,1 0,32 3,0 2,0 0,38 0,51 1,3 0,86 1,9 0,69 0,69
sem 0,36 0,13 0,53 0,34 0,10 0,078 0,37 0,16 0,64 0,14 0,11
cv [%] 104,82 146,38 283,98 200,16 105,02 153,64 127,19 160,46 171,73 174,37 169,89
95% ClI
untere Grenze | 0,20 -0,12  -0,025 0,31 0,13 0,17 0,24 0,20 -0,36 0,11 0,18
obere Grenze 1,9 0,55 2,1 1,7 0,59 0,49 1,9 0,87 2,6 0,68 0,63

Tabelle A11: anti-PGM-IgG (densitometrisch) im Serum von Patienten mit verschiedenen Diagnosen.
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sSQ FG MQ
zwischen den Gruppen 25,9 10 2,59
innerhalb der Gruppen 537 240 2,24
Gesamt 563 250
F p
1,16 0,3205
Serum SF
in Serum und SF.

Anzahl 251 29

Proben

Anzahl

Probanden 134 21

alle folgenden Werte (auBer cv) in *k

Leichtkette

Minimum 0,0 0,0

25% Perzentile 0,0 0,0

Median 0,16 0,01

75% Perzentile 0,68 0,30

Maximum 16 1,2

Mittelwert 0,65 0,23

sdv 1,5 0,37

sem 0,095 0,070

cv [%] 231,97 163,97

95% ClI

untere Grenze 0,46 0,086

obere Grenze 0,83 0,37

Tabelle A12: Einfache Varianz-
analyse zum Vergleich der Mittelwerte
in den verschiedenen Patientengrup-
pen. Die Mittelwerte unterscheiden
sich nicht statistisch signifikant.

Tabelle A13: anti-PGM-IgG-Konzentration (densitometrisch)

DENSITOMETRISCHE BESTIMMUNG VON IGG-ANTIKORPERN GEGEN CKM

Tabelle A14: siehe nachste Seite

sSQ FG MQ
zwischen den Gruppen 7,624 10 0,7624
innerhalb der Gruppen 210,8 241 0,8749
Gesamt 218,5 251
F P
0,8714 0,5606

Tabelle A15: Einfache Varianz-
analyse zum Vergleich der Mittelwerte
in den verschiedenen Patientengrup-
pen. Die Mittelwerte unterscheiden
sich nicht statistisch signifikant.
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oligoartikuldar = polyartikular
L

S & 2 & % & & 7 & 5 28
Anzahl 9 6 32 35 13 43 13 28 9 25 39
Proben
onzanl 9 6 32 2 8 13 5 9 5 13 14

alle folgenden Werte (auer cv) in *k Leichtkette

Minimum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
25% Perzentile | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Median 0,01 0,06 0,03 0,0 0,0 0,0 0,0 0,075 0,0 0,0 0,0
75% Perzentile | 0,12 0,89 0,09 0,15 0,0 0,0 0,23 0,34 0,22 0,0 0,12
Maximum 0,44 1,6 1,1 6,3 0,91 9,0 3,7 4,2 0,26 0,91 0,97
Mittelwert 0,086 0,32 = 0,11 0,39 0,078 @ 0,52 0,39 0,37 0,097 0,07 0,10
sdv 0,14 0,62 0,24 1,2 0,25 1,7 1,0 0,84 0,12 0,20 0,23
sem 0,048 0,25 0,042 0,19 0,070 0,26 029 0,16 0,039 0,040 0,037
cv [%] 166,85 197,17 220,32 294,01 320,78 332,75 267,61 227,43 120,64 282,93 | 222,93
95% CI
untere Grenze | -0,024 -0,34 | 0,022 -0,0039 -0,074 ' -0,013 -0,24 0,044 0,0070 -0,012 | 0,029
obere Grenze 0,20 0,97 0,20 0,79 0,23 1,1 1,0 0,69 0,19 0,15 0,18

Tabelle A14: anti-CKM-IgG (densitometrisch) im Serum von Patienten mit verschiedenen Diagnosen.

Tabelle A15: siehe vorherige Seite

Serum SF Tabelle A16: anti-CKM-IgG-Konzentration (densitometrisch)
s:,ozs:; 250 I in Serum und SF.
er"ozs:rliden 1e 21
alle folgenden Werte (auBer cv) in *k

Leichtkette

Minimum 0,0 0,0
25% Perzentile 0,0 0,0
Median 0,0 0,0
75% Perzentile 0,12 0,01
Maximum 9,0 2,5
Mittelwert 0,26 0,11
sdv 0,93 0,46
sem 0,059 0,085
cv [%] 359,98 415,38
95% ClI

untere Grenze 0,14 -0,064
obere Grenze 0,37 0,28
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BESTIMMUNG VON SERUM-IGG-ANTIKORPERN GEGEN BSA DURCH ELISA

oligoartikuldr = polyartikular
L
@ £ - 2 2 ° E 2 o

B g 3 S @ E £ % 5

2 _‘E ® 8 2 8 % 5 £ £ g

S & B g ¥ B ® > | &8 | 5 |88
Anzahl 11 9 33 45 15 45 13 30 7 27 43
Proben
Anzahl
Probanden 11 8 33 23 9 17 5 9 5 12 15

alle folgenden Werte (auer cv) in OD4s0 nm -630 nm

Minimum -0,0440 0,0890 -0,0290 -0,0230 0,0910 | 0,0070 0,0670 -0,0090 0,0120 0,0330 -0,0030
25% Perzentile | 0,0840 0,2035 0,0275 0,1310 0,2830 0,0845 0,0970 0,1260 0,0270 0,0850 0,1130
Median 0,1580 0,2330 0,0920 0,3250 0,4200 0,2400 0,1990 0,3870  0,0510 0,6490 0,1840
75% Perzentile | 0,4980 0,4490 0,1550 0,5880 0,5580 0,5230 0,6355 0,5905 0,7810 0,7860 0,5160
Maximum 0,6970 1,019 0,4310 1,659 0,85500,9170 1,524 1,377 @ 1,139 1,247 1,280
Mittelwert 0,2568 0,3470 0,1232 0,4046 0,4383 0,3125 0,3964 0,4132  0,3376 0,5317 0,3134
sdv 0,2507 0,2884 0,1211 0,3837 0,2104 0,2576 0,4296 0,3260  0,4500 0,3700 0,2872
sem 0,0756 0,0962 0,0211 0,0572 0,0543 0,0384 0,1192 0,05950,1701 0,0712 0,0438
cv [%] 97,63 83,13 98,31 94,85 48,00 82,44 108,38 78,89 133,30 69,59 @ 91,62
95% CI
untere Grenze | 0,0884 0,1253 0,0802 0,2893 0,3218 0,2351 0,1368 0,2915 -0,0786 0,3854 0,2251
obere Grenze |0,4253 0,5687 0,1661 0,5199 0,5549 0,3899 0,6560 0,5350 0,7537 0,6781 0,4018

Tabelle A17: anti-BSA-IgG (ELISA) im Serum von Patienten mit verschiedenen Diagnosen.

sQ FG MQ Tabelle A18: Einfache Varianz-
zwischen den Gruppen 3,20 10 0,320 analyse zum Vergleich der Mittelwerte
. in den verschiedenen Patientengrup-
innerhalb der Gruppen 253 267 0,0948 pen. Mindestens zwei Mittelwerte sind
Gesamt 28,5 277 signifikant verschieden (p = 0,0004).

F P
3,38 0,0004

Gesund im Vgl. zu A Mittelwerte q p 95% CI A Mittelwerte
Arthralgie -0,0902 0,652 P> 0,05 -0,470 bis 0,290
RA 0,134 1,25 P >0,05 -0,161 bis 0,428
oligoartikular, persistent -0,148 1,43 P>0,05 -0,432 bis 0,136
oligoartikular, extended -0,182 1,48 P > 0,05 -0,517 bis 0,154
polyartikuladr, RF negativ -0,0557 0,537 P > 0,05 -0,340 bis 0,229
polyartikular, RF positiv -0,140 1,11 P >0,05 -0,486 bis 0,207
systemisch -0,156 1,44 P > 0,05 -0,454 bis 0,141
psoriatisch -0,0808 0,542 P > 0,05 -0,489 bis 0,328
enthesitisch -0,275 2,50 P > 0,05 -0,577 to 0,0274
keine Kategorie -0,0566 0,544 P > 0,05 -0,342 to 0,229

Tabelle A19: Dunnett-Test zum Vergleich der Mittelwerte der verschiedenen Patientengruppen mit
der gesunden Kontrollgruppe. Kein statistisch signifikanter Unterschied.
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Vergleichspaar A Mittelwerte q p 95% CI A Mittelwerte
aesund vs Arthralaie -0.0902 0.921 P >0.05 -0.544 bis 0.364
gesund vs RA 0,134 1,76 P > 0,05 -0,218 bis 0,485
gesund vs oligoart., pers. -0,148 2,02 P > 0,05 -0,487 bis 0,192
gesund vs oligoart., ext. -0,182 2,1 P > 0,05 -0,582 bis 0,219
gesund vs polyart., RF neg. -0,0557 0,76 P> 0,05 -0,395 bis 0,284
gesund vs polyart., RF pos. -0,14 1,56 P > 0,05 -0,553 bis 0,274
gesund vs systemisch -0,156 2,04 P > 0,05 -0,512 bis 0,199
gesund vs psoriatisch -0,0808 0,767 P > 0,05 -0,569 bis 0,407
gesund vs enthesitisch -0,275 3,53 P> 0,05 -0,636 bis 0,0862
gesund vs keine Kategorie -0,0566 0,77 P > 0,05 -0,398 bis 0,284
Arthralgie vs RA 0,224 2,73 P >0,05 -0,156 bis 0,603
Arthralgie vs oligoart., pers. -0,0576 0,724 P> 0,05 -0,426 bis 0,311
Arthralgie vs oligoart., ext. -0,0913 0,995 P > 0,05 -0,517 bis 0,334
Arthralgie vs polyart., RF neg. 0,0345 0,434 P> 0,05 -0,334 bis 0,403
Arthralgie vs polyart., RF pos. -0,0494 0,523 P> 0,05 -0,487 bis 0,388
Arthralgie vs systemisch -0,0662 0,8 P > 0,05 -0,450 bis 0,317
Arthralgie vs psoriatisch 0,00943 0,0859 P > 0,05 -0,499 bis 0,518
Arthralgie vs enthesitisch -0,185 2,2 P > 0,05 -0,573 bis 0,204
Arthralgie vs keine Kategorie 0,0336 0,42 P>0,05 -0,337 bis 0,404
RA vs oligoart., pers. -0,281 5,64 P <0,01 -0,513 bis -0,0501
RA vs oligoart., ext. -0,315 4,65 P <0,05 -0,630 bis -0,000804
RA vs polyart., RF neg. -0,189 3,79 P > 0,05 -0,421 bis 0,0420
RA vs polyart., RF pos. -0,273 3,83 P> 0,05 -0,604 bis 0,0574
RA vs systemisch -0,29 5,28 P <0,05 -0,545 bis -0,0354
RA vs psoriatisch -0,214 2,37 P> 0,05 -0,635 bis 0,206
RA vs enthesitisch -0,409 7,23 P < 0,001 -0,671 bis -0,147
RA vs keine Kategorie -0,19 3,78 P> 0,05 -0,424 bis 0,0434
oligoart., pers. vs oligoart., ext. -0,0337 0,52 P > 0,05 -0,335 bis 0,267
oligoart., pers. vs polyart., RF neg. 0,0921 2,01 P> 0,05 -0,121 bis 0,305
oligoart., pers. vs polyart., RF pos. 0,00822 0,12 P > 0,05 -0,310 bis 0,326
oligoart., pers. vs systemisch -0,00863 0,168 P > 0,05 -0,247 bis 0,229
oligoart., pers. vs psoriatisch 0,067 0,758 P > 0,05 -0,343 bis 0,477
oligoart., pers. vs enthesitisch -0,127 24 P > 0,05 -0,373 bis 0,119
oligoart., pers. vs keine Kategorie 0,0912 1,96 P> 0,05 -0,124 bis 0,306
oligoart., ext. vs polyart., RF neg. 0,126 1,94 P>0,05 -0,175 bis 0,427
oligoart., ext. vs polyart., RF pos. 0,0419 0,508 P > 0,05 -0,341 bis 0,425
oligoart., ext. vs systemisch 0,0251 0,365 P > 0,05 -0,294 bis 0,344
oligoart., ext. vs psoriatisch 0,101 1,01 P > 0,05 -0,361 bis 0,563
oligoart., ext. vs enthesitisch -0,0934 1,33 P> 0,05 -0,419 bis 0,232
oligoart., ext. vs keine Kategorie 0,125 1,91 P > 0,05 -0,178 bis 0,428
polyart., RF neg. vs polyart., RF pos. -0,0839 1,22 P >0,05 -0,402 bis 0,234
polyart., RF neg. vs systemisch -0,101 1,96 P > 0,05 -0,339 bis 0,137
polyart., RF neg. vs psoriatisch -0,0251 0,284 P> 0,05 -0,435 bis 0,385
polyart., RF neg. vs enthesitisch -0,219 4,14 P > 0,05 -0,465 bis 0,0265
polyart., RF neg. vs keine Kategorie -0,000953 0,0205 P> 0,05 -0,216 bis 0,214
polyart., RF pos. vs systemisch -0,0168 0,233 P > 0,05 -0,352 bis 0,318
polyart., RF pos. vs psoriatisch 0,0588 0,576 P> 0,05 -0,414 bis 0,532
polyart., RF pos. vs enthesitisch -0,135 1,84 P > 0,05 -0,476 bis 0,205
polyart., RF pos. vs keine Kategorie 0,0829 1,2 P> 0,05 -0,237 bis 0,402
systemisch vs psoriatisch 0,0757 0,828 P > 0,05 -0,348 bis 0,499
systemisch vs enthesitisch -0,119 2,05 P > 0,05 -0,386 bis 0,149
systemisch vs keine Kategorie 0,0998 1,93 P > 0,05 -0,140 bis 0,340
psoriatisch vs enthesitisch -0,194 2,1 P> 0,05 -0,622 bis 0,234
psoriatisch vs keine Kategorie 0,0241 0,272 P > 0,05 -0,387 bis 0,436
enthesitisch vs keine Kategorie 0,218 4,08 P> 0,05 -0,0296 bis 0,466

Tabelle A20: Tukey-Test zum Vergleich aller Mittelwerte. Signifikante Unterschiede sind fett
hervorgehoben.
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BESTIMMUNG VON SERUM-IGG-ANTIKORPERN GEGEN REKOMBINANTE GPI bURCH ELISA

oligoartikuldr = polyartikular
L
2 = o 2 = § S Z ()

z 2 g 8 S % E & % |5

2 _‘E ® 8 2 8 % 5 £ £ g

s £ £ & % B ® & &4 5 82
Anzahl 11 9 34 45 15 46 13 35 7 27 45
Proben
Anzahl
Probanden 11 8 34 23 9 17 5 9 5 12 16

alle folgenden Werte (auer cv) in OD4s0 nm -630 nm

Minimum 0,3290 0,3880 0,1340 0,2560 0,3180 0,1460 0,2750 0,2620  0,2180 0,2460 0,1930
25% Perzentile | 0,4260 0,4705 0,4975 0,4400 0,4550 0,3820 0,3355 0,4020 0,2650 0,4640 0,3370
Median 0,6180 0,6240 0,6005 0,5690 0,5370 0,5630 0,4120 0,5030  0,4650 0,5820 0,4020
75% Perzentile | 0,7850 0,6420 0,8850 0,7100 0,5770 0,6965 0,4665 0,5560 0,6460 0,7420 0,5570
Maximum 0,8790 0,6570 1,096 1,059 1,017 @ 1,010 0,8070 1,107 [ 0,9790 0,9280 0,8380
Mittelwert 0,6207 0,5704 0,6371 0,5725 0,5351 0,5574 0,4228 0,5142  0,4963 0,5700 0,4524
sdv 0,1785 0,1005 0,2452 0,1773 0,1560 0,1979 0,1347 0,1694  0,2590 0,1834 0,1613
sem 0,0538 0,0335 0,0421 0,0264 0,0403 0,0292 0,0374 0,0286  0,0979 0,0353 0,0240
cv [%] 28,75 1763 38,49 30,97 29,15 3551 31,86 32,95 | 52,20 32,17 35,65
95% CI
untere Grenze | 0,5008 0,4932 0,5515 0,5193 0,4487 0,4986 0,3414 0,4560 0,2567 0,4974 | 0,4040
obere Grenze |0,7406 0,6477 0,7226 0,6258 0,6215 0,6162 0,5042 0,5724 0,7359 0,6425 0,5009

Tabelle A21: anti-GPI-IgG (ELISA) im Serum von Patienten mit verschiedenen Diagnosen.

sQ FG MQ Tabelle A22: Einfache Varianz-
zwischen den Gruppen 1,04 10 0,104 analyse zum Vergleich der Mittelwerte
. in den verschiedenen Patientengrup-
innerhalb der Gruppen 9.49 276 0,0344 pen. Mindestens zwei Mittelwerte sind
Gesamt 10,5 286 signifikant verschieden (p = 0,0011).

F P
3,04 0,0011

Gesund im Vgl. zu A Mittelwerte q p 95% CI A Mittelwerte
Arthralgie 0,0503 0,603 P >0.05 -0,178 bis 0,279
RA -0,0163 0,254 P >0.05 -0,193 bis 0,160
oligoartikular, persistent 0,0482 0,773 P>0.05 -0,123 bis 0,219
oligoartikular, extended 0,0856 1,16 P > 0.05 -0,116 bis 0,287
polyartikuladr, RF negativ 0,0634 1,02 P > 0.05 -0,107 bis 0,234
polyartikular, RF positiv 0,198 2,61 P >0.05 -0,0104 bis 0,406
systemisch 0,106 1,66 P >0.05 -0,0693 bis 0,282
psoriatisch 0,124 1,39 P >0.05 -0,121 bis 0,370
enthesitisch 0,0508 0,766 P >0.05 -0,131 bis 0,233
keine Kategorie 0,168 2,70 P >0.05 -0,00277 bis 0,339

Tabelle A23: Dunnett-Test zum Vergleich der Mittelwerte der verschiedenen Patientengruppen mit
der gesunden Kontrollgruppe. Kein statistisch signifikanter Unterschied.
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Vergleichspaar A Mittelwerte q p 95% CI A Mittelwerte
aesund vs Arthralaie 0.0503 0.853 P >0.05 -0.223 bis 0.323
gesund vs RA -0,0163 0,359 P > 0,05 -0,227 bis 0,194
gesund vs oligoart., pers. 0,0482 1,09 P > 0,05 -0,156 bis 0,253
gesund vs oligoart., ext. 0,0856 1,64 P > 0,05 -0,156 bis 0,327
gesund vs polyart., RF neg. 0,0634 1,44 P> 0,05 -0,141 bis 0,267
gesund vs polyart., RF pos. 0,198 3,69 P > 0,05 -0,0510 bis 0,447
gesund vs systemisch 0,106 2,35 P >0,05 -0,104 bis 0,317
gesund vs psoriatisch 0,124 1,96 P > 0,05 -0,169 bis 0,418
gesund vs enthesitisch 0,0508 1,08 P > 0,05 -0,167 bis 0,268
gesund vs keine Kategorie 0,168 3,82 P > 0,05 -0,0361 bis 0,373
Arthralgie vs RA -0,0666 1,36 P > 0,05 -0,294 bis 0,161
Arthralgie vs oligoart., pers. -0,00209 0,0436 P > 0,05 -0,224 bis 0,220
Arthralgie vs oligoart., ext. 0,0353 0,639 P > 0,05 -0,221 bis 0,292
Arthralgie vs polyart., RF neg. 0,0131 0,274 P> 0,05 -0,208 bis 0,235
Arthralgie vs polyart., RF pos. 0,148 2,60 P >0,05 -0,116 bis 0,411
Arthralgie vs systemisch 0,0562 1,15 P > 0,05 -0,171 bis 0,283
Arthralgie vs psoriatisch 0,0742 1,12 P> 0,05 -0,232 bis 0,380
Arthralgie vs enthesitisch 0,000481 0,00954 P> 0,05 -0,233 bis 0,234
Arthralgie vs keine Kategorie 0,118 2,47 P >0,05 -0,104 bis 0,340
RA vs oligoart., pers. 0,0645 217 P > 0,05 -0,0736 bis 0,203
RA vs oligoart., ext. 0,102 2,51 P> 0,05 -0,0865 bis 0,290
RA vs polyart., RF neg. 0,0797 2,69 P> 0,05 -0,0578 bis 0,217
RA vs polyart., RF pos. 0,214 5,01 P <0,05 0,0161 bis 0,412
RA vs systemisch 0,123 3,89 P> 0,05 -0,0235 bis 0,269
RA vs psoriatisch 0,141 2,59 P>0,05 -0,111 bis 0,393
RA vs enthesitisch 0,0671 1,99 P> 0,05 -0,0896 bis 0,224
RA vs keine Kategorie 0,185 6,20 P <0,01 0,0465 bis 0,323
oligoart., pers. vs oligoart., ext. 0,0374 0,957 P > 0,05 -0,144 bis 0,219
oligoart., pers. vs polyart., RF neg. 0,0152 0,552 P> 0,05 -0,112 bis 0,143
oligoart., pers. vs polyart., RF pos. 0,150 3,63 P> 0,05 -0,0416 bis 0,341
oligoart., pers. vs systemisch 0,0583 1,97 P > 0,05 -0,0787 bis 0,195
oligoart., pers. vs psoriatisch 0,0762 1,43 P > 0,05 -0,171 bis 0,323
oligoart., pers. vs enthesitisch 0,00257 0,0805 P > 0,05 -0,145 bis 0,151
oligoart., pers. vs keine Kategorie 0,120 4,35 P> 0,05 -0,00802 bis 0,248
oligoart., ext. vs polyart., RF neg. -0,0222 0,570 P> 0,05 -0,203 bis 0,158
oligoart., ext. vs polyart., RF pos. 0,112 2,26 P > 0,05 -0,118 bis 0,343
oligoart., ext. vs systemisch 0,0209 0,517 P > 0,05 -0,167 bis 0,208
oligoart., ext. vs psoriatisch 0,0388 0,647 P > 0,05 -0,239 bis 0,317
oligoart., ext. vs enthesitisch -0,0348 0,825 P >0,05 -0,231 bis 0,161
oligoart., ext. vs keine Kategorie 0,0827 2,12 P > 0,05 -0,0985 bis 0,264
polyart., RF neg. vs polyart., RF pos. 0,135 3,27 P> 0,05 -0,0563 bis 0,326
polyart., RF neg. vs systemisch 0,0431 1,47 P > 0,05 -0,0932 bis 0,179
polyart., RF neg. vs psoriatisch 0,0611 1,15 P>0,05 -0,185 bis 0,308
polyart., RF neg. vs enthesitisch -0,0126 0,396 P > 0,05 -0,160 bis 0,135
polyart., RF neg. vs keine Kategorie 0,105 3,82 P> 0,05 -0,0225 bis 0,232
polyart., RF pos. vs systemisch -0,0915 2,15 P > 0,05 -0,289 bis 0,106
polyart., RF pos. vs psoriatisch -0,0735 1,20 P> 0,05 -0,358 bis 0,211
polyart., RF pos. vs enthesitisch -0,147 3,33 P > 0,05 -0,352 bis 0,0580
polyart., RF pos. vs keine Kategorie -0,0297 0,718 P> 0,05 -0,221 bis 0,162
systemisch vs psoriatisch 0,0179 0,331 P > 0,05 -0,234 bis 0,270
systemisch vs enthesitisch -0,0557 1,66 P > 0,05 -0,211 bis 0,0999
systemisch vs keine Kategorie 0,0618 2,09 P > 0,05 -0,0752 bis 0,199
psoriatisch vs enthesitisch -0,0737 1,33 P> 0,05 -0,331 bis 0,184
psoriatisch vs keine Kategorie 0,0439 0,824 P > 0,05 -0,203 bis 0,291
enthesitisch vs keine Kategorie 0,118 3,68 P> 0,05 -0,0304 bis 0,265

Tabelle A24: Tukey-Test zum Vergleich aller Mittelwerte. Signifikante Unterschiede sind fett
hervorgehoben.
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BESTIMMUNG VON SERUM-IGG-ANTIKORPERN GEGEN REKOMBINANTE PGM DURCH ELISA

oligoartikuldr = polyartikular
=
2 c - E 2 § .":’ Z 2
T 3 $ ¢ % & :t § 3 | .8
i : ¢ § £ a 2 § £ 2¢
S & & & % B B 7 & 5 g8
‘;‘“zah' 11 9 34 45 15 45 13 35 7 27 45
roben
Anzahl
Probanden 11 8 34 23 9 17 5 9 5 12 16
alle folgenden Werte (auer cv) in OD4s0 nm -630 nm
Minimum 0,2770 0,2700  0,1540 0,2550 0,3080 0,1130 0,2250 0,2220 0,2110 0,2000 0,1640
25% Perzentile | 0,3640 0,47850,4145 0,4320 0,4010 0,3540 0,3535 0,3300 0,2160 0,3550 0,2840
Median 0,5670 0,5870 0,5320 0,5150 0,4990 0,4850 0,4190 0,4020 0,4470 0,4520 0,3850
75% Perzentile | 0,7580 0,7165 | 0,6470 0,6525 0,5820 0,6495 0,4520 0,5050 0,5490 0,5480 0,5205
Maximum 0,8160 0,8090 1,077 1,811 0,9090 1,042 0,4630 0,6000 0,8180 0,7970 0,8230
Mittelwert 0,5495 0,5809 0,5481 0,5713 0,5307 0,5305 0,3904 0,4071 0,4350 0,4556 0,4212
sdv 0,1894 0,1634  0,2147 0,2568 0,1784 0,2111 0,0779 0,1129 0,2215 0,1546 0,1818
sem 0,0571 0,0545 0,0368 0,0383 0,0461 0,0315 0,0216 0,0191 0,0837 0,0298 0,0271
cv [%] 34,47 28,13 § 39,18 4496 33,62 3980 19,94 27,75 50,93 33,94 @ 43,15
95% CI
untere Grenze | 0,4222 0,4553 0,4732 0,4942 0,4319 0,4670 0,3433 0,3683 0,2301 0,3944 0,3666
obere Grenze |0,6767 0,7065 0,6231 0,6485 0,6295 0,5939 0,4374 0,4459 0,6399 0,5167 0,4758
Tabelle A25: anti-PGM-IgG (ELISA) im Serum von Patienten mit verschiedenen Diagnosen.
sQ FG MQ Tabelle A26: Einfache Varianz-
zwischen den Gruppen 1,26 10 0,126 analyse zum Vergleich der Mittelwerte
. in den verschiedenen Patientengrup-
innerhalb der Gruppen 103 275 0.0374 pen. Mindestens zwei Mittelwerte sind
Gesamt 11,5 285 signifikant verschieden (p = 0,0004).
F P
3,36 0,0004
Gesund im Vgl. zu A Mittelwerte q p 95% CI A Mittelwerte
Arthralgie -0,0314 0,362 P> 0,05 -0,270 bis 0,207
RA 0,00131 0,0195 P > 0,05 -0,183 bis 0,185
oligoartikular, persistent -0,0219 0,336 P> 0,05 -0,200 bis 0,157
oligoartikular, extended 0,0188 0,245 P > 0,05 -0,192 bis 0,229
polyartikuladr, RF negativ 0,0190 0,292 P> 0,05 -0,159 bis 0,197
polyartikular, RF positiv 0,159 2,01 P > 0,05 -0,0582 bis 0,376
systemisch 0,142 2,13 P > 0,05 -0,0410 bis 0,326
psoriatisch 0,114 1,22 P> 0,05 -0,142 bis 0,371
enthesitisch 0,0939 1,36 P> 0,05 -0,0958 bis 0,284
keine Kategorie 0,128 1,97 P > 0,05 -0,0502 bis 0,307

Tabelle A27: Dunnett-Test zum Vergleich der Mittelwerte der verschiedenen Patientengruppen mit
der gesunden Kontrollgruppe. Kein statistisch signifikanter Unterschied.
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Vergleichspaar A Mittelwerte q p 95% CI A Mittelwerte
aesund vs Arthralaie -0.0314 0.512 P >0.05 -0.316 bis 0.253
gesund vs RA 0,00131 0,0276 P > 0,05 -0,219 bis 0,221
gesund vs oligoart., pers. -0,0219 0,476 P > 0,05 -0,235 bis 0,191
gesund vs oligoart., ext. 0,0188 0,346 P > 0,05 -0,233 bis 0,270
gesund vs polyart., RF neg. 0,0190 0,413 P> 0,05 -0,194 bis 0,232
gesund vs polyart., RF pos. 0,159 2,84 P > 0,05 -0,101 bis 0,419
gesund vs systemisch 0,142 3,01 P> 0,05 -0,0767 bis 0,361
gesund vs psoriatisch 0,114 1,73 P > 0,05 -0,192 bis 0,421
gesund vs enthesitisch 0,0939 1,92 P > 0,05 -0,133 bis 0,321
gesund vs keine Kategorie 0,128 2,79 P > 0,05 -0,0850 bis 0,341
Arthralgie vs RA 0,0327 0,639 P > 0,05 -0,205 bis 0,270
Arthralgie vs oligoart., pers. 0,00956 0,191 P> 0,05 -0,222 bis 0,241
Arthralgie vs oligoart., ext. 0,0502 0,871 P> 0,05 -0,217 bis 0,317
Arthralgie vs polyart., RF neg. 0,0504 1,01 P> 0,05 -0,181 bis 0,282
Arthralgie vs polyart., RF pos. 0,191 3,21 P> 0,05 -0,0843 bis 0,465
Arthralgie vs systemisch 0,174 3,40 P > 0,05 -0,0631 bis 0,411
Arthralgie vs psoriatisch 0,146 2,12 P> 0,05 -0,174 bis 0,465
Arthralgie vs enthesitisch 0,125 2,38 P > 0,05 -0,119 bis 0,369
Arthralgie vs keine Kategorie 0,160 3,20 P>0,05 -0,0718 bis 0,391
RA vs oligoart., pers. -0,0232 0,746 P > 0,05 -0,167 bis 0,121
RA vs oligoart., ext. 0,0175 0,413 P> 0,05 -0,179 bis 0,214
RA vs polyart., RF neg. 0,0177 0,569 P> 0,05 -0,126 bis 0,162
RA vs polyart., RF pos. 0,158 3,54 P > 0,05 -0,0489 bis 0,364
RA vs systemisch 0,141 4,29 P> 0,05 -0,0115 bis 0,294
RA vs psoriatisch 0,113 1,99 P>0,05 -0,150 bis 0,376
RA vs enthesitisch 0,0926 2,63 P> 0,05 -0,0708 bis 0,256
RA vs keine Kategorie 0,127 4,09 P> 0,05 -0,0171 bis 0,271
oligoart., pers. vs oligoart., ext. 0,0407 0,998 P > 0,05 -0,148 bis 0,230
oligoart., pers. vs polyart., RF neg. 0,0409 1,42 P> 0,05 -0,0928 bis 0,174
oligoart., pers. vs polyart., RF pos. 0,181 4,20 P> 0,05 -0,0186 bis 0,381
oligoart., pers. vs systemisch 0,164 5,33 P <0,05 0,0214 bis 0,307
oligoart., pers. vs psoriatisch 0,136 2,45 P > 0,05 -0,121 bis 0,394
oligoart., pers. vs enthesitisch 0,116 3,48 P > 0,05 -0,0385 bis 0,270
oligoart., pers. vs keine Kategorie 0,150 5,21 P <0,05 0,0165 bis 0,284
oligoart., ext. vs polyart., RF neg. 0,000200 0,00491 P> 0,05 -0,189 bis 0,189
oligoart., ext. vs polyart., RF pos. 0,140 2,71 P > 0,05 -0,0999 bis 0,380
oligoart., ext. vs systemisch 0,124 2,93 P > 0,05 -0,0720 bis 0,319
oligoart., ext. vs psoriatisch 0,0957 1,53 P > 0,05 -0,194 bis 0,386
oligoart., ext. vs enthesitisch 0,0751 1,71 P>0,05 -0,129 bis 0,279
oligoart., ext. vs keine Kategorie 0,109 2,69 P > 0,05 -0,0795 bis 0,298
polyart., RF neg. vs polyart., RF pos. 0,140 3,25 P> 0,05 -0,0595 bis 0,340
polyart., RF neg. vs systemisch 0,123 4,01 P > 0,05 -0,0194 bis 0,266
polyart., RF neg. vs psoriatisch 0,0955 1,72 P>0,05 -0,162 bis 0,353
polyart., RF neg. vs enthesitisch 0,0749 2,25 P> 0,05 -0,0794 bis 0,229
polyart., RF neg. vs keine Kategorie 0,109 3,79 P> 0,05 -0,0244 bis 0,243
polyart., RF pos. vs systemisch -0,0167 0,375 P > 0,05 -0,223 bis 0,189
polyart., RF pos. vs psoriatisch -0,0446 0,696 P > 0,05 -0,342 bis 0,253
polyart., RF pos. vs enthesitisch -0,0652 1,41 P > 0,05 -0,279 bis 0,149
polyart., RF pos. vs keine Kategorie -0,0308 0,716 P> 0,05 -0,230 bis 0,169
systemisch vs psoriatisch -0,0279 0,494 P > 0,05 -0,290 bis 0,234
systemisch vs enthesitisch -0,0485 1,38 P > 0,05 -0,211 bis 0,114
systemisch vs keine Kategorie -0,0142 0,460 P > 0,05 -0,157 bis 0,129
psoriatisch vs enthesitisch -0,0206 0,354 P> 0,05 -0,289 bis 0,248
psoriatisch vs keine Kategorie 0,0138 0,248 P > 0,05 -0,244 bis 0,271
enthesitisch vs keine Kategorie 0,0343 1,03 P > 0,05 -0,120 bis 0,189

Tabelle A28: Tukey-Test zum Vergleich aller Mittelwerte. Signifikante Unterschiede sind fett

hervorgehoben.
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BESTIMMUNG VON SERUM-IGG-ANTIKORPERN GEGEN REKOMBINANTE CKM DURCH ELISA

oligoartikuldr = polyartikular
=
2 = o 2 = § S Z ()
z D g 8 S % £ = = 5
© ©
S & & & % B B 7 & 5 g8
‘;‘“zah' 11 9 34 45 15 45 13 35 7 27 45
roben
Anzahl
Probanden 11 8 34 23 9 17 5 9 5 12 16
alle folgenden Werte (auer cv) in OD4s0 nm -630 nm
Minimum 0,2750 0,2850 0,1480 0,0 0,2040 0,1310 0,2100 0,0960 0,1930 0,2220 0,0920
25% Perzentile | 0,3390 0,44750,4390 0,4195 0,3400 0,3090 0,3075 0,2800 0,2150 0,3110 0,2665
Median 0,6000 0,5580  0,5705 0,4940 0,4870 0,5710 0,3760 0,3840 0,4690 0,4730 0,3450
75% Perzentile | 0,8290 0,7020 | 0,8165 0,6290 0,5530 0,6980 0,4845 0,5290 0,4780 0,5600 0,5680
Maximum 0,8850 0,7110 1,435 1,006 0,8930 0,9750 0,5900 0,7100 0,6630 1,261 1,060
Mittelwert 0,6055 0,5451  0,6058 0,5168 0,4923 0,5317 0,3924 0,3992 0,3870 0,4810 0,4344
sdv 0,2245 0,1450 0,2346 0,1877 0,1981 0,2199 0,1117 0,1557 0,1805 0,2288 0,2381
sem 0,0677 0,0483 0,0402 0,0280 0,0512 0,0328 0,0310 0,0263 0,0682 0,0440 0,0355
cv [%] 37,07 26,60 @ 38,72 36,32 40,24 41,36 28,47 38,99 46,63 47,56 | 54,80
95% CI
untere Grenze | 0,4547 0,4336 0,5240 0,4604 0,3826 0,4656 0,3249 0,3458 0,2201 0,3905 0,3629
obere Grenze |0,7564 0,6566 | 0,6876 0,5732 0,6020 0,5978 0,4599 0,4527 0,5539 0,5715 0,5059
Tabelle A29: anti-CKM-IgG (ELISA) im Serum von Patienten mit verschiedenen Diagnosen.
sQ FG MQ Tabelle A30: Einfache Varianz-
zwischen den Gruppen 1,37 10 0,137 analyse zum Vergleich der Mittelwerte
. in den verschiedenen Patientengrup-
innerhalb der Gruppen 1.7 275 0.0427 pen. Mindestens zwei Mittelwerte sind
Gesamt 13,1 285 signifikant verschieden (p = 0,0007).
F P
3,20 0,0007
Gesund im Vgl. zu A Mittelwerte q p 95% CI A Mittelwerte
Arthralgie 0,0604 0,651 P> 0,05 -0,194 bis 0,315
RA -0,000249 0,00347 P > 0,05 -0,197 bis 0,196
oligoartikular, persistent 0,0887 1,28 P>0,05 -0,102 bis 0,279
oligoartikular, extended 0,113 1,38 P > 0,05 -0,112 bis 0,338
polyartikuladr, RF negativ 0,0738 1,06 P > 0,05 -0,117 bis 0,264
polyartikular, RF positiv 0,213 2,52 P > 0,05 -0,0191 bis 0,445
systemisch 0,206 2,89 P <0,05 0,0104 bis 0,402
psoriatisch 0,219 2,19 P > 0,05 -0,0555 bis 0,493
enthesitisch 0,125 1,69 P > 0,05 -0,0782 bis 0,327
keine Kategorie 0,171 2,46 P > 0,05 -0,0195 bis 0,362

Tabelle A31: Dunnett-Test zum Vergleich der Mittelwerte der verschiedenen

Patientengruppen mit

der gesunden Kontrollgruppe. Die systemische JIA unterscheidet sich signifikant von der gesunden
Kontrollgruppe (p < 0,05).
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Vergleichspaar A Mittelwerte q p 95% CI A Mittelwerte
aesund vs Arthralaie 0.0604 0.920 P >0.05 -0.244 bis 0.365
gesund vs RA -0,000249 0,00491 P> 0,05 -0,235 bis 0,235
gesund vs oligoart., pers. 0,0887 1,81 P> 0,05 -0,139 bis 0,317
gesund vs oligoart., ext. 0,113 1,95 P > 0,05 -0,156 bis 0,382
gesund vs polyart., RF neg. 0,0738 1,50 P > 0,05 -0,154 bis 0,302
gesund vs polyart., RF pos. 0,213 3,56 P > 0,05 -0,0643 bis 0,491
gesund vs systemisch 0,206 4,09 P>0,05 -0,0278 bis 0,440
gesund vs psoriatisch 0,219 3,09 P> 0,05 -0,109 bis 0,546
gesund vs enthesitisch 0,125 2,38 P >0,05 -0,118 bis 0,367
gesund vs keine Kategorie 0,171 3,48 P > 0,05 -0,0567 bis 0,399
Arthralgie vs RA -0,0607 1,11 P > 0,05 -0,315 bis 0,193
Arthralgie vs oligoart., pers. 0,0283 0,531 P > 0,05 -0,219 bis 0,276
Arthralgie vs oligoart., ext. 0,0528 0,858 P> 0,05 -0,233 bis 0,338
Arthralgie vs polyart., RF neg. 0,0134 0,251 P > 0,05 -0,234 bis 0,261
Arthralgie vs polyart., RF pos. 0,153 2,41 P >0,05 -0,141 bis 0,446
Arthralgie vs systemisch 0,146 2,67 P > 0,05 -0,107 bis 0,399
Arthralgie vs psoriatisch 0,158 2,15 P >0,05 -0,183 bis 0,499
Arthralgie vs enthesitisch 0,0641 1,14 P > 0,05 -0,197 bis 0,325
Arthralgie vs keine Kategorie 0,111 2,08 P>0,05 -0,137 bis 0,358
RA vs oligoart., pers. 0,0890 2,68 P > 0,05 -0,0649 bis 0,243
RA vs oligoart., ext. 0,114 2,51 P > 0,05 -0,0964 bis 0,323
RA vs polyart., RF neg. 0,0741 2,23 P> 0,05 -0,0798 bis 0,228
RA vs polyart., RF pos. 0,213 4,48 P> 0,05 -0,00746 bis 0,434
RA vs systemisch 0,207 5,87 P <0,01 0,0435 bis 0,370
RA vs psoriatisch 0,219 3,61 P> 0,05 -0,0623 bis 0,500
RA vs enthesitisch 0,125 3,31 P> 0,05 -0,0498 bis 0,299
RA vs keine Kategorie 0,171 5,16 P <0,05 0,0175 bis 0,325
oligoart., pers. vs oligoart., ext. 0,0245 0,563 P > 0,05 -0,177 bis 0,226
oligoart., pers. vs polyart., RF neg. -0,0149 0,484 P > 0,05 -0,158 bis 0,128
oligoart., pers. vs polyart., RF pos. 0,124 2,70 P > 0,05 -0,0889 bis 0,338
oligoart., pers. vs systemisch 0,118 3,57 P > 0,05 -0,0351 bis 0,270
oligoart., pers. vs psoriatisch 0,130 2,19 P > 0,05 -0,145 bis 0,405
oligoart., pers. vs enthesitisch 0,0358 1,01 P> 0,05 -0,129 bis 0,201
oligoart., pers. vs keine Kategorie 0,0824 2,68 P > 0,05 -0,0604 bis 0,225
oligoart., ext. vs polyart., RF neg. -0,0394 0,906 P > 0,05 -0,241 bis 0,162
oligoart., ext. vs polyart., RF pos. 0,0999 1,80 P > 0,05 -0,157 bis 0,357
oligoart., ext. vs systemisch 0,0930 2,06 P> 0,05 -0,116 bis 0,302
oligoart., ext. vs psoriatisch 0,105 1,57 P > 0,05 -0,205 bis 0,415
oligoart., ext. vs enthesitisch 0,0113 0,239 P > 0,05 -0,207 bis 0,229
oligoart., ext. vs keine Kategorie 0,0579 1,33 P > 0,05 -0,144 bis 0,260
polyart., RF neg. vs polyart., RF pos. 0,139 3,03 P>0,05 -0,0739 bis 0,353
polyart., RF neg. vs systemisch 0,132 4,02 P > 0,05 -0,0202 bis 0,285
polyart., RF neg. vs psoriatisch 0,145 2,44 P>0,05 -0,130 bis 0,420
polyart., RF neg. vs enthesitisch 0,0507 1,43 P > 0,05 -0,114 bis 0,216
polyart., RF neg. vs keine Kategorie 0,0973 3,16 P > 0,05 -0,0455 bis 0,240
polyart., RF pos. vs systemisch -0,00684 0,144 P > 0,05 -0,227 bis 0,213
polyart., RF pos. vs psoriatisch 0,00538 0,0786 P> 0,05 -0,312 bis 0,323
polyart., RF pos. vs enthesitisch -0,0886 1,80 P > 0,05 -0,317 bis 0,140
polyart., RF pos. vs keine Kategorie -0,0420 0,913 P > 0,05 -0,255 bis 0,171
systemisch vs psoriatisch 0,0122 0,202 P > 0,05 -0,268 bis 0,293
systemisch vs enthesitisch -0,0818 2,19 P> 0,05 -0,255 bis 0,0917
systemisch vs keine Kategorie -0,0352 1,07 P > 0,05 -0,188 bis 0,117
psoriatisch vs enthesitisch -0,0940 1,52 P > 0,05 -0,381 bis 0,193
psoriatisch vs keine Kategorie -0,0474 0,799 P > 0,05 -0,323 bis 0,228
enthesitisch vs keine Kategorie 0,0466 1,31 P > 0,05 -0,118 bis 0,211

Tabelle A32: Tukey-Test zum Vergleich aller Mittelwerte. Signifikante Unterschiede sind fett
hervorgehoben.
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BESTIMMUNG VON SERUM-IGG-ANTIKORPERN GEGEN DIE KOMMERZIELLE GPI-
AUFREINIGUNG DURCH ELISA

oligoartikuldar = polyartikular
L
.q_, ‘E o] :E 2 § -5 .§ .g
o o K] ) ) = = 2 = g
c © 7 T @ o £ s H P )
= < [ ) (= Q - = < c 9
8§ T £ § ¥ & & 28 T 35
o < o ) (14 (14 1) =% o x X
Anzahl 11 9 30 43 14 44 13 35 7 2% | 43
Proben
Anzahl
Probanden 11 8 30 22 8 17 5 9 5 12 15
alle folgenden Werte (auBer cv) in OD4s50 nm -630 nm
Minimum 0,1690 0,1780 0,0780 -0,0400 0,0210 0,0150 0,1500 -0,0090 0,0900 0,0660 0,0140
25% Perzentile | 0,2060 0,1830 | 0,2155 0,1800 0,1825 0,1570 0,1695 0,1430 0,1230 0,2040 0,1340
Median 0,3280 0,3100  0,3150 0,2790 0,2555 0,2490 0,2380 0,2180 0,2690 0,3175 0,1790
75% Perzentile | 0,3880 0,4515 0,4545 0,3800 0,4070 0,3795 0,3035 0,3200 0,4000 0,4695 0,2900
Maximum 0,5290 0,5440 1,035 0,7840 0,9660 0,8610 0,3730 0,5280 0,7750 0,6310 0,5120
Mittelwert 0,3141 0,3236 0,3908 0,2936 0,3158 0,2827 0,2452 0,2314 0,2959 0,3322 0,2089
sdv 0,1120 0,1412 0,2509 0,1583 0,2244 0,1758 0,0711 0,1386 0,2370 0,1550 0,1092
sem 0,0338 0,0471 10,0458 0,0241 0,0600 0,0265 0,0197 0,0234 0,0896 0,0304 0,0167
cv [%] 35,65 4364 64,19 53,92 71,07 62,18 28,98 59,91 80,09 46,68 | 52,26
95% CI
untere Grenze | 0,2389 0,2150 0,2971 0,2449 0,1862 0,2293 0,2022 0,1838 0,0767 0,2695 0,1753
obere Grenze |0,3893 0,4321 10,4845 0,3423 0,4454 0,3361 0,2881 0,2790 0,5150 0,3948 0,2425

Tabelle A33: 19G, das an die kommerzielle GPI-Aufreinigung bindet (ELISA), im Serum von Patienten
mit verschiedenen Diagnosen.

sQ FG Ma Tabelle A34: Einfache Varianz-
zwischen den Gruppen 0,804 10 0,0804 analyse zum Vergleich der Mittelwerte
. in den verschiedenen Patientengrup-
innerhalb der Gruppen 7,30 264 0.0276 pen. Mindestens zwei Mittelwerte sind
Gesamt 8,10 274 signifikant verschieden (p = 0,0018).

F p
2,91 0,0018

Gesund im Vgl. zu A Mittelwerte q p 95% CI A Mittelwerte
Arthralgie -0,00946 0,127 P > 0,05 -0,215 bis 0,196
RA -0,0767 1,31 P > 0,05 -0,238 bis 0,0841
oligoartikular, persistent 0,0205 0,364 P>0,05 -0,134 bis 0,175
oligoartikular, extended -0,00169 0,0253 P > 0,05 -0,186 bis 0,182
polyartikuladr, RF negativ 0,0314 0,56 P > 0,05 -0,122 bis 0,185
polyartikular, RF positiv 0,0689 1,01 P > 0,05 -0,118 bis 0,256
systemisch 0,0827 1,44 P > 0,05 -0,0750 bis 0,240
psoriatisch 0,0182 0,227 P> 0,05 -0,202 bis 0,239
enthesitisch -0,0181 0,302 P > 0,05 -0,182 bis 0,146
keine Kategorie 0,105 1,87 P > 0,05 -0,0490 bis 0,259

Tabelle A35: Dunnett-Test zum Vergleich der Mittelwerte der verschiedenen Patientengruppen mit
der gesunden Kontrollgruppe. Kein statistisch signifikanter Unterschied.
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Vergleichspaar A Mittelwerte q p 95% CI A Mittelwerte
aesund vs Arthralaie -0.00946 0.179 P >0.05 -0.254 bis 0.236
gesund vs RA -0,0767 1,85 P> 0,05 -0,269 bis 0,115
gesund vs oligoart., pers. 0,0205 0,515 P> 0,05 -0,164 bis 0,205
gesund vs oligoart., ext. -0,00169 0,0358 P > 0,05 -0,221 bis 0,218
gesund vs polyart., RF neg. 0,0314 0,792 P > 0,05 -0,152 bis 0,215
gesund vs polyart., RF pos. 0,0689 1,43 P > 0,05 -0,154 bis 0,292
gesund vs systemisch 0,0827 2,04 P>0,05 -0,106 bis 0,271
gesund vs psoriatisch 0,0182 0,321 P> 0,05 -0,245 bis 0,282
gesund vs enthesitisch -0,0181 0,427 P> 0,05 -0,214 bis 0,178
gesund vs keine Kategorie 0,105 2,65 P > 0,05 -0,0790 bis 0,289
Arthralgie vs RA -0,0673 1,51 P> 0,05 -0,274 bis 0,140
Arthralgie vs oligoart., pers. 0,0299 0,694 P > 0,05 -0,170 bis 0,230
Arthralgie vs oligoart., ext. 0,00777 0,155 P >0,05 -0,225 bis 0,241
Arthralgie vs polyart., RF neg. 0,0409 0,95 P > 0,05 -0,159 bis 0,240
Arthralgie vs polyart., RF pos. 0,0784 1,54 P> 0,05 -0,158 bis 0,315
Arthralgie vs systemisch 0,0922 2,1 P > 0,05 -0,112 bis 0,296
Arthralgie vs psoriatisch 0,0277 0,467 P> 0,05 -0,247 bis 0,302
Arthralgie vs enthesitisch -0,0086 0,189 P > 0,05 -0,219 bis 0,202
Arthralgie vs keine Kategorie 0,115 2,66 P> 0,05 -0,0852 bis 0,314
RA vs oligoart., pers. 0,0972 3,48 P > 0,05 -0,0325 bis 0,227
RA vs oligoart., ext. 0,075 1,97 P >0,05 -0,101 bis 0,251
RA vs polyart., RF neg. 0,108 3,88 P> 0,05 -0,0209 bis 0,237
RA vs polyart., RF pos. 0,146 3,73 P> 0,05 -0,0353 bis 0,327
RA vs systemisch 0,159 5,45 P <0,01 0,0238 bis 0,295
RA vs psoriatisch 0,095 1,92 P >0,05 -0,134 bis 0,324
RA vs enthesitisch 0,0587 1,86 P> 0,05 -0,0874 bis 0,205
RA vs keine Kategorie 0,182 6,5 P < 0,001 0,0522 bis 0,312
oligoart., pers. vs oligoart., ext. -0,0222 0,612 P > 0,05 -0,190 bis 0,146
oligoart., pers. vs polyart., RF neg. 0,0109 0,433 P > 0,05 -0,106 bis 0,128
oligoart., pers. vs polyart., RF pos. 0,0485 1,3 P > 0,05 -0,124 bis 0,221
oligoart., pers. vs systemisch 0,0623 2,33 P > 0,05 -0,0618 bis 0,186
oligoart., pers. vs psoriatisch -0,00223 0,0465 P > 0,05 -0,224 bis 0,220
oligoart., pers. vs enthesitisch -0,0385 1,32 P> 0,05 -0,174 bis 0,0969
oligoart., pers. vs keine Kategorie 0,0847 3,34 P > 0,05 -0,0328 bis 0,202
oligoart., ext. vs polyart., RF neg. 0,0331 0,917 P > 0,05 -0,134 bis 0,200
oligoart., ext. vs polyart., RF pos. 0,0706 1,56 P > 0,05 -0,139 bis 0,281
oligoart., ext. vs systemisch 0,0844 2,27 P> 0,05 -0,0880 bis 0,257
oligoart., ext. vs psoriatisch 0,0199 0,366 P > 0,05 -0,232 bis 0,272
oligoart., ext. vs enthesitisch -0,0164 0,42 P > 0,05 -0,197 bis 0,164
oligoart., ext. vs keine Kategorie 0,107 2,95 P > 0,05 -0,0609 bis 0,275
polyart., RF neg. vs polyart., RF pos. 0,0376 1,01 P>0,05 -0,135 bis 0,210
polyart., RF neg. vs systemisch 0,0513 1,93 P > 0,05 -0,0721 bis 0,175
polyart., RF neg. vs psoriatisch -0,0132 0,275 P> 0,05 -0,235 bis 0,209
polyart., RF neg. vs enthesitisch -0,0494 1,7 P > 0,05 -0,184 bis 0,0854
polyart., RF neg. vs keine Kategorie 0,0738 2,93 P > 0,05 -0,0431 bis 0,191
polyart., RF pos. vs systemisch 0,0138 0,361 P > 0,05 -0,163 bis 0,191
polyart., RF pos. vs psoriatisch -0,0507 0,92 P> 0,05 -0,306 bis 0,205
polyart., RF pos. vs enthesitisch -0,087 2,18 P > 0,05 -0,272 bis 0,0982
polyart., RF pos. vs keine Kategorie 0,0362 0,974 P > 0,05 -0,136 bis 0,209
systemisch vs psoriatisch -0,0645 1,32 P > 0,05 -0,290 bis 0,161
systemisch vs enthesitisch -0,101 3,31 P> 0,05 -0,242 bis 0,0404
systemisch vs keine Kategorie 0,0225 0,839 P > 0,05 -0,102 bis 0,147
psoriatisch vs enthesitisch -0,0363 0,725 P > 0,05 -0,268 bis 0,196
psoriatisch vs keine Kategorie 0,087 1,81 P > 0,05 -0,135 bis 0,309
enthesitisch vs keine Kategorie 0,123 4,22 P > 0,05 -0,0122 bis 0,259

Tabelle A36: Tukey-Test zum Vergleich aller Mittelwerte. Signifikante Unterschiede sind fett
hervorgehoben.
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VERGLEICH DER IGG-ANTIKORPER-KONZENTRATIONEN IN SERUM UND SF

Serum SF
Proben 28 8
ersgrliden ey 27
alle folgenden Werte (auBer cv) in
OD450 nm -630 nm

Minimum -0,044 0,004
25% Perzentile 0,094 0,071
Median 0,23 0,17
75% Perzentile 0,53 0,36
Maximum 1,7 1,0
Mittelwert 0,35 0,28
sdv 0,32 0,30
sem 0,019 0,048
cv [%] 92,34 104,54
95% ClI

untere Grenze 0,31 0,19
obere Grenze 0,39 0,38

Serum SF
A w
Anzahl 149 28
Probanden
alle folgenden Werte (auBer cv) in
OD450 nm

Minimum 0,13 0,14
25% Perzentile 0,40 0,22
Median 0,53 0,35
75% Perzentile 0,65 0,54
Maximum 1,1 0,79
Mittelwert 0,54 0,39
sdv 0,19 0,19
sem 0,011 0,030
cv [%] 35,35 49,08
95% ClI

untere Grenze 0,52 0,32
obere Grenze 0,57 0,45

Tabelle 37: anti-BSA-lgG-Konzentration (ELISA) in Serum
und SF Die Mittelwerte unterscheiden sich nicht statistisch
signifikant (p = 0,2446).

Tabelle A38: anti-GPI-lgG-Konzentration (ELISA) in Serum
und SF Die Mittelwerte unterscheiden sich statistisch
signifikant (p < 0,0001).
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Serum SF

Anzahl

Proben 286 39
Anzahl

Probanden 1) 28

alle folgenden Werte (auBer cv) in
ODu450 nm

Minimum 0,11 0,076
25% Perzentile 0,36 0,22
Median 0,46 0,26
75% Perzentile 0,60 0,47
Maximum 1,8 0,70
Mittelwert 0,49 0,34
sdv 0,20 0,16
sem 0,012 0,026
cv [%] 40,79 48,76
95% CI

untere Grenze 0,47 0,28
obere Grenze 0,52 0,39

Serum SF

Anzahl

Proben 280 39
Anzahl

Probanden e 28

alle folgenden Werte (auBer cv) in
ODu450 nm

Minimum 0,0 0,13
25% Perzentile 0,33 0,18
Median 0,47 0,31
75% Perzentile 0,62 0,49
Maximum 1,3 0,97
Mittelwert 0,49 0,35
sdv 0,21 0,20
sem 0,013 0,031
cv [%] 43,48 56,77
95% ClI

untere Grenze 0,47 0,28
obere Grenze 0,52 0,41
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Tabelle A39: anti-PGM-IgG-Konzentration (ELISA) in Serum
und SF Die Mittelwerte unterscheiden sich statistisch
signifikant (p < 0,0001).

Tabelle A40: anti-CKM-IgG-Konzentration (ELISA) in Serum
und SF Die Mittelwerte unterscheiden sich statistisch
signifikant (p < 0,0001).
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Serum SF

Anzahl

Proben 275 38
Anzahl

Probanden ez 27

alle folgenden Werte (auBer cv) in
ODu450 nm

Minimum -0,04 0,059
25% Perzentile 0,17 0,087
Median 0,26 0,13
75% Perzentile 0,37 0,27
Maximum 1,0 0,67
Mittelwert 0,29 0,20
sdv 0,17 0,16
sem 0,010 0,025
cv [%] 60,20 77,97
95% CI

untere Grenze 0,27 0,15
obere Grenze 0,31 0,25

Tabelle A41: Konzentration von IgG, das an die
kommerzielle GPI-Aufreinigung bindet, (ELISA) in Serum und
SF Die Mittelwerte unterscheiden sich statistisch signifikant
(p <0,0041).
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9.2 Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse

Serum-GPI-Aktivitat systemische JIA > gesunde Kontrollpersonen p<0,01"
Literaturwert p = 0,01382
Arthralgie p <0,05°
RA p<0,01°
persistierend oligoartikulare JIA | p < 0,01°
erweitert oligoartikulare JIA p<0,01°
RF negative, polyartikulare JIA p <0,001°
Enthesitis-assoziierte JIA p <0,001°
nicht kategorisierbare JIA p < 0,001°
Serum-GPI-Aktivitdt < SF-GPI-Aktivitat
Korrelationen
Serum-GPI-Aktivitat SF-GPI-Aktivitat nicht korreliert
CRP korreliert rs = 0,4821
BSG korreliert rs = 0,3877
SF-GPI-Aktivitat CRP korreliert rs = 0,7064
BSG korreliert rs = 0,4956
Serum-GPI-Aktivitat Serum-Hb nicht korreliert
Serum-LDH nicht korreliert
SF-GPI-Aktivitat SF-LDH korreliert rs = 0,9265

Tabelle A42: Zusammenfassung der Ergebnisse der GPI-Aktivitatsmessungen. 'Dunnett-Test, %-Test,
*Tukey-Test.

anti-GPI-igG  Serum Psoriasis JIA > gesund p <0,05'
RA p<0,01°

persistierend oligoartikulare JIA p < 0,05°

RF positive, polyartikulare JIA p <0,05°

nicht kategorisierbare JIA p <0,05°

Enthesitis-asso. JJA > RA p <0,01°

persistierend oligoartikulare JIA p < 0,05°

Seum s o

kein Unterschied bei verschiedenen Patientengruppen

anti-CKM-lgG kein Unterschied oder Korrelation zwischen Serum- und SF-Werten

kein Unterschied bei verschiedenen Patientengruppen,

anti-PGM-lgG kein Unterschied und keine Korrelation bei Serum- und SF-Werten

Korrelationen

lgG-Antikorper aller .1 orreliert mit GPI-Aktivitat, CRP oder BSG

weder Serum- noch SF-Werte

drei Spezifitaten

Tabelle A43: Zusammenfassung der Ergebnisse der densitometrisch-ausgewerteten Immunoblots.
'Dunnett-Test, 3Tukey-Test.
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anti-BSA-IgG
ANOVA | p < 0,0004
gesund verschiedene Patientengruppen | kein Unterschied'
RA < pers. oligoartikulare JIA p<0,01°
erweitert oligoartikulare JIA p <0,05°
systemische JIA p <0,05°
Enthesitis-assoziierte JIA p < 0,001°
anti-GPI-lgG
ANOVA | p < 0,0011
gesund verschiedene Patientengruppen | kein Unterschied’
RA >  RF positive, polyartikulare JIA p < 0,05°
nicht kategorisierbare JIA p < 0,01°
anti-PGM-IgG
ANOVA | p < 0,0004
gesund verschiedene Patientengruppen | kein Unterschied'
pers. oligoartikulare JIA >  systemische JIA p <0,05°
nicht kategorisierbare JIA p <0,05°
anti-CKM-IgG
ANOVA | p < 0,0007
gesund >  systemische JIA p<0,05'
RA >  systemische JIA p<0,01°
nicht kategorisierbare JIA p < 0,05°
IgG gegen kommerzielle GPI-Aufreinigung
ANOVA | p < 0,0018
gesund verschiedene Patientengruppen | kein Unterschied'
RA >  systemische JIA p<0,01°
nicht kategorisierbare JIA p <0,001°

Tabelle A44: Zusammenfassung der Ergebnisse der ELISA-Ergebnisse I. 'Dunnett-Test, 3Tukey-Test.
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Vergleich Serum und SF

Korrelation zusammengehoriger
Serum- und SF-Proben

anti-BSA-IgG p= 0,2446° positiv korreliert
anti-GPI-IgG SF niedriger p < 0,00012 positiv korreliert
anti-PGM-IgG SF niedriger p < 0,00012 schwach positiv korreliert
anti-CKM-IgG SF niedriger  p <0,0001%> | positiv korreliert
IlgG gegen GPI-Aufreinigung SF niedriger p= 0,00412 nicht korreliert
Korrelationen
SF- GPI-Aktivitat SF anti-GPI-IgG rs = 0,3884
SF IgG gegen GPI-Aufreinigung rs = 0,4008
BSG SF anti-PGM-IgG rs =0,7334
SF anti-GPI-IgG rs =0,8167
SF IgG gegen GPI-Aufreinigung rs = 0,7584

keine weiteren Korrelationen mit rs > |0,2|

Tabelle A45: Zusammenfassung der Ergebnisse der ELISA-Ergebnisse Il. ’t-Test.
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