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1. Zusammenfassung

1.1 Pravalenz der Progranulin-Autoantikorper bei seropositiver und
seronegativer rheumatoider Arthritis

In dieser Studie wurde eine reprasentative Kohorte von Patienten mit rheumatoider
Arthritis auf Serum Progranulin-Antikérper untersucht und ausfuhrlich charakterisiert.
Dabei fokussiert die Arbeit zum einen die Bestimmung der Pravalenz jener
Autoantikdrper und zum anderen eventuelle Korrelationen mit Serostatus,
Krankheitsverlauf und Krankheitsaktivitat. Wahrend fur den Rheumafaktor und die anti-
CCP eine prognostische Relevanz bekannt ist, wurde der Progranulin-Antikérper in

Zusammenhang mit der rheumatoiden Arthritis bisher kaum beleuchtet.

Im Zeitraum von November 2011 bis Marz 2014 wurden Seren von insgesamt n = 317
Patienten sowohl aus der rheumatologischen Ambulanz der Universitatsklinik des
Saarlandes als auch der rheumatologischen Praxis in Berlin-Lichtenberg (Fr. Dr. Zinke)
gesammelt. Der Progranulin-Antikorperstatus wurde mittels standardisiertem ELISA
ermittelt; durch retrospektive Aktenanalyse wurden Krankheitsaktivitat (Erosionen,
Larsen Score, DAS28 Score, Health Assessment Questionaire), Krankheitsdauer,
Serostatus (Rheumafaktor und anti-CCP), Therapieregime (Basistherapie und TNFa
Inhibition), Alter und Geschlecht dokumentiert. Die statistische Auswertung erfolgte
unter Zuhilfenahme des Student's t-test, des x?test sowie in Einzelfallen der

multivariaten logistischen Regressionsanalyse.

Die Ergebnisse unserer Auswertung zeigen eine Pravalenz des Progranulin-
Antikérpers von 26.6 % (81 von 305). Die Subgruppenanalyse zeigt ein
Uberproportionales Auftreten in den Gruppen ,mannliches Geschlecht® (31.1%;
p=0.001), ,erosiver Verlauf (28.4%; p=0.026) und ,positiver Rheumafaktor® (28.0%;
p=0.001); auch ein hoherer DAS28 Score ist statistisch signifikant mit einem
Progranulin-Antikbrpernachweis verknupft (DAS 28: 3.48 vs. 3.87; p=0.041). Ein
Vergleich mit dem Serostatus (Rheumafaktor und anti-CCP) zeigt, dass 26.8% (11 von
41) der Patienten mit seronegativer rheumatoider Arthritis einen positiven Progranulin
Antikdrper aufweisen. Bezogen auf eine Therapie mit TNFa-Inhibitoren korrelieren in
der univariaten Analyse ein positiver Progranulin-Antikdrper, ein erosiver Verlauf, ein

DAS28 = 3.2, positive Rheumafaktoren, positive anti-CCP sowie positives Serum

1



TNFa mit einem TNFa-Inhibitor Therapieversagen. Von den letztgenannten Faktoren
werden in der Regressionsanalyse ein DAS 28 = 3.2, eine erosive Gelenkbeteiligung
sowie positive anti-CCP als statistisch signifikante und unabhangige Parameter
evaluiert, welche haufiger bei Patienten mit Therapieversagen unter TNFa-Inhibitoren
auftreten. Das vorliegende Studiendesign erlaubt allerdings keine Aussagen zum

pradiktiven Wert der Progranulin-Antikorper hinsichtlich Therapieversagen.

Die vorliegenden Daten legen zum einen nahe, dass Progranulin-Antikorper bei
seronegativen Patienten (Rheumafaktor sowie anti-CCP negativ) diagnostische
Bedeutung haben kdonnen und zeigen zudem eine hohere Pravalenz bei Patienten mit
schlechter Prognose (DAS28 = 3.2, positiver Rheumafaktor, erosiver Verlauf und
TNFa-Inhibitor Therapieversagen). Weitere Studien mit hoheren Fallzahlen und
prospektivem Studiendesign waren wiinschenswert, um die vorliegenden Ergebnisse
zu bestatigen und die prognostische Relevanz der Progranulin-Antikdrper bei

rheumatoider Arthritis zu untersuchen.



1.2 Prevalence of progranulin autoantibodies in seropositive and
seronegative rheumatoid arthritis

In this study a represantitive cohort of patients with rheumatoid arthritis was tested for
progranulin antibodies and characterised in detail. The focus of this work is to establish
the prevalence of progranulin antibodies and its possible correlations with serostatus,
course of disease and disease activity. While prognostic relevance has been proven
for rheumatoid factor and anti-CCP, little is known about the relation between

progranulin antibodies and rheumatoid arthritis.

Sera from n = 317 patients were collected from november 2011 to march 2014 at
Saarland University medical center (department for rheumatology) and at the
rheumatologic practice in Berlin-Lichtenberg (Dr. Zinke). The progranulin antibody-
status was determined with standartised ELISA while disease activity (erosion, Larsen
score, DAS28 score and health assessemtn questionaire), disease duration,
serostatus (rheumatoid factor and anti-CCP), therapy regime (basis therapy and TNFa-
inhibition), age and sex were documented through retrospective record analysis.
Statistic evaluation was conducted by student’s t-test, x? test and in particular cases

by multivariate logistic regression analysis.

Our results show a prevalence for progranulin antibodies of 26.6% in total (81 of 305).
Subgroup analysis indicates higher occurrence in the following groups: male sex
(31.1%; p=0.001), erosive course of disease (28.4%; p=0.026) and higher DAS28
score (DAS28: 3.48 vs. 3.87; p=0.041). Compared to serostatus (rheumatoid factor
and anti-CCP) 26.8% (11 of 41) of the patients with seronegative rheumatoid arthritis
show a positive progranulin antibody. Referring to TNFa-inhibitor therapy, positive
progranulin antibodies, erosive disease, DAS28 = 3.2, positive rheumatoid factor,
positive anti-CCP and positive serum-TNFa correlate with higher development of
TNFa-inhibitor failure in univariate analysis. In multivariate logistic regression-analysis
a DAS28 = 3.2, erosive disease and positive anti-CCP were confirmed as independent
parameters for a higher probability of TNFa-inhibitor failure. The present study design
does not allow us to establish a predictive value for progranulin antibodies regarding
TNFa-inhibitor failure.



The study on hand shows that progranulin antibodies could have diagnostic relevance
for seronegative (rheumatoid factor and anti-CCP negative) patients and indicates
higher prevalence of progranulin antibodies for patients with poor prognosis (DAS28 =
3.2, positive rheumatoid factor, erosive course of disease and TNFa-inhibitor failure).
Further studies with a larger number of patients and prospective study-design are
required to confirm our findings and to prove the prognostic relevance of progranulin
antibodies.



2. Einleitung

Die Rheumatoide Arthritis, friher ,primar chronische Polyarthritis“ genannt, ist eine
progressive Systemerkrankung des rheumatischen Formenkreises autoimmuner
Genese, welche mit regionalen Unterschieden weltweit etwa 0.5-1 % der erwachsenen
Bevolkerung betrifft [17]. Es handelt sich um die haufigste chronisch entziindliche
Gelenkerkrankung; zentrale Prozesse sind eine synoviale Inflammation, eine
Antikorperproduktion sowie eine kartilaginare und ossare Destruktion. Bevorzugt tritt
die RA im Alter zwischen 55 und 75 Jahren auf, dabei sind Frauen deutlich haufiger
betroffen als Manner (Verhaltnis 2-3 [Frauen] : 1 [Manner]; [17]). Ein fortschreitender,
chronischer Verlauf ist typisch und neben der Arthritis sind viszerale Manifestationen
sowie systemische Beteiligungen im Sinne von kardiovaskularen, pulmonalen,
psychologischen und ossaren Komorbiditdten mdglich [42]. Die Atiologie der
Erkrankung ist nach wie vor ungeklart, jedoch sind Einflisse intrinsischer Art
(genetische Pradisposition) und extrinsischer Art (Umweltfaktoren) hinlanglich
bekannt. Eine frihe Diagnosestellung und der darauffolgende unmittelbare
Therapiebeginn sind fir den Krankheitsverlauf entscheidend und unterstreichen den
Stellenwert der vorliegenden Arbeit, welche zu einem Erkenntnisgewinn in Hinblick auf

aussagekraftige Diagnosemarker beitragen soll.

2.1 Pathogenese der rheumatoiden Arthritis (RA)

Neben hereditaren Faktoren wie der Beteiligung der Gene HLA-DRB1*04, A1-B8-DR3,
HLA-DPB1, PTPN22, PADI4, STAT4, TRAF1-C5 und TNFAIP3 [12] sowie externen
Einflissen wie der beispielsweise von Choy et. al. beschriebenen Assoziation mit
Nikotinkonsum und Infektionen [12] beruhen die zugrunde liegenden
pathogenetischen Mechanismen auf einem komplexen Zusammenspiel zwischen dem
spezifischen und unspezifischen Immunsystem und zwar vor allem auf der Beteiligung

von T-Zellen, B-Zellen, Zytokinen und Makrophagen.



2.1.1 T-Zellen

CD4+ T-Zellen werden aktiviert durch antigenprasentierende Zellen. Dabei erfolgt eine
Stimulation durch die Toll-like-Rezeptoren (TLR) und die zugehdrige Interaktion mit
dem T-Zell Rezeptor (TZR), dem Klasse-lI-Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC)-
Peptid-Antigen sowie durch Kostimulation etwa durch den CD28-CD80/86 Signalweg
[17]. CD4+ T-Zellen aktivieren zum einen B-Zellen, differenzieren aber auch zu Typ 1-
und Typ 17-Helferzellen. Vor allem Typ 17-Helferzellen scheinen Uuber die
Ausschittung von Interleukin 17 A, 17 B, 21, 22 sowie TNFa entscheidend zur
Pathogenese der RA beizutragen [42]. T-Effektorzellen stimulieren zudem die
Ausschittung von pro-inflammatorischen Mediatoren wie TNFa durch synoviale
Makrophagen und Fibroblasten [17]. Therapeutisch setzen Ciclosporin und Abatacept

an den T-Zellen an [17]

2.1.2 B-Zellen

Die B-Zellen, welche wie oben beschrieben durch CD4+ T-Zellen, aber auch durch
APRIL (a proliferation inducing ligand), BLyS (B-lymphocyte stimulator) sowie CC- und
CXC-Chemokine [42] aktiviert werden kdnnen, spielen im aktivierten Zustand und in
Form der daraus entstehenden Plasmazellen eine weitere wesentliche Rolle im
chronisch entziindlichen Prozess der rheumatoiden Arthritis [17]. Plasmazellen sind in
der Lage, Autoantikdrper wie RF und anti-CCP zu produzieren und es wird vermutet,
dass letztere im Gelenk Immunkomplexe entstehen lassen, welche das
Komplementsystem aktivieren und so die Entziindungsreaktion verstarken [17]. Die
Pathogenitat von CD20+ B-Zellen wird durch die therapeutische Effektivitat von
Rituximab (ein monoklonaler CD20-Antikorper) bestatigt; gleichzeitig legt die fehlende
Wirksamkeit jener Antikorper an Plasmazellen nahe, dass es weitere, Uber die
Antikdrperproduktion hinausgehende, pathogenetische Mechanismen der B-Zell-
Beteiligung gibt, welche Autoantigenprasentation sowie Zytokinbildung einschlieRen
[42].

2.1.3 Unspezifisches Immunsystem

Neben Makrophagen, Mastzellen und natirlichen Killerzellen, welche in der
Synovialmembran gefunden werden koénnen, befinden sich neutrophile Zellen vor

allem in der Synovialis [42]. Angeregt werden diese Zellen von CSF (colony stimulating
6



factor), G-CSF (granulocyte colony stimulating factor) und GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony stimulating factor), dabei wandern entsprechende Zellen aus dem
Knochenmark in das Synovium ein [42]. Die Makrophagen, welche die Zytokine TNFaq,
IL-1, -6, -12, -15, -18 und -23 sowie weitere Botenstoffe ausschitten und Antigene
prasentieren, sind zentrale Ausléser der Synovitis und werden ihrerseits durch T-like
Rezeptoren (TLR), Nucleotid-bindende Oligomerisations Domane-like Rezeptoren
(NOD-like Rezeptoren) sowie durch T-Zell Interaktion, Zytokine und Immunkomplexe
aktiviert [42]. Auch neutrophile Zellen begunstigen durch Bildung von Prostaglandinen,
Proteasen und Sauerstoffintermediare die Synovitis; Mastzellen verstarken letztere mit

Bildung von Zytokinen, Chemokinen sowie TLR- und Fc Rezeptor Interaktion [42].

2.1.4 TNFa, Mediator und Therapieansatz

TNFa ist vor allem in der Pathobiologie der Synovitis ein zentrales, pro-
inflammatorisches Zytokin. Neben anderen Zellgattungen sind Monozyten und
Gewebsmakrophagen - zumindest wahrend der Inflammation - Hauptsyntheseorte ftr
TNF a; dabei wird die zugehdérige Genexpression von diversen biologischen,
chemischen und physikalischen Reizen wie z.B. Cytokinen (IL-1b, IL-2, Interferon-y),
Tumorzellen und Erregerbestandteilen stimuliert [47].

Funktionell werden durch TNFa-Adhasionsmolekiile der Epithelzellen hochreguliert,
der Einstrom von Leukozyten in die Synovialis verstarkt, die Angiogenese gefordert,
synoviale Fibroblasen aktiviert (und auf diese Weise die Produktion von
Gelenkknorpel abbauenden Matrixmetalloproteinasen gesteigert),
Schmerzrezeptoren sensibilisiert und die Osteoklastengenese Uber verstarkte
RANKL (Receptor Activator of NF-kB Ligand) Expression verstarkt [17]. TNFa férdert
jedoch nicht nur den Knochenverlust, sondern supprimiert durch eine Steigerung der
Expression von DKK-1 (Dickkopf-1) auch die Knochenneubildung [17]. DKK-1
entfaltet seine Wirkung Uber die Inhibition des Wnt-Signalwegs, welcher seinerseits
die Differenzierung von Osteoblasten und damit die Knochenneubildung steuert [17].
Die Inflammation und vor allem die RA betreffend verstarkt sezerniertes TNFa zudem
die Antwort der Th1-Zellen, steigert die Genexpression von IL-1 direkt, sowie jene
von IL-1, IL-1Ra, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, Interferon-y und weiteren
Botenstoffen indirekt [47].



Die bedeutsame Rolle von TNFa in der Pathogenese der RA wird anhand des
erfolgreichen Einsatzes von TNFa Inhibitoren in der Behandlung der

therapierefraktaren RA bestétigt.

Fir die Therapie der RA stehen derzeit funf TNFa Inhibitoren zur Verfugung:
Infliximab ist ein chimarer, monoklonaler Antikorper; Adalimumab und Golimumab
sind humanisierte monoklonale Antikérper; Certolizumab ist ein pegyliertes, Fc-freies
Fragment eines humanisierten monoklonalen Antikérpers und Etanercept ist ein
I6slicher Antikorper, welcher aus einem Fusionsprotein des TNFa Rezeptor 2,

kovalent gebunden an den Fc-Anteil von IgG1, besteht.

2.2 Autoantikorper bei Rheumatoider Arthritis

Autoantikorper Pravalenz bei RA
Rheumafaktor IgM 75-80% [17]
Anti-CCP 71.7 % [59]
Anti-BiP ~ 60% [50]

ANA 20 - 40% [22]
Anti-peptidylarginine Deiminase 4 23 -42% [14]
Anti-Sa ~ 40 % [50]
Anti-A2/anti-RA33 ~ 33% [50]
Anti-BRAF ~ 30% [4]
Anti-CarP 16 — 73 % [49]

Tabelle 1: Verschiedene Autoantikérper bei RA in verschiedenen Patientenkohorten mit Angabe der
Prévalenz

2.2.1 Rheumafaktor

Im Jahr 1939 beschrieben Waaler et. al. erstmals einen Faktor, der sich in Seren von
Patienten mit RA nachweisen lie3 und welcher zur spezifischen Agglutination von
korpuskularen Bestandteilen im Schafblut fihrte [61]. Jener Faktor, spater als
Rheumafaktor (RF) bekannt, wurde im Jahre 1988 erstmals in die damaligen ACR



Kriterien aufgenommen [8] und war damit der erste fur die Diagnose der RA relevante

Autoantikorper.

Der gegen das Fc Fragment des IgG gerichtete RF lasst sich in die Subklassen IgM,
IgG und IgA einteilen. Der IgM Typ ist dabei weltweit am gebrauchlichsten und lasst
sich bei 75 — 80% der RA Patienten nachweisen [17]. Allerdings kann der RF auch bei
einer Reihe anderer Erkrankungen wie z.B. dem Sjogren Syndrom (~70%), dem
systemischen Lupus Erythematosus (~30%), der progressiven Sklerodermie (~20%)
und auch bei einer Reihe von infektidsen Erkrankungen wie z.B. der infektidsen
Endokarditis (~40%), der Hepatitis A/B/C (~25%) oder der Tuberkulose erhoht sein
[33]. Sogar bei gesunden Probanden lasst sich der RF nachweisen, in héherem
Lebensalter ist der Nachweis bei bis zu 20% mdglich [1]. Damit liegt die Spezifitat bei
nur 85% und ist damit deutlich geringer als die des anti-CCP (Spezifitat: 94 — 99%),
wahrend die beiden Marker sich beziglich der Sensitivitat wenig unterscheiden (69%
fir den RF und 61.4 - 67% flr die anti-CCP) [1],[33].

2.2.2 Anti-CCP

Die Entdeckung von Antikorpern, welche gegen citrullinhaltige, zyklische Peptide
gerichtet sind (Anti-CCP), geht auf Arbeiten zum anti-perinuclearen Faktor von Niehuis
et. al. aus dem Jahre 1964 zurlck [43]. Grundlegend fur das Verstandnis jener
Antikdrper ist der im Rahmen der Pathogenese der RA beschriebene Vorgang der
Citrullinierung. Dabei handelt es sich um einen physiologischen Vorgang, bei welchem
durch Peptidylarginin — Deiminase (PAD) Enzyme die post-translationale Modifikation
von Arginin zu Citrullin katalysiert wird [52]. Jener Prozess, welcher der Epithel-
Keratinisierung, der Inflammation und der gesteigerten Apoptose zugrunde liegt,
wurde bisher vor allem fur Filaggrin, Fibrin und Vimentin beschrieben und bildet die

Grundlage fur die Autoantikdrperreaktion [52].

Bei der Entwicklung eines standardisierten Verfahrens zum Nachweis jener Antikdrper
stellte sich heraus, dass ein Assay, welches Autoantikorper gegen zyklisch citrullinierte
Peptide (CCP) detektierte, am besten reproduzierbar war, sodass man heute fir die
Bestimmung des anti-CCP in aller Regel den anti-CCP2 oder -3 ELISA verwendet [46],
[59].



Anti-CCP werden in erster Linie mit der RA in Verbindung gebracht. Mit kumulativen
Daten von 164 Studien und Uber 18.000 Patienten errechneten Aggarwal et. al. eine
Sensitivitat von 61.4% und eine Spezifitat von 94 - 99% der anti-CCP fur die RA [1],
Trouw et. al errechneten ebenfalls aus kumulativen Daten eine Pravalenz von 71.7%
[59]. Mehrere Untersuchungen konnten zudem zeigen, dass die anti-CCP schon bis
zu 10 Jahre vor Krankheitsbeginn nachgewiesen werden konnen und auf3erdem mit
hoher Krankheitsaktivitat sowie radiologischer Aktivitat assoziiert sind [44], [59]. Nur in
geringem Umfang werden diese Autoantikbrper auch bei ischamischer
Kardiomyopathie sowie B-Zell-Lymphomen nachgewiesen [3].

Aufgrund dieser im Vergleich zu den RF deutlich besseren Eigenschaften vor allem
bezuglich des Diagnosezeitpunktes und der Spezifitat haben anti-CCP aktuell den
héchsten Stellenwert in der laborchemischen Diagnostik bei RA und wurden im Jahr
2010 in die aktuellen ACR/EULAR Kriterien aufgenommen.

2.2.3 Weitere Autoantikorper

Neben den fur die Diagnose relevanten Autoantikdrpern gibt es weitere, klinisch

weniger bedeutsame Autoantikorper.

Anti-A2/anti-RA33 Antikdrper:
Die Anti-A2/anti-RA33 Antikorper, welche bei etwa einem Drittel der RA Patienten

nachweisbar sind, haben eine geringe Sensitivitat von etwa 40% und kdénnen auch
beim systemischen Lupus Erythematosus sowie bei der ,mixed connective tissue
disease“ (MCTD) nachgewiesen werden, sind bei anderen Arthritiden wie der
Osteoarthritis, der reaktiven Arthritis sowie der Psoriasis Arthritis in der Regel aber
nicht vorhanden und treten schon in frihen Stadien der RA auf [50]. Sie sind gegen
das heterogene nukledre Ribonucleoprotein A2 (hnRNP-A2) gerichtet und spielen

beim mMRNA- Splicing und —Transport eine Rolle [50].
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Antinucleare Antikorper

Antinucleére Antikorper reprasentieren eine Gruppe von Antikdrpern, welche gegen
Strukturen des Nucleus oder des Cytoplasmas gerichtet sind [48]. Sie werden vor
allem mit Erkrankungen wie dem systemischen Lupus Erythematosus (v.a. Antikorper
gegen doppelstrangige DNA (Anti-dsDNA, bei etwa 60%) und Anti-SM Ak)) dem
Sjogren Syndrom (v.a. Anti-SS-A (beim priméaren Sjogren Syndrombei etwa 60%) und
Anti-SS-B), der systemischen Sklerose (v.a. Anti-Scl-70 Antikorper, in 20-25% der
Falle) und Polymyositis (v.a. Anti-Jo Ak, bei aggressivem Verlauf in 20-40% der Félle)
in Verbindung gebracht [48]. Auch ENA Ak (Antikérper gegen ,extractable nuclear
antigens®), Anti-Nucleolare Antikorper, Anti-Centromere Antikdrper und Anti-RNP
(Antikorper gegen das ribonucleére Protein) gehoren in diese Antikérperklasse. Bei
RA werden in etwa 20 — 40% der Félle, v.a. bei hoher Aktivitdt mit viszeraler
extraartikularer Manifestation, ANA gefunden [22]. Dabei treten Anti SS-A Antikorper
besonders bei zuséatzlichem sekundarem Sjogren Syndrom auf und Anti-dsDNA vor
allem im Verlauf einer Infliximab Therapie (besonders IgM) [50].

Anti-peptidylarginine deiminase 4 Antikorper:

Diese in der Kurzform als anti-PAD4 bezeichneten Antikorper sind gegen das Enzym
Peptidylarginin-Deiminase 4 gerichtet und bei 23 — 42% der Patienten mit RA nach-
weisbar [14]. Eine positive Korrelation zwischen anti-PAD4 sowie anti-CCP und der
Schwere des Krankheitsverlaufs wird beschrieben und auch eine gewisse Spezifitat

und die Mdglichkeit einer pathogenetischen Bedeutung werden diskutiert [14].

Anti-Sa Antikorper:

Diese gegen ein 50 kDa schweres, aus menschlichem Gewebe isoliertem (unter

anderem Synovia), aber bezuglich Struktur und Funktion unbekanntem Protein
gerichteten Antikdrper kdnnen bei etwa 40% der Patienten mit RA nachgewiesen
werden [50]. Jene Autoantikdrper werden selten in frihen Krankheitsstadien entdeckt,
jedoch werden sie mit schweren Krankheitsverlaufen in Verbindung gebracht und

weisen eine Spezifitat von 92 — 98% auf [50].

Anti-BiP AntikOrper:

Diese Autoantikorper sind gegen ein 68 kDa schweres und ubiquitdres Protein

gerichtet, welches als ,stress protein immunoglobulin heavy-chain binding protein®
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(BiP) identifiziert wurde und auch unter dem Namen grp78 als Mitglied der 70 kDa
Hitzeschock Proteinfamilie bekannt ist [50]. Diese Antikorper sind bei mehr als 60%
der Patienten mit RA nachweisbar und werden vermehrt in Synovialgewebe exprimiert;
die Speazifitat wird mit 96% beziffert [50].

Anti-CarP Antikérper
In der Pathogenese der RA, zu einem geringen Anteil bei gesunden Probanden sowie

bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung oder kardiovaskularer Erkrankung
findet eine Carbamylation statt, ein Vorgang, welcher eine nicht-enzymatische,
posttranslationale Modifikation von Proteinen beschreibt, bei welcher Cyanat an
primare  Amino- oder Thiolgruppen bindet und welche in der Folge
Bindungseigenschaften zu Liganden und Rezeptoren veréandert [49]. In Hinblick auf
die RA haben die Anti-CarP Ak (Antikbrper gegen carbamylierte Proteine) eine
Pravalenz von 16 — 73 % (anti-CCP Status negativ: 1gG 16%, IgA 30%; anti-CCP
Status positive: IgG 73%, IgA 51%), sind mit schwerem Gelenkschaden assoziiert und
kénnen ebenfalls bei etwa 40% der Patienten mit Arthralgien nachgewiesen werden
[49].

Anti-BRAF Antikorper
BRAF (V-Raf Murine Sarcoma Viral Oncogene Homolog B1) kodiert fur eine Serin-

Threonin-Kinase und ist Uber diesen Zusammenhang an der Regulation und
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine beteiligt; die dagegen gerichteten
Antikdérper fihren zu einer Aktivierung o0.g. Kinase [4]. Auger et. al. gibt fur die RA eine
Pravalenz von etwa 30% an, dabei sind 30% der anti-CCP negativen Patienten laut
jener Studie Anti-BRAF positiv und 33% der Anti-BRAF positiven Patienten anti-CCP
negativ [4].

2.3 Progranulin

Progranulin (PGRN) ist ein Glykoprotein aus der Gruppe der Wachstumsfaktoren,
welches auch unter den Namen “Granulin-Epithelin Precursor”, “Proepithelin”, “PC cell
derived growth factor” oder “Acrogranin® gefuhrt wird [23]. PGRN hat ein
Molekulargewicht von 88 kDa [58] und besteht aus sieben Granulin (GRN) Motiven,
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welche wiederum aus 12 durch Disulfidbindungen verknipften Cysteinen bestehen [7].
Im Gegensatz zu anderen Wachstumsfaktoren wie beispielsweise IGF, VEGF oder
FGF ist uber PGRN noch relativ wenig bekannt [23]; bisher wird das Molekul mit der
frithen Embryogenese [16], der Neurodegeneration [6], der Wundheilung [24], der
Inflammation [32], der Tumorgenese [7, 23] sowie mit Zellproliferation, -Uberleben und
—migration in Verbindung gebracht [24]. PGRN wird exprimiert in sich schnell teilenden
Epithelzellen, Zellen des Immunsystems, Neuronen, Chondrozyten und in

menschlichen Tumorzellen [39].

Wahrend beispielsweise die Verknupfung zur frontotemporalen Demenz, welche durch
eine Mutation des PGRN-kodierenden Gens bedingt ist, weitestgehend verstanden
wird [15], ist die Rolle des PGRN in Bezug zur RA noch nicht zweifelsfrei geklart.
Tang et. al. konnten in einer Arbeit nachweisen, dass rekombinant hergestelltes,
humanes PGRN (rhPGRN) an die TNF Rezeptoren 1 und -2 (TNFR1 und -2) bindet
und auf diesem Weg die pro-inflammatorische Wirkung von TNFa, einem Mediator mit
betrachtlicher Relevanz flir die Pathogenese der RA, im Sinne eines physiologischen
Antagonismus inhibiert [53]. Dabei beschreiben Tang et. al. eine im Vergleich zu TNFa
hohere Bindungsaffinitat von rhPGRN vor allem zu TNFR2. In Versuchen konnten sie
weiterhin zeigen, dass GRN (-/-) Knockout Mause im Vergleich zu Kontrollen
schwerere inflammatorische  Arthritis sowie starkere Knorpel- und
Knochendestruktionen entwickelten [53]. Nachdem bei den GRN (-/-) Mausen die
Applikation von rhPGRN stattgefunden hatte, kam es zu einem Stillstand der
Krankheitsprogression sowie einer Hemmung von Synovitis, Pannusformation,
Gewebszerstorung und dem Verlust von Knorpelmatrix [53]. Darauf aufbauend wird
auch ein moglicher Therapieansatz mittels PGRN und ATSTTRIN, einem aus
mehreren PGRN Fragmenten zusammengesetzten Molekul, diskutiert.

Die Interaktion von ATSTTRIN findet dabei nach Liu et. al. nicht wie bei PGRN
vornehmlich an TNFR 1 und -2 statt, sondern an einem weiteren Rezeptor der TNF
Rezeptorfamilie, dem ,Death Receptor 3“ (DR3) oder TNFRSF25 [38]. Dabei wird
dosisabhangig der bisher einzig bekannte Ligand fur DR3, der ,TNF-like ligand 1A*
(TL1A) und die damit verknlpfte Genexpression inhibiert [38]. Tang et. al. konnten
zeigen, dass beide Substanzen zu einem Rickgang von Inflammation und Knochen-
sowie Knorpeldestruktionen fuhrten und die Wirkung von ATSTTRIN dabei starker als
die von PGRN war [53].
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Weitere Arbeiten zeigen eine erhohte Konzentration von Serum PGRN bei Patienten
mit RA [64], eine vermehrte Expression von PGRN in Synovia und Synovialgewebe
bei Patienten mit RA sowie eine Korrelation von zirkulierendem PGRN und
Krankheitsaktivitat (jeweils hdhere DAS28 und HAQ Scores) bei Patienten mit RA [11],
wobei in diesen Studien die Pathogenese bzw. Pravalenz von AK gegen PGRN nicht

untersucht wurden.

2.4 Progranulin Antikorper

Progranulin Antikorper gehoren in die Gruppe der Autoantikorper und konnten bereits
bei einer Reihe von Autoimmunerkrankungen nachgewiesen werden. Bisher wurden
sie beschrieben bei primaren Vaskulitiden und SLE [55], M. Crohn und Colitis Ulzerosa
[56] sowie bei Psoriasis Arthritis [57] und RA (PGRN Ak bei 16 von 44 Patienten; 36%
[55]). Gleichzeitig scheint die Pravalenz bei gesunden Probanden aul3erst gering (1
von 97 Patienten; 1% [55]).

In einer weiteren Arbeit beobachteten Thurner et. al. einen geringeren PGRN Spiegel
bei Patienten mit positivem PGRN Ak-Nachweis und gehen folglich von einem
Neutralisationseffekt aus, welcher hypothetisch einen pro-inflammatorischen Effekt zur
Folge haben konnte [55].

Sie beschreiben ebenfalls das Phanomen der Hyperphosphorylierung durch die
Kinase PKCb1 und die Phosphatase PP1 von PGRN an Position Ser81 [54]. Dieser
Vorgang sowie das entsprechende Produkt wurden von ihnen nur bei PGRN Ak-
positiven Probanden beobachtet und vermindert die Interaktion von PGRN an TNFR1,
TNFR2 und DRS3, sodass die pro-inflammatorische Wirkung der PGRN Ak durch

diesen Prozess zusatzlich verstarkt wird [54].
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3. Material und Methodik

3.1 Materialien

3.1.1 Ethische Grundlagen

Die vorliegende Studie wurde durch die Ethikkommission der Arztekammer des
Saarlandes genehmigt (Nr. 242/11) und entsprechend den Richtlinien der Erklarung

von Helsinki durchgefuhrt.

3.1.2 Patientenkollektiv

In dieser Arbeit wurden Patientendaten und zugehorige Proben von insgesamt 317
Patienten sowohl aus der rheumatologischen Ambulanz des Universitatsklinikums des
Saarlandes in Homburg/Saar (n = 217) als auch aus der rheumatologischen Praxis in
Berlin—Lichtenberg (Fr. Dr. Zinke, n = 100) untersucht. Bei allen Patienten lag die
Diagnosestellung ,Rheumatoide Arthritis* durch einen Facharzt vor. Grundlegend
daflr waren flr Patienten mit Diagnosestellung vor 2010 die ARA Kriterien von 1987
sowie fur Patienten mit Diagnosestellung ab 2010 die ACR/EULAR Kriterien von 2010.
Patienten ab 18 Jahren wurden in die Studie eingeschlossen. Die Auswahl der
Patienten und die Auswertung der Serumproben fanden im Zeitraum zwischen
November 2011 und Marz 2014 statt. Die Proben wurden im Rahmen von
diagnostischen Blutentnahmen gewonnen und zur weiteren Verwendung im José-
Carreras-Zentrum fur Immun- und Gentherapie Homburg/Saar verwahrt. Die
Entnahmen waren bei der Mehrheit der Patienten nur zu einem Zeitpunkt moéglich (n =
205), jedoch konnten in einem Teil der Falle (n = 100) auch im Krankheitsverlauf

Messungen erfolgen.
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3.1.3 Laborgerate

Gerat

Bezugsquelle

Gefrierschrank -20° C

Liebherr, Stuttgart (DE)

Gefrierschrank -80° C

Nunc, Wiesbaden (DE)

Kihlschrank 4° C

Bosch, Stuttgart (DE)

Pipetten (10/100/1000 pl)

Eppendorf, Hamburg (DE)

Victor 2 1420 Multilabel Counter (ELISA)

Wallac, Freiburg (DE)

Zentrifuge 5415 R

Eppendorf, Hamburg (DE)

Tabelle 2: Laborgeréte

3.1.4 Labormaterialien

3.1.4.1 Verbrauchsmaterialien

Material Bezugsquelle
Aqua dest. Merck, Darmstadt (DE)
Dinatriumphosphat Merck, Darmstadt (DE)

ELISA-Platte, 96-Well (NUNC Maxisorp F)

Nunc, Langensebold (DE)

Gelatine

Merck, Darmstadt (DE)

Natriumcarbonat

Merck, Darmstadt (DE)

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt (DE)

Natriumhydrogencarbonat

Merck, Darmstadt (DE)

OPD

Sigma, St.Louis (USA)

Salzsaure

Merck, Darmstadt (DE)

Streptavidin Peroxidase

Roche, Mannheim (DE)

TRIS Roth, Karlsruhe (DE)
TRISZMA Hydrochlorid Roth, Karlsruhe (DE)
Triton X-100 Merck, Darmstadt (DE)
Wasserstoffperoxid Merck, Darmstadt (DE)
Zitronensaure Merck, Darmstadt (DE)

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien
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3.1.4.2 Antikorper

Material

Bezugsquelle

Spez. Ak gegen hyperphosphoryliertes GRN

Im Labor rekombinant hergestellt

Ziege anti-GRN Ak

Antikérper-Online.de (DE)

Ziege anti-human IgG Fab-biotin. Ak

Dianova, Hamburg (DE)

Tabelle 4: Antikérper

3.1.4.3 Loésungen

Material

Herstellung

Coating Puffer

Lésung A:

2,12 g NaCO3 ad 100 ml Aqua dest
Lésung B:

1,68 g NaHCOS3 ad 100 ml Aqua dest

= 1,7 ml Losung A + 0,8 ml Losung B +
7,5 ml Aqua dest
Lagerung bei 4°C

POX-OPD-Entwicklungslésung

Lésung A:

0,2 M Dinatriumphosphat * 2 H20
(3,56 g in 100 ml Aqua dest.)
Lésung B:

0,1 M Zitronensaure * 1 H20

(2,1 g in 100 ml Aqua dest.)

= 2,5mlLésung A + 2,5 ml Lésung B +
5 ml Aqua dest. + 1 Tablette OPD + 5
pl H202 (30%)

TBS 8,76 g NaCl
6,05 g TRISZMA Hydrochlorid
1,4 g TRIS
Ad 1000 ml Aqua dest.
TBS-Tx TBS + 0,1% Tx 100

(Zugabe von 1 ml Tx 100)

Tabelle 5: Lésungen
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3.2 Methodik

3.2.1 Immunologische Testverfahren

3.2.1.1 Grundlagen der ELISA-Tests

Die Abklrzung ELISA bedeutet Enzyme-linked Immunosorbent Assay und beschreibt

ein immunologisches, enzymvermitteltes Nachweisverfahren, welches 1971 erstmals
von Perlmann und Engvall (Schweden) sowie Schuurs und Weemen (Niederlande)
beschrieben wurde [36]. Zuvor war ein vergleichbarer quantitativer Nachweis nur
mithilfe von radioaktiv markierten Antikorpern mdglich. Jenes Verfahren, das
Radioimmunoassay (RIA), wurde erstmals im Jahr 1960 durch Berson und Yalow
beschrieben [63]. Dennoch etablierte sich das ELISA Verfahren aufgrund der
zahlreichen Vorteile rasch. Zu nennen ware der im Vergleich zum RIA deutlich
geringere technische Aufwand, die hohe Sensitivitat, die gute Reproduzierbarkeit, das
Auskommen ohne Radioaktivitdt und die einfache, schnelle und Vvielseitige
Anwendbarkeit [26].

Im Folgenden soll die Funktionsweise beschrieben werden:

Grundprinzip des ELISA ist der indirekte, quantitative oder semiquantitavive Nachweis
eines Antigens oder Antikorpers durch ein Enzym. In diesem Beispiel gehen wir von
einem Antigenscreening aus. Ein dem gesuchten Antigen komplementarer Antikorper
wird auf einer Mikrotiterplatte gebunden und mit der Probe benetzt. Wenn vorhanden,
geht das Antigen mit dem Antikorper eine Bindung ein, welche eine hohe
Belastungsfahigkeit aufweist. Die ELISA-Platte wird mehrfach gewaschen, sodass sich
in Losung befindliche Antigene entfernt werden. Nun erfolgt die Kopplung mit dem
sogenannten Reporterenzym. Dieser Vorgang kann sich je nach ELISA-Variante leicht
unterscheiden, oft sind weitere Sekundarantikrper notwendig. Ist das Enzym
gebunden, kann nun durch Zugabe eines Substrats der Nachweis erfolgen. Durch die
Enzymaktivitat kommt es in den positiven Proben zu einem Farbumschlag, welcher
sich photometrisch messen lasst und so einen quantitativen Rickschluss auf die
Menge des Antigens ermoglicht. Beispiele flir mogliche Enzyme sind Beta-
Galactosidase, Glucose-Oxidase, Alkalische Phosphatase oder, wie in dieser Arbeit,

Peroxidase [5].
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In den folgenden Abschnitten soll kurz auf die verschiedenen Varianten des direkten,
indirekten, kompetitiven und Sandwich ELISA eingegangen werden. Dabei gehodren
alle Verfahren in die Gruppe der heterogenen Immunoassays, d.h. die Bindung der
beiden Molekile im ersten Schritt lauft zwischen einer festen und flissigen Phase ab

und ermdglicht so die flir den Nachweis unerlasslichen Waschzyklen [5].

Direkter ELISA (Antigen Screening): Bei dieser urspringlichen, erstmals 1971 durch
Engvall, Perimann, Weemen und Schuurs beschriebenen Variante [18], [36] wird auf
der Plattenoberflache ein Antikorper gebunden. Das gesuchte Antigen (in diesem Fall
bereits enzymgebunden) verbleibt nach Inkubation und Waschvorgang in der
Antikorperbindung, sodass im Folgenden ein Nachweis des Antigens per

Substratzugabe maoglich ist [5].

Abbildung 1:
Schematische
Darstellung des
indirekten ELISA; E:
Enzym, Ab: Antikorper,
Ag: Antigen,
Bildausschnitt [26]

Indirekter ELISA (Antikorper Screening): Diese Variante wurde erstmals 1978 von
Lindstrom und Wager beschrieben [37]. Wie in Abbildung 1 schematisch dargestellt
wird im ersten Schritt ein Antigen auf der Plattenoberflache gebunden, an welches man
im nachsten Schritt einen komplementaren, mit der Probe zugegebenen Antikdrper
binden kann. Dieser geht in einem weiteren Schritt eine zweite Bindung mit einem
enzymgebundenen Sekundarantikorper ein, welcher den Nachweis ermdglicht [5],
[37].

Kompetitiver ELISA: Diese ELISA Variante wurde erstmals 1976 durch Yorde be-
schrieben [65]. Dabei wird die Plattenoberflache mit einem Antigen (oder Antikorper)
ausgekleidet und im nachsten Schritt sowohl die Probe mit enthaltenem Antikorper (o-

der Antigen) als auch ein kompetitiver, enzymgebundener Antikorper
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@ = detected Ag

coat well with antibody

1 incubate with antigen

incubate with

| ® ® |
1 ﬂ ﬂ || antibody-enzyme conjugate

H Abbildung 2: Schematische Darstellung des
l| add substrate and observe Sandwich- ELISA; E: Enzym, Ab: Antikérper, Ag:

] ® ®
1 || color change or fluorescence Antigen’ Bildausschnitt [26]

(oder Antigen) zugegeben [5]. Beide I6slichen Moleklle stehen in Konkurrenz zueinan-
der, sodass umso mehr des enzymgebundenen Antikérpers (oder Antigens) binden,
desto weniger das nachzuweisende Molekil vorhanden ist. Die Farbreaktion/ Absorp-
tion ist also umso niedriger, je hoher die Konzentration des nachzuweisenden Moleklils
ist [5].

Sandwich ELISA: Diese Form des ELISA, welche in der vorliegenden Arbeit
verwendet wird, wurde erstmals 1977 von Kato et. al. beschrieben [30]. Hierbei wird
die Mikrotiterplatte mit Antikdrpern ausgekleidet und anschlieRend mit einer Lésung
geblockt (d.h. unspezifische Bindungsstellen auf der Plattenoberflache besetzt, um
falsch positive Reaktionen zu verhindern). Im nachsten Schritt wird die Probe
hinzugegeben und inkubiert, danach werden durch einen Waschvorgang
ungebundene Antigene entfernt. Im Folgenden wird ein enzymgebundener und an
einem zweiten Epitop des Antigens bindender Sekundarantikérper hinzugegeben und
erneut inkubiert (Wie in Abbildung 2 schematisch gezeigt). Nach dem anschlieRenden
Waschen wird das Substrat addiert und der Farbumschlag ausgewertet.

Namensgebend ist die ,sandwichartige” Anordnung des Antigens zwischen beiden
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Antikorpern. Vorteil dieser ELISA-Variante ist die um den Faktor zwei bis finf erhdhte
Sensitivitat gegenuber allen anderen Formen [5]. Hornbeck et. al. beschreibt diese
ELISA-Konfiguration als die sensitivste Methode und definiert fur Antigene eine

Nachweisgrenze von 100pg/ml bis 1ng/ml [26].

3.2.1.2 Progranulin Antigen ELISA

Alle Progranulin ELISA wurden im José Carreras Zentrum fur Immun- und Gentherapie

Homburg/Saar unter Verwendung von 96-Well NUNC Maxisorp F Mikrotiterplatten bei
Raumtemperatur durchgefihrt. Jede Messung erfolgte in doppelter Form in
nebeneinanderliegenden Vertiefungen, zudem erfolgte pro Mikrotiterplatte eine
(ebenfalls doppelte) Positiv- sowie Negativkontrolle mit Referenzproben. Die
Blutentnahmen fur die Bestimmungen wurden in der rheumatologischen Ambulanz des
Universitatsklinikums des Saarlandes in Homburg/Saar durchgefihrt und am gleichen
Tag in das José Carreras Zentrum gebracht, dort zentrifugiert und die Seren bis zur
Verwendung bei -20°C gelagert. Die Proben aus der rheumatologischen Praxis in
Berlin-Lichtenberg wurden dort zentrifugiert und bei -20°C zwischengelagert. Erst dann
erfolgte eine gesammelte Zustellung an das José-Carreras-Zentrum. Dabei wurde die

Kuhlkette zu keiner Zeit unterbrochen.

Coating: In diesem Prozess wird jedes Well mit dem Antikorper ausgekleidet. Dazu
wurde der Ziegen anti-GRN Ak 1:2500 in TBS verdunnt. Pro Vertiefung wurden 50ul
appliziert und Gber Nacht bei 4°C inkubiert.

Blocken: Jeder Vertiefung wurden 100 ul 1,5%ige Gelatine in TBS zugegeben und fur
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. In diesem Schritt werden unspezifische

Bindungsstellen blockiert und damit im Verlauf falsch positive Reaktionen vermieden.

Zugabe der Seren: Die Testseren wurden 1:2 in TBS verdunnt, in die jeweiligen Wells
gegeben (20ul) und danach Uber eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. In die
Vertiefungen fur die Positiv- und Negativkontrollen erfolgte die Zugabe der
Referenzproben (GRN positiv und GRN negativ).
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Zugabe des Detektionsantikorper: Nach dreimaligem Waschen mit TBS wurden pro
Well 50ul des Spez. Ak gegen hyperphosphoryliertes GRN (Konzentration 10pl/ml)

zugegeben. Es folgte eine einstindige Inkubation bei Raumtemperatur.

Zugabe des biotinierten Antikorpers: Nach drei weiteren Waschvorgangen mit TBS
wurde der Ziegen anti-human IgG Fab-biotin. Ak, verdunnt 1:2500 in TBS, mit 50l pro
Vertiefung zugegeben. Im Folgenden fand eine erneute einstiindige Inkubation bei
Raumtemperatur statt. Das Biotin dieses Antikorpers dient als Bindungsstelle fir das

im nachsten Schritt zugegebene Enzym.

Zugabe der Streptavidin Peroxidase: Nach dreimaligem Waschen mit TBS erfolgte
in jedes Well die Zugabe von 50ul Streptavidin Peroxidase verdinnt 1:50000 in TBS.
Anschliel3end erfolgte eine zehnminutige Inkubation bei Raumtemperatur. Streptavidin

bindet in diesem Schritt zusammen mit dem Enzym Peroxidase an das Biotin.

Entwicklung mit OPD: Nach weiteren drei Waschvorgangen mit TBS erfolgte die
Zugabe des Substrats. Dazu wurde in jede Vertiefung 100ul der POX-OPD-
Entwicklungslésung gegeben. O-Phenylen-Diamin (OPD) ist das Substrat der
Peroxidase und verandert seine Farbe in Anwesenheit des Enzyms von transparent
zu gelb. Nach Umschlagen der Farbe erfolgte die Zugabe von 20ul 3M HCL Lésung

pro Well, um die Reaktion zu beenden.

Auswertung: Der Farbumschlag der Proben war qualitativ auch ohne weitere
Hilfsmittel wahrzunehmen. Dauerte dieser ungewodhnlich lange oder waren die
Referenzmessungen falsch positiv oder falsch negativ, wurden die Proben verworfen.
Um die ELISA-Mikrotiterplatten quantitativ auszuwerten, wurde ein Victor 2 1420
Multilabel Counter (Wallac, Freiburg) verwendet. Mit diesem Photometer erfolgte die
Messung der jeweiligen Extinktion bei 490 nm. Bei Uberschreiten der dreifachen
Standardabweichung der Negativ-Referenzprobe wurde eine Probe als positiv
gewertet.

3.2.1.3 Progranulin Antikorper ELISA

Die Ergebnisse des Progranulin-Antikérper ELISA wurden freundlicherweise vom

José-Carreras-Zentrum fir Immun- und Gentherapie Homburg/Saar zur Verfligung
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gestellt. Die Durchfihrung entsprach der Methode, welche von Thurner et. al bereits

ausfuhrlich beschrieben wurde [55].

3.2.1.4 TNFa ELISA

Die Blutentnahmen flir die TNFa-Bestimmungen wurden ausschliel3lich in der

ambulanten rheumatologischen Praxis in Berlin-Lichtenberg durchgefuhrt. Dort
wurden die Proben innerhalb von 20 Minuten sowohl zentrifugiert als auch bei -20°C
eingelagert. Erst dann erfolgte eine gesammelte Zustellungs an das José-Carreras-
Zentrum. Eine ausreichende Kuhlung wurde zu jeder Zeit sichergestellt.

Fir die TNFa Bestimmungen wurde ein kommerziell erhaltliches ELISA Kit verwendet
(Quantikine® Elisa Human TNF-a, R&D Systems (USA)) und entsprechend den
Herstellerangaben durchgeflihrt. Die Vorgehensweise soll im Folgenden kurz erlautert

werden:

Vorbereitung aller Reagenzien, der Standardlésungen und der Mikrotiterplatte
Gabe von 50ul RD1F in jedes Well
Gabe von 200ul der Probe/Standardlésung/Kontrolle in jedes Well

el

Durchfihrung von insgesamt vier Waschzyklen mit dem Waschpuffer

(400pl/Well)

5. Gabe von 200ul TNFa-Konjugat in jedes Well, anschlieRend Abdeckung der
Mikrotiterplatte und Inkubation Gber zwei Stunden bei Raumtemperatur

6. Erneut Durchfuhrung von vier Waschzyklen mit dem Waschpuffer (400ul/Well)

7. Gabe von 200ul Substratlésung in jedes Well. Inkubation unter Lichtschutz Gber
20 Minuten bei Raumtemperatur

8. Gabe von 50ul Stopp-Ldsung in jedes Well

9. Auswertung mittels Photometer bei 450nm (Evtl. mit Wellenlangenkorrektur)

innerhalb von 30 Minuten
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3.2.2 Klassifikations- und Scoringsysteme

3.2.2.1 ACR/EULAR Kriterien von 2010

Die ACR/EULAR Kriterien von 2010 waren das Ergebnis einer Kooperation zwischen

dem amerikanischen ACR und der europaischen EULAR, deren Grundstein im Jahre
2007 wahrend eines Expertentreffens in Zurich gelegt wurde [31]. Ziel war es, die ARA
(American Rheumatism Association) Kriterien von 1987 weiterzuentwickeln, um vor
allem Patienten in einem frihen Krankheitsstadium erfassen und diagnostizieren zu
kénnen [2], [31]. Wahrend bis 2010 vor allem Spaterscheinungen wie etwa Erosionen
und Rheumaknoten im Vordergrund standen und serologisch allein Rheumafaktoren
gewichtet wurden, gibt es in den neuen Kriterien auch Punkte fur positive anti-CCP,
erhdhtes CRP sowie flir eine verlangerte BSG; zudem ist es seit 2010 auch bei
Patienten mit Beschwerden <6 Wochen maglich, die Diagnose ,Rheumatoide Arthritis*
zu stellen [2], [31].

In den neuen ACR/EULAR Kriterien von 2010 werden Punkte vergeben fur die Anzahl
der betroffenen Gelenke (vor allem Metacarpophalangeal- (MCP), proximale
Interphalangeal- (PIP) und Metatarsophalangealgelenke (MTP)), fur positive / hoch
positive RF und anti-CCP, erhdhtes CRP, verlangerte BSG und fur eine Symptomdauer
=6 Wochen. Eine Punktwert 26 sichert die Diagnose Rheumatoide Arthritis, weitere
Details siehe Abbildung 3. Die Aussagekraft dieser neuen Klassifikation wurde

mehrfach wissenschaftlich belegt [8], [29].

3.2.2.2 ARA Kriterien von 1987

Die alteren Kriterien von 1987 erfordern fur die Diagnose der rheumatoiden Arthritis

mindesten vier der folgenden sieben Kriterien [41]:

1. Morgensteifigkeit Glber mindestens eine Stunde

2. Arthritis an 3 oder mehr Gelenken (gewertet werden PIP, MCP, Handgelenk, Ellbo-
gen, Knie, Ankle, MTP und Sprunggelenk)

3. Arthritis der Hand (gewertet werden Handgelenk, MCP, PIP) lUber mindestens 6
Wochen

4. Symmetrische Arthritis Uber mindestens 6 Wochen (Gelenke siehe 2.)

5. Rheumaknoten

6. Positive Rheumafaktoren

7. Radiologische Veranderungen (z.B. Erosionen) [41]

24



Target:
1. At least 1 joint with definitive clinical synovitis
2. With synovitis not better explaned by another
disease.
A. Joint invelvement (clinical
synovitis, that could be
confirmed by imaging)

11arge Joint..........oovvevccresianreninnes 0
2-10 large JointS.......cccvnviiniinns 1
1<3 small joints.........cocvevreaceaens 2
4-10 small joints......... .. |
>10 joints {at least 1 small) ...... 5
MCF’p
ICMC OOO DIP

O
Q-0
.0 O @ .
®_0O"-0O ~0O
® O ( B. Serology
® “ ~ RF and anti-CCP normal ........ 0

RF oranti-CCP = 3ULN..... s
RF or anti-CCP > 3ULN.......... 3

C. Acute-phase reactants
CRP and ESR nomal...............0
CRP or ESR abnormal............... 1

D. Duration of symptoms

<O WEBK. ...t eaeees 0
6 week.......ccoinnninns 1
Dlaxgc joint, o small joint,
Total score:
@ cxcluded joint *Definitive”™ RA.......ccocevvneenres =6

RF-rheumatoid factor, anti-CCP - anti cyclic
citrulinated peptide, CRP-C-reactive protein ESR-
erythrocyle sedimentation rate, ULN- upper limit
of normal, CMC-caprometacarpeal, MCP-
metacarpophalangeal, PIP-proximal
interphalangeal, DIP-distal interphalangeal

Abbildung 3: Definition und Punktevergabekriterien der ACR/EULAR Klassifikationskriterien von 2010
[33]

3.2.2.3 DAS 28

Der DAS 28 Score (,Disease Activity Score 28) ist ein Instrument zur Beurteilung der
Krankheitsaktivitat bei Rheumatoider Arthritis und wurde urspringlich an der Universi-
tat Nijmegen, Niederlande entwickelt [19]. Zentrales Element ist die Auszahlung der
geschwollenen und schmerzhaften Gelenke an 28 definierten Stationen, parallel flie-
Ren die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) (alternativ das C- reaktive Protein (CRP))

und die subjektive Krankheitswahrnehmung des Patienten (angegeben auf einer visu-

ellen Analogskala) in die Berechnung mit ein [19].
Der Score kann Werte zwischen 0 und 9.4 annehmen, dabei spricht man bei Werten

< 2.6 von einer Remission, bei Werten < 3.2 von einer niedrigen Krankheitsaktivitat,
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bei Werten > 3.2 und < 5.1 von einer mittleren Aktivitat und bei Werten > 5.1 von einer
hohen Aktivitat [19]. Sowohl der DAS28 mit der BSG als Berechnungsgrundlage sowie
jener mit CRP sind etablierte und validierte Werkzeuge in der modernen RA Therapie
[62].

Geschwollene Gelenke: Druckempfindliche Gelenke:
Palpation der Synovitis Palpation der Synovialis Gber
tber dem Gelenkspalt [ dem Gelenkspalt dorsola-

dorsolateral. ! teral.

O O O O
o/llle o/llNe
O QO ON®

@) ' O @) @
s s)e) ole S(S3 B85 OO g

Abbildung 4: Darstellung der 28 fiir den DAS28 relevanten Gelenke und deren Beurteilung, [35]

3.2.2.4 HAQ
HAQ steht fur ,Health Assessment Questionnaire” und beschreibt einen Fragebogen,

welcher die Einschrankungen durch eine entziindlich-rheumatische Gelenkerkrankung
erfassen soll. Die Entstehungsgeschichte geht zuriick in die 70er Jahre, als der Fra-
gebogen von Jim Fries an der Stanford University entwickelt wurde [20]. Heutzutage
wird er weltweit eingesetzt, die Aussagekraft wird durch verschiedene Arbeiten belegt
[10], [45].

Der Bogen wird vom Patienten eigenhandig ausgefillt und fragt Einschrankungen zu
den Bereichen Ankleiden/Kdrperpflege, Aufstehen, Essen und Trinken, Gehen, Hygi-
ene, Erreichen von Gegenstanden, Greifen und Sonstige ab. Das Punktesystem sieht
pro Item die Vergabe von 0 bis 3 Punkten vor (0: Ohne Schwierigkeiten, 1: Mit einigen

Schwierigkeiten, 2: Mit grof3en Schwierigkeiten, 3: Nicht dazu in der Lage). Zudem
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werden weitere Punkte fur die Notwendigkeit von Hilfsmitteln vergeben. Zur Berech-
nung wird aus den jeweils hochsten Werten einer Kategorie ein Mittelwert gebildet,
dariiber hinaus werden fiur etwaige Hilfsmittel Extrapunkte vergeben. In der Gesamt-
auswertung betragt der niedrigste Wert 0 (keine Behinderung), wéahrend die maximale
Punktzahl bei 3 (h6chste Behinderung) liegt; dabei zeigen Punktwerte zwischen 0 und
1 eine milde bis moderate Auspragung an, Punkwerte zwischen 1 und 2 eine moderat
bis schwere Auspragung und Werte zwischen 2 und 3 eine schwere bis sehr schwere
Auspragung der Behinderung [8].

OHME Mit Mit Nicht
jede EIMIGEM GROSSEM dazuin
Schwie-  Schawie- Schwie- der Lage

rigkeit  rigkeiten rigkeiten

@ Ankleiden und Kérperpflege

Ko Sie sich ankleiden, inkl. Bind

Schnirsenkeln und SchlieBen von Knopfen? ] [

K&nnen Sie sich die Haare waschen? IEI |I|
@ Aufstehen

gff:g:;:rjg von einem Stuhl ohne Armlehnen IE m

:2:;1&1 Sie sich ins Bett legen und wieder aufste- IE m

€ Essen und Trinken

Kénnen Sie Fleisch schneiden?

Konnen Sie eine volle Tasse oder ein volles Glas
zum Mund fahren?

Kdnnen Sie eine neue Milchtite 6ffnen?

@ Gehen
Konnen Sie im Freien auf ebenem Gelande ge-
hen? L] []

HH
HE

Konnen Sie finf Treppenstufen hinaufsteigen? IE II’

Abbildung 5: Beispielhafter Auszug der ltems 1 bis 4 aus dem HAQ), [35]
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3.2.2.5 Larsen-Score

Der Larsen Score ist ein Hilfsmittel, um die Rheumatoide Arthritis in radiologische Sta-

dien einzuteilen, wurde 1974 von Arvi Larsen entwickelt und seitdem mehrfach modi-
fiziert (zuletzt 1995) [9]. Grundlage fur die Beurteilung sind radiologische Referenzbil-
der, die eine Einteilung in 6 Stadien erméglichen.

Stadium O beschreibt einen Normalbefund, Stadium | diskrete Befunde, Stadium Il
Frihverdnderungen (u.a. Erosionen), Stadium IIl mittelgradig destruierende Verande-
rungen, Stadium IV schwergradig destruierende Veranderungen und Stadium V Muti-
lationen [35]. Die detaillierte Einteilung der Stadien wird in Abbildung 6 genauer be-
schrieben. An dieser Stelle sei kurz erwahnt, dass vor allem im englischsprachigen
Raum die alternative Scoring Methode von Sharp breite Anwendung findet [9].

I Diskrete Befunde [] Weichteilschwellung
oder
L] gelenknahe Osteoporose
undioder
[] Gelenkspaltverschmalerung

Il Frihverdanderungen [ ] Erosionen

oder
[] Gelenkspaltverschmalerung

Il Mittelgradige destruie- []

. ausgepragte Erosionen/Usuren
rende Veranderungen

oder
[] Gelenkspaltverschmalerungen

IV Schwergradige destruie- []

| schwere Erosionen/Usuren
rende Veranderungen

oder

[

Gelenkspaltveranderungen
undioder
] Deformierung gewichttragender Gelenke

V' Mutilationen |:| Schwund der Gelenkflachen

[] Gelenkspalt nicht mehr nachweisbar
L] ausgepragte Deformierung der gewichttragenden Gelenke

Abbildung 6: Detaillierte Einteilungskriterien des Larsen-Score in Stadium | bis V [35]

28



3.2.3 Aktenrecherche

Neben den laborchemischen Bestimmungen erfolgte fir jeden Patienten eine ausfuhr-
liche Aktenrecherche. Dabei wurden folgende Daten erhoben: Name, Vorname, Ge-
burtsdatum, Alter, Geschlecht, Beobachtungszeitraum, Erfillung der ACR sowie
EULAR Kriterien, RF-IgM, anti-CCP, DAS28 Score (vor, wahrend und nach einer defi-
nierten Therapie mit DMARD/TNF Alpha Blockern), HAQ Score (vor, wahrend und
nach einer definierten Therapie mit DMARD/TNF Alpha Blockern), Erosionen, Larsen
Score, viszerale Beteiligung, gesamte Medikamentenhistorie, aktuelle Steroidtherapie,
Medikamentenhistorie DMARD (alle Basistherapeutika, ausgeschlossen Biologika),
Start und Abbruch der DMARD Therapie, aktuelle Therapie mit TNFa-Inhibitor, Start
und Abbruch der aktuellen TNFa-Inhibitor Therapie, Grund Abbruch TNFa-Inhibitor
Therapie, TNFa-Inhibitor Nachfolgetherapie, Anzahl verschiedener TNFa-Inhibitor
Therapien, n aktuelle TNFa-Inhibitor Therapie, TNFa-Inhibitor Therapieversagen. Die
Ergebnisse der Laboranalyse wurden in Form folgender Parameter festgehalten (je-
weils im Serum): Progranulin Status und Extinktion, Progranulin Antikérper Status und

Extinktion sowie die TNF a-Konzentration (pg/ml).

In der nachfolgenden Tabelle soll noch einmal detailliert darauf eingegangen werden,
welche Parameter erhoben wurden, welche Einheiten und Grenzwerte Verwendung
fanden und wie etwaige Einschluss- oder Ausschlusskriterien definiert waren (alpha-
betische Sortierung).

Abbruch DMARD: | Zeitpunkt Abbruch DMARD Medikation (Monat/Jahr oder

0(kein))
ACPA: Nachweis von Antikérpern gegen das cyklisch citrullinierte
Peptid, in U/ml, Grenzwert =5 U/ml
ACR: Erfillung der ACR Diagnosekriterien (2010) fir RA (0/1)
Alter: Laut Akten, in Jahren (zum Zeitpunkt der Aktenrecherche)

Beobachtungszeit: | Zeitraum zwischen erster und letzter Dokumentation, in Mona-

ten
DAS28 0: DAS28 Score zum Zeitpunkt vor einer Therapie mit DMARD
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DAS28 D1: DAS28 Score zum Zeitpunkt 1 wahrend einer DMARD Thera-
pie

DAS28 D2: DAS28 Score zum Zeitpunkt 2 wahrend einer DMARD Thera-
pie

DAS28 N: DAS28 Score zum Zeitpunkt nach einer TNFa-i Therapie

DAS28 T1: DAS28 Score zum Zeitpunkt 1 wahrend einer TNFa-i Therapie

DAS28 T2: DAS28 Score zum Zeitpunkt 2 wahrend einer TNFa-i Therapie

DMARD (non bhio-
logical):

In Zahlen kodiert, gesamte Historie, wenn Medikation mit: Me-
thotrexat (2), Sulfasalazin (3), Hydrochloroquin (4), Leflunomid
(5), Cyclosporin (6), Resochin (16), Azathioprin (17), Gold (18),
Cyclophosphamid (19), D Penicillamin (21)

Erosiv: Bei erosiver Gelenkbeteiligung (Larsen 22), (0/1)

EULAR: Erflllung der EULAR Diagnosekriterien (2010) fur RA (0/1)

Ext PGRN Ak: Extinktion PGRN Antikdrper

Ext PGRN: Extinktion PGRN Status

Geburtsdatum: Laut Akten (tt.mm.jjjj)

Geschlecht: Laut Akten (m/w)

Grund Abbruch: Grund TNFa-Inhibitor-Therapieabbruch (Wirkungslosigkeit /
Infekt / Patientenwunsch / Unvertraglichkeit / Remission / Kin-
derwunsch)

Larsen: Larsen Score (L1 - L5)

Laufnummer: Durchnummerierung der Proben

Medikamente:

Auflistung der gesamten Medikamentenhistorie, in Zahlen
kodiert (1: Steroide, 2: Methotrexat, 3: Sulfasalazin, 4: Hydro-
chloroquin, 5: Leflunomid, 6: Cyclosporin, 7: Adalimumab, 8:
Certolizumab, 9: Etanercept, 10: Golimumab, 11: Infliximab,
12: Rituximab, 13: Tocicilizumab, 14: Abatacept, 15: Anakinra,
16: Resochin, 17: Azathioprin, 18: Gold, 19: Cyclophosphamid,
20: Belimumab, 21: D Penicillamin)

Nachfolgetherapie:

Medikation nach TNFa-Inhibitor Therapie

Name / Vorname:

Laut Akten

Patientennummer:

Durchnummerierung der Patienten

PGRN Ak:

Nachweis PGRN Antikorper (0/1)
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PGRN Stat.: Nachweis PGRN Status (0/1)

Probencode: Laborinterner Probencode

Probendatum: Datum Probenentnahme (tt.mm.jjjj)

RE: Nachweis von Rheumafaktoren (IgM), Grenzwert >20U/ml,

(0/1)

Start DMARD:

Start DMARD Medikation (Monat/Jahr oder O(kein))

Start TNF: Startpunkt TNFa-Inhibitor Therapie (Monat/Jahr/) oder ,,

Steroide: Keine Steroide (0), Steroide unterhalb der Cushing Schwelle
(7,5 mg Prednisolonaquivalent) (1), Steroide uberhalb der
Cushing Schwelle (2)

TNF Abbruch: Zeitpunkt Abbruch TNFa-Inhibitor Therapie (Monat/Jahr) oder

11}
”

TNF Th. Anzahl:

Anzahl verschiedener TNFa-Inhibitor Therapien, wenn >1

dann weiterer Datensatz

TNF ZykKlus: Aktuelle TNFa-Inhibitor Therapie (Nummer)

TNEF: Medikation mit TNFa-Inhibitor (Adalimumab / Certolizumab /
Etanercept, / Golimumab, / Infliximab / 0 (kein))

Versagen: TNFa-i Therapieversagen, wenn alle bisherigen Therapien we-
gen Wirkungslosigkeit abgebrochen wurden (0/1)

Viszerale Beteili- | Bei zusatzlichem Auftreten von subcutanen Knoten, Vasculitis,

qung: Perikarditis, Pleuritis, Vaskulitis assoziiertem Felty-Syndrom,
Glomerulonephritis, Episkleritis, Keratokonjunktivitis sicca, se-
kundare Amyloidose oder Anamie (0/1) [33]

Zeitpunkt: Durchnummerierung der Verlaufsmessungen pro Patient, be-

ginnend jeweils bei 1.

Tabelle 6: Erlduterungen zu den Parametern der Aktenrecherche
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3.2.4 Statistik

Unterschiede in den Variablen Alter, Krankheitsdauer, DAS28 (mittel) und HAQ (mittel)
wurden mit dem t- und Levene Test auf Gleichheit der Varianzen untersucht. Die
Unterschiede der Parameter Geschlecht, Erosionen, Larsen Score, RF-IgM, anti-CCP,
TNF a Spiegel (erhdht vs. nicht erhoht, nur in der Kohorte mit TNFa-Inhibitor Versagen)
wurden per univariater Analyse mit dem x? Test untersucht. Die Analyse der Patienten-
Subgruppe mit TNFa-Inhibitor Versagen wurde mit den o.g. Variablen durch den
Student’s t-test und dem x* (univariate Analyse) untersucht. Dabei wurden hoch
signifikante Unterschiede weiter mit multivariater logistischer Regression untersucht,
um jeweilige Parameter bezuglich ihrer Unabhangigkeit von weiteren Variablen und
ihrer Signifikanz flr ein TNFa-Inhibitor Versagen beurteilen zu kénnen (multivariate
Regressionsanalyse und Wald Test). Fur alle Werte wurde die entsprechende Odds
Ratio mit Konfidenzintervall berechnet. Ein p-Wert < 0.05 wurde als statistisch
signifikant gewertet. Die statistische Auswertung wurde mit SPSS Version 18.1 flr

Microsoft Windows durchgefihrt.
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4. Ergebnisse

4.1 Fragestellung

Die pathologische Bedeutung von PGRN und des dagegen gerichteten PGRN AK ist
gerade in Bezug auf die RA noch nicht ganzlich verstanden. Wahrend die Bedeutung
des PGRN in Hinblick auf Wirkungsmechanismen [53], Prognose [11] und
experimentellen Therapiemdglichkeiten [39], [53] betrachtet wurde, gibt es wenig
Arbeiten zum Thema RA und PGRN Ak. Einzig Thurner et. al. beobachteten in einer
kleinen Fallstudie von 44 Patienten mit RA bei 16 Patienten den Nachweis von PGRN
Ak [55].

Mit RF und anti-CCP stehen bewahrte und altgediente laborchemische Marker zur
Verfigung, jedoch gibt es gerade in der Frihdiagnostik serologisch unauffalliger
Patienten nach wie vor Bedarf an neuen, flr die Diagnostik geeigneten
Autoantikorpern [59]. Der Sachverhalt wird bei Betrachtung der jeweiligen
Sensitivitaten (75-80% fur RF IgM [17] und 71.7 % far anti-CCP [59]) deutlich. Wahrend
der RF im Serum von bis zu 20% der gesunden Bevolkerung nachweisbar ist, ist der
PGRN AK nach gegenwartigen Untersuchungen bei gesunden Probanden negativ [1].
Auch die Spezifitat der RF ist problematisch. Neben einer Optimierung von Sensitivitat
und Spezifitat waren dartber hinaus gehende Vorhersagemaglichkeiten bespielsweise
in Hinblick auf Therapieaussichten, die Krankheitsaktivitat sowie die
Prognoseabschatzung, welche die Madglichkeiten der klassischen Seromarker

Ubertreffen, zu begrifien.

Die grundlegenden Fragen dieser Arbeit sind deshalb:

Wie hoch ist die Pravalenz der PGRN Ak bei Patienten mit RA und kénnen Aussagen
bezlglich der Eignung als Diagnosemarker gemacht werden? Gibt es Unterschiede in
der Haufigkeit von PGRN AK im Serum von seronegativen zu seropositiven RA-
Patienten (RF+, anti-CCP +)? Welche Pravalenz von PGRN AK gibt es in Hinblick auf
die Subgruppen der RA-Patienten mit hoher Krankheitsaktivitat (bspw. DAS 28 und
HAQ), Erosionen (bspw. Larsen Score), unterschiedlichem Geschlecht und Alter? Wie
haufig sind PGRN AK positive RA Patienten mit fehlendem Therapieansprechen auf

TNFa-Inhibitoren?
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4.2 Progranulin-Antikorper in der RA-Kohorte

Von insgesamt n = 317 Patienten konnten 305 Probanden auf den PGRN Ak
untersucht werden (fehlende Daten bei n = 12 Patienten). Dabei zeigte sich eine
Pravalenz des PGRN Ak von 26.6% (81 von 305 Patienten).

Die Betrachtung der PGRN Ak in Bezug zum jeweiligen rheumatologischen
Serostatus, also dem Auftreten von RF (IgM) und anti-CCP, soll in dieser Arbeit im
Vordergrund stehen und wird im folgenden Kapitel dargestellt. Unsere Daten zeigen,
dass Patienten mit einem negativen Serostatus in mehr als einem Viertel der Falle
einen positiven PGRN Ak aufweisen. Insgesamt stehen uns Daten von n = 292
Patienten zur Verfugung, bei denen sowohl der Serostatus als auch der PGRN Ak

Status erhoben wurde (Fehlende Daten bei n = 25 Patienten)

4.3 Subgruppenverteilung des Progranulin Antikorpers

4.3.1 Progranulin Antikorper und Serostatus

Die Gruppe der seropositiven Patienten setzt sich zusammen aus Patienten mit sowohl
positivem RF, anti-CCP und PGRN Ak (14.7%, 43 von insgesamt 292 Patienten),
Patienten mit positivem RF, negativem anti-CCP und positivem PGRN Ak (4.8%, 14
von insgesamt 292 Patienten), Patienten mit negativem RF, positiven anti-CCP und
positivem PGRN Ak (1%, 3 von insgesamt 292 Patienten), Patienten mit positivem RF,
positivem anti-CCP und negativem PGRN Ak (39.4%, 115 von insgesamt 292
Patienten), Patienten mit negativem RF, positivem anti-CCP und negativem PGRN Ak
(7.9%, 23 von insgesamt 292 Patienten), Patienten mit positivem RF, negativem anti-
CCP und negativem PGRN Ak (8.2%, 24 von insgesamt 292 Patienten), Patienten mit
positivem RF und positivem PGRN Ak (1.4%, 4 von insgesamt 292 Patienten),
Patienten mit positivem RF und negativem PGRN Ak (6.2%, 18 von insgesamt 292
Patienten) und Patienten mit positivem anti-CCP und negativem PGRN Ak (0.7%, 2
von insgesamt 292 Patienten).

Die Gruppe der seronegativen Patienten setzt sich zusammen aus Patienten mit

negativem Serostatus (sowohl RF als auch anti-CCP negativ) und positivem PGRN Ak
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Nachweis (3.8%, 11 von insgesamt 292 Patienten), der Patientengruppe mit negativer

Serologie und negativem PGRN Ak Befund (10.3%, 30 von insgesamt 292 Patienten),

Patienten mit negativem RF und negativem PGRN Ak (1.4%, 4 von insgesamt 292

Patienten) und Patienten mit negativem RF und positivem PGRN Ak (0.3%, 1 von

insgesamt 292 Patienten).

Die vorliegenden Daten zeigen, dass 26.1% (12 von 46 Patienten) mit negativ

rheumatologisch-serologischem Befund einen positiven PGRN Ak Status aufweisen.

Bezogen auf die Gesamtgruppe entsprechen diese 12 Probanden 4.1% aller an dieser

Studie teilnehmenden Patienten. Eine Darstellung der Serogruppen in Relation zum

PGRN Ak Status erfolgt in Abbildung 7.

Vergleich Progranulin-Antikorper und

Serostatus
n=292
RF - PGRN -
Hm RF - PGRN +
250
B RF - antiCCP - PGRN +
= 200 RF - antiCCP - PGRN -
=
z antiCCP + PGRN -
=
£ 150 RF + PGRN -
2
= m RF + PGRN +
= 100
c B RF - antiCCP + PGRN +
I
N 4 B RF - antiCCP + PGRN -
£ 50 11
30 B RF + antiCCP + PGRN -
0 B RF + antiCCP + PGRN +
seropositive Patienten seronegative Patienten B RE + antiCCP - PGRN -
(n=246) (n=46)

Abbildung 7: Darstellung der seropositiven und seronegativen Patientengruppen im Vergleich zum
PGRN Ak Status, dabei farbliche Hervorhebung der seronegativen, aber PGRN positiven Subgruppen

[21]
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4.3.2 Definition weiterer Subgruppen

Neben der Analyse der Gesamtverteilung erfolgte zudem eine Betrachtung der PGRN
Ak in einer Reihe von definierten Subgruppen. Unterteilt wurde in die Kategorien
mannliches- (n = 74 Patienten) sowie weibliches Geschlecht (n = 220 Patienten),
vorhandene Erosionen (n = 162 Patienten), Larsen = 2 (n = 110 Patienten), RF (IgM)
positiv (n = 218 Patienten) und anti-CCP positiv (n = 186 Patienten). Die Statistik
verdeutlicht, dass der PGRN Ak in einigen Gruppen uberproportional sowie in anderen

Gruppen unterproportional vertreten ist.

4.3.3 Progranulin-Antikorper im Vergleich zu Geschlecht, Erosionen, RF sowie
anti-CCP

Bei mannlichen Patienten ist der PGRN Ak in 31.1% der Falle positiv (23 von 74
Patienten; p= 0.001), in der Gruppe Larsen = 2 zu 30% (33 von 110 Patienten; p=
0.024), bei Patienten mit Erosionen in 28.4% der Falle (46 von 162 Patienten; p=
0.026) und bei Patienten mit positivem RF (IgM) zu 28% (61 von 218 Patienten; p=
0.001). Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Manner, Patienten mit
erosivem Verlauf (Erosionen / Larsen = 2) und Patienten mit nachgewiesenem
Rheumafaktor haufiger mit einem positiven PGRN Ak assoziiert sind. Die Ergebnisse
dieser Subgruppen kdnnen allesamt als statistisch signifikant angesehen werden (p <
0.05).

Bei Betrachtung der verbleibenden Subgruppen wird deutlich, dass in Relation zur
Gesamtverteilung zum einen bei Frauen (53 von 220 Patienten, 24.1%) als auch bei
Patienten mit anti-CCP Nachweis (46 von 186 Patienten, 24.8%, p= 0.013)
vergleichsweise seltener PGRN Ak nachgewiesen werden kdonnen. Die Ergebnisse

werden in Abbildung 8 visualisiert.
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Verteilung des Progranulin-Antikérpers in definierten
Subgruppen
n=317
Mannlich 31,1% p=0.001
Larsenz2 30% p=0.024
Erosionen + 28,4% p=0.026
RF (lgM) + 28% p=0.001
Gesamt 26,6
anti-CCP + 24,8% p=0.013
Weiblich 24,1
0 5 10 15 20 25 30 35
HAUFIGKEIT POSITIVER PGRN AK NACHWEIS IN %

Abbildung 8: : Darstellung der PGRN Ak-Verteilung in den Subgruppen ménnliche- und weibliches
Geschlecht, Larsen 22, Erosionen +, RF + und anti-CCP + im Vergleich zur Gesamtverteilung

4.3.4 Progranulin Antikorper im Vergleich zu Patientenalter, Krankheitsdauer,
DAS 28 sowie HAQ

Ebenfalls in Bezug gesetzt wurde der PGRN Ak-Status zum Patientenalter, zur
Krankheitsdauer, zum DAS28- sowie HAQ-Score. Dabei sei erwahnt, dass die
zugrunde gelegten DAS28 und HAQ-Scores (eine Erhebung erfolgte an bis zu 6
Zeitpunkten pro Patient) nach groter =zeitlicher Nahe zum Zeitpunkt der
Probenentnahme ausgewahlt wurden.

Bei negativem PGRN Ak-Nachweis liegt der mittlere DAS 28 Score bei 3.5, wahrend
der gemittelte DAS 28-Score bei positivem PGRN Ak bei 3.81 liegt. Ein hoherer DAS
28-Wert (welcher einer hoheren Krankheitsaktivitat entspricht) ist demnach mit dem
Auftreten von PGRN Ak assoziiert. Die Relation von DAS 28 zu PGRN Ak ist mit einem
P-Wert von 0.047 statistisch signifikant.

Das mediane Alter bei PGRN Ak negativen Probanden liegt bei 62 Jahren (Minimum
19 Jahre, Maximum 93 Jahre), wahrend letzteres im Falle positiver PGRN Ak 64.5
Jahre betragt (Minimum 37 Jahre, Maximum 87 Jahre). Der P-Wert liegt hier bei 0.119;
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damit ist das Ergebnis nach unserer Betrachtung statistisch nicht signifikant. Ebenfalls
statistisch nicht signifikant ist der Bezug von Krankheitsdauer zu PGRN Ak Status
(PGRN Ak +: 99,06 [Mittelwert; in Monaten]; PGRN Ak -: 96,7 [Mittelwert; in Monaten])
sowie die Beziehung HAQ und PGRN Ak (PGRN Ak +: 0,75 [Mittelwert]; PGRN Ak -:
0,71 [Mittelwert]). Die aufgezeigten Daten sind in Tabelle 7 dargestellt.

PGRN Ab - | PGRN Ab + | P Wert OR, KI*
Alter (in Jahren, median, | 62 (19-93) | 64,5 (37-87) | P=0,119**
min-max.)
Krankheitsdauer (in | 96,7 99,06 P=0,860**
Monaten, Mittelwert, SD)
DAS 28 (Mittel, +/- SD) 3,5 3,81 P= 0,047 1.98; 0,021-0,753
HAQ (Mittel, +/- SD) 0,71 0,75 P=0,521**

Tabelle 7: Alter, Krankheitsdauer, DAS28 und HAQ in Relation zum PGRN Ak Status, * = Odds Ratio,
Konfidenzintervall (P< 0,05), ** = nicht signifikant

4.3.5 Patienten mit positivem Progranulin Antikorper Nachweis:

Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Studie zeigen RA-Patienten mit mannlichem Geschlecht, erosivem Verlauf,
einem Larsen Score = 2, einem positiven RF (aber nicht anti-CCP) sowie einem
hoheren DAS 28-Score signifikant haufiger Serum-PGRN Ak als ihre jeweilige

Vergleichsgruppe in der Subgruppenanalyse.

Die Haufigkeitsunterschiede zwischen PGRN Ak und hoherem Alter, einer kirzeren
Krankheitsdauer sowie einem hoheren HAQ sind in dieser Untersuchung statistisch

nicht signifikant.

4.4 Patienten unter TNFa-Inhibitor Therapie

Im folgenden Kapitel sollen die Ergebnisse der RA-Patienten-Subgruppe mit
dokumentierter TNFa-Inhibitor Therapie, zu welcher insgesamt n = 121 Patienten
zahlen, naher beschrieben werden. In dieser Gruppe war nur die Behandlung mit

einem Medikament aus der Wirkstoffgruppe der TNFa Rezeptor Antagonisten, also

38



Adalimumab (Handelsname Humira®), Certolizumab (Handelsname Cimzia®),
Infliximab (Handelsname Remicade® / Inflectra®), Golimumab (Handelsname
Simponi®) oder Etanercept (Handelsname Enbrel®) beriicksichtigt. Dabei zahlten zu
jener Patientengruppe sowohl Probanden mit aktueller als auch mit beendeter

Therapie mit TNFa Rezeptor Antagonisten.

4.4.1 Progranulin-Antikorper und TNFa-Inhibitor Therapieversagen

Innerhalb der Gruppe der Patienten unter TNFa-Inhibitor Therapie ist fur Patienten mit
TNFa-Inhibitor ~ Therapieversagen eine  statistisch  signifikante, héhere
Wahrscheinlichkeit fur einen positiven Serum-PGRN Ak Nachweis zu verzeichnen:
31.2 %, also 10 von 32 Patienten in der Gruppe ,, TNFa-Inhibitor Versagen®, weisen
einen positiven PGRN Ak auf, wahrend nur 23.2 %, also 19 von 82 der Patienten, in
der Gruppe ,TNFa-Inhibitor Ansprechen® einen positiven PGRN Ak Status zeigen.
Statistisch wurde dieser Zusammenhang mit dem x? Test univariat analysiert (p =

0.045) [Daten nicht vollstandig in Tabellenform gezeigt].

4.4.2 Univariate Analyse der RA-Patienten mit TNFa-Inhibitor Therapieversagen

Folgende weitere Parameter jenseits der Pravalenz von PGRN Ak waren signifikant
haufiger bei TNFa-Inhibitor Versagen als bei RA-Patienten mit TNFa-Inhibitor
Ansprechen (im vorliegenden Fall ist ,TNF Ansprechen® als Patientengruppe unter
dauerhafter Therapie ohne Wirkverlust zu verstehen): Erosive Gelenkbeteiligung
(81.3%, also 26 von 32 Patienten in der Gruppe TNFa-Inhibitor Versagen und 58.8%,
also 47 von 80 Patienten in der Gruppe TNFa-Inhibitor Ansprechen), ein DAS28 =3.2
(78.6%, also 22 von 28 Patienten, in der Gruppe TNFa- Inhibitor Versagen und 67.6%,
also 46 von 68 Patienten, in der Gruppe TNFa- Inhibitor Ansprechen) sowie ein
positiver RF (84.4%, also 27 von 32 Patienten, in der Gruppe TNFa- Inhibitor Versagen
und 78%, also 64 von 82 Patienten, in der Gruppe TNFa- Inhibitor Ansprechen) [Daten
nicht vollstandig in Tabellenform gezeigt].

Zudem waren ein positiver anti-CCP Wert (65.5%, also 19 von 29 Patienten, in der
Gruppe TNFa- Inhibitor Versagen und 70.3%, also 52 von 74 Patienten, in der Gruppe
TNFa- Inhibitor Ansprechen) und ein erhohter Serum TNFa-Spiegel (100%, also 2 von

2 Patienten, in der Gruppe TNFa-i Versagen und 26.7%, also 4 von 15 Patienten, in
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der Gruppe TNFa-Inhibitor Ansprechen) haufiger (Abbildung 9) [Daten nicht vollstandig

in Tabellenform gezeigt].

Klinische Parameter TNFa-Inhibitor Versagen | p-Wert *
(n=32)

Erosionen vs. keine Erosionen 81.3% (n=26) vs. 18.8% (n=6) 0.024

Fehlende Daten: 2

Larsen 2 2 vs. Larsen <2 83.3% (n=25) vs. 16.7% (n=5) 0.012

Fehlende Daten: 2

DAS28 2 3.2 vs. DAS28 < 3.2 78.6% (n=22) vs. 21.4% (n=6) 0.036

Fehlende Daten: 4

Serum TNFa erhéht vs. nicht erhdht 100% (n=2) vs. 0% (n=0) 04

fehlende Daten: 30

PGRN Ak positiv vs. negativ 31.2% (n=10) vs. 68.8% (n=22) | 0.045

Fehlende Daten: 0

RF (IgM) positiv vs. negativ 84.4% (n=27) vs. 15.6% (n=5) 0.001

Fehlende Daten: 0

Anti-CCP positiv vs. negativ 65.5% (n=19) vs. 34.5% (n=10) | 0.041

fehlende Daten: 3

*: Univariate Analyse, Chi2 test 2x2

Tabelle 8: Darstellung von TNFa-Inhibitor Versagen in Betrachtung zu den jeweiligen Subgruppen

4.4.3 Risikofaktoren fiir TNFa-Inhibitor Therapieversagen, multivariate

statistische Analyse

Neben der univariaten statistischen Analyse wurden die Parameter erosive
Beteiligung, Larsen 22, DAS 28 23.2, positiver PGRN Ak, positive RF und positive anti-
CCP zudem per multivariater logistischer Regression untersucht. Dabei zeigte sich,
dass ein DAS 28 = 3.2 (p=0.039) und eine erosive Beteiligung (p=0.032) jeweils
unabhangig voneinander haufiger bei TNFa-Inhibitor Therapieversagen vorkommen.

Ein positiver PGRN Ak wie auch positive RF zeigten in dieser Analyse keinen

unabhangigen ,Risikofaktor” fur ein TNFa-Inhibitor Therapieversagen.
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Subgruppenverteilung TNFa-Inhibitor Versagen
n=32
Anti-CCP (n=29)
RF (IgM) (n=32)
PGRN Ak (n=32)
Serum TNFa erhht (n=2)
DAS28> 3.2 (n=28)

Larsen = 2 (n=30)

Erosionen (n=32)

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

B Positiv B Negativ

Abbildung 9: Darstellung von TNFa-Inhibitor Versagen in Betrachtung zu den jeweiligen Subgruppen

4.4.4 Patienten unter TNFa-Inhibitor Therapie: Zusammenfassung der

Ergebnisse

Univariate statistische Analyse: Statistisch signifikant haufiger bei TNFa-Inhibitor

Therapieversagen zeigten sich ein positiver PGRN Ak Nachweis, eine erosive
Gelenkbeteiligung, ein DAS28 =3.2, positive RF sowie positive anti-CCP (als bei

Therapieansprechen in der Subgruppe der RA-Patienten)

Multivariate statistische Analyse: In dieser Betrachtung zeigte sich, dass nur ein

erhohter DAS 28 (= 3.2) und eine erosive Gelenkbeteiligung als jeweils unabhangige
Variable bei TNFa-Inhibitor Therapieversagen haufiger auftritt. Der PGRN Ak ist kein

unabhangiger Risikofaktor fur TNFa-Inhibitor Therapieversagen.
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Unabhangige P-Wert
Variable fiir TNFa-
Inhibitor
Therapieversagen
RF - 0.948
DAS28 2 3.2 + 0.039
Erosiv + 0.032
ACCP - 0.463

Tabelle 9: Multivariate statistische Analyse, unabhéngige Variablen fiir TNFa-Inhibitor
Therapieversagen

4.5 Beschreibung des Patientenkollektivs

4.5.1 Alter, Geschlecht und Beobachtungszeit

Alter

n=306

ALTER (JAHRE)
(93]
|92}
o

Alter

Abbildung 10: Darstellung des
Patientenalters im Boxplot

Insgesamt umfasst die Studie eine Anzahl von n = 317 Patienten mit der Diagnose
,Rheumatoide Arthritis“, welche mit Hilfe der ARA Kriterien von 1987 sowie der
aktuellen ACR/EULAR Kilassifikation von 2010 gestellt wurde. Das Patientenalter ist in
Abbildung 10 als Boxplot dargestellt und erstreckt sich von minimal 19 Jahren bis
maximal 93 Jahren; der Mittelwert betragt 62,0 Jahre (bei 11 Patienten sind keine
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Daten vorhanden). Das Geschlecht betreffend ist der Anteil weiblicher Patienten mit
74.5% (228 von 306 Patienten) deutlich in der Mehrheit; mannliche Patienten machen
dabei nur 25.5% (78 von 306 Patienten) der Probanden aus (bei n = 11 Patienten sind
keine Daten vorhanden). Der Beobachtungszeitraum erstreckt sich von minimal einem
Monat bis maximal 456 Monaten (38 Jahre), der Mittelwert betragt hier 97,9 Monate
(8,15 Jahre). Eine Visualisierung erfolgt in Abbildung 11 ebenfalls als Boxplot (bei n =

111 Patienten sind keine Daten vorhanden).

Beobachtungszeit
n=206

BEOBACHTUNGSZEIT (MONATE)

Beobachtungszeit

Abbildung 11: Darstellung der
Beobachtungszeit im Boxplot

4.5.2 Rheumafaktor und Antikorper gegen das cyklisch citrullinierte Peptid

Bezogen auf die gesamte Patientengruppe weisen 229 von 301 Probanden (76.1%)
einen positiven Rheumafaktor(lgM) auf (fehlende Daten bei n = 16 Patienten), bei 192
von 271 Patienten (70.8%) ist das Anti-CCP erhoht (keine Daten fur insgesamt n = 45

Patienten).

4.5.3 Progranulin Antikorper

Der PGRN Ak ist bezogen auf die Gesamtgruppe bei 81 von 305 Probanden (26.6%)
nachweisbar (keine Daten fur n = 12 Patienten).
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4.5.4 TNFa-Inhibitor Therapie

Eine Assoziation mit einer TNFa-Inhibitor Therapie, welche hier als aktuelle oder
beendete Therapie mit der entsprechenden Medikamentengruppe (Adalimumab,
Certolizumab, Infliximab, Golimumab oder Etanercept) definiert ist, wird in dieser Arbeit
bei 121 von 304 Patienten (39.8%) nachgewiesen (fehlende Daten fur n = 13

Probanden).

4.5.5 Larsen Score

Der Larsen Score wurde bei insgesamt 195 Patienten erhoben (fehlende Daten bei n
= 122 Patienten). Einen Wert = 2 erreichten dabei 112 von 195 Patienten (57.4%),
einen Wert <2 erreichten 83 von 195 Patienten (42.6%)

4.5.6 DAS28 Score

Der DAS28 Score wurde bei insgesamt 238 Patienten erhoben (fehlende Daten bei n
= 79 Patienten). Einen Wert = 3.2 erreichten dabei 135 von 238 Patienten (56.7%),
einen Wert <3.2 erreichten 103 von 238 Patienten (43.3%). Ausgewahlt und verglichen
wird bei dieser Betrachtung der =zeitlich jeweils nachstgelegene DAS28 zur

Probenentnahme.

4.5.7 HAQ Score

Der HAQ Score wurde bei insgesamt 119 Patienten erhoben (fehlende Daten bei n =
198 Patienten). Einen Wert =2 0.375 erreichten dabei 75 von 119 Patienten (63%), einen
Wert <0.375 erreichten 44 von 119 Patienten (37%). Ausgewahlt und verglichen wurde

bei dieser Betrachtung der zeitlich jeweils nachstgelegene HAQ zur Probenentnahme.

4.5.8 Serum TNFa

Fir die insgesamt 100 Patienten aus der rheumatologischen Praxis in Berlin-
Lichtenberg wurden die Serum TNFa-Spiegel erhoben. Dabei wurden 93 Patienten

(93%) negativ und 7 Patienten (7%) mit erhéhtem Serum-Spiegel getestet.

Verglichen mit dem PGRN Ak-Status weisen 21 von 93 negativ getesteten Patienten

(22.6%) einen positiven PGRN Ak auf, wahrend 2 von 7 (28.6%) der positiv getesteten
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Patienten einen positiven PGRN Ak aufweisen. Der Zusammenhang von TNFa
Serostatus und TNFa-Inhibitor-Ansprechen sowie -Versagen wird in Kapitel 4.3.2

genauer beschrieben.

Serum TNF a Nachweis in Relation zum
PGRN Ak Status
n=100

PGRN Ak - | | 22,6

PGRN Ak + | | 28,6 @ Serum TNF a +

0 10 20 30 A0
ANGABEN IN %

Abbildung 12: Vergleich des PGRN Ak-Status mit dem Auftreten von erhéhten Serum TNFa-
Spiegeln. Unterschiede nicht signifikant (p=0.4, Fischer Test)

4.5.9 Progranulin-Status

Neben dem PGRN Ak-Status wurde fur n = 305 Patienten auch der PGRN-Status
erhoben. Von den 305 untersuchten Patienten wurden n = 80 (26.2%) positiv und n =
225 (73.8%) negativ getestet.

Verglichen mit der Bestimmung des PGRN Ak zeigt sich eine hohe Uberschneidung
mit dem PGRN Status. Von 305 Patienten weisen 296 (97%) deckungsgleich jeweils
positive oder negative Ergebnisse auf, wahrend nur 9 (3%) Patienten voneinander

abweichende Ergebnisse zeigen.

4.5.10 Serokonversion Progranulin-Antikorper und Progranulin-Status

Bei insgesamt 100 Patienten wurden Mehrfachmessungen des PGRN Ak sowie des
PGRN Status vorgenommen. Dabei trat bei 6 von 100 Patienten (6%) eine
Serokonversion des PGRN Status auf. Bei 7 von 100 Patienten (7%) trat eine
Serokonversion des PGRN Ak auf.
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Gesamtverteilung
n=317

PGRN Ak
PGRN Status
Anti-CCP

RF (IgM)
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20 40 60

TNF Therapie DAS28= 3.2 HAQ=0.375 Llarsenz2 Weiblich RF {IgM) Anti-CCP PGRN Status PGRN Ak
@ Positiv 39,8 56,7 63 57,4 74,5 76,1 70,8 26,2 26,6
@ Negativ 60,2 43,3 37 42,6 25,5 23,9 29,2 73,8 73,4

ANGABEN IN %

@ Positiv @ Negativ

Abbildung 13: Darstellung der Gesamtverteilung erhobener Patientencharakteristika
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5. Diskussion

5.1 Aussagekraft der vorliegenden Studie

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Daten von insgesamt n = 317 Patienten ausgewertet.
Neben der Bestimmung von PGRN, PGRN Ak und Serum TNFa erfolgte eine
ausfuhrliche Aktenrecherche, bei der neben der detaillierten Medikamentenanamnese,
dem DAS28 und HAQ Score (jeweils zu multiplen Zeitpunkten), den ACR und EULAR
Kriterien, dem Larsen Score, RF, anti-CCP und den Erosionen auch eine ausfuhrliche
Dokumentation der TNFa-Inhibitor Therapie erfolgte. Die Fallzahlen, die umfangreiche
Charakterisierung der Patienten und die erstmals in diesem Umfang erfolgte
Betrachtung der Pravalenz von PGRN und PGRN Ak sind eindeutige Starken der
Arbeit. Das Patientenkollektiv ist bezogen auf die Verteilung von RF (In dieser Arbeit
bei 76.1% nachweisbar, Referenz in der Literatur 75 — 80% [17]), anti-CCP (In dieser
Arbeit zu 70.8% positiv, Referenz in der Literatur > 50% im Fruhstadium [13]) und
Geschlecht (in dieser Arbeit 2,9 w : 1 m, in der Literatur 2-3 w : 1 m [17]) eindeutig
reprasentativ. Von dem Umstand, dass sowohl Patienten einer Hochschulambulanz
als auch einer ambulanten Praxis eingeschlossen wurden, durfte die Studie ebenfalls
profitieren.

Nachteilig sind die geringen Fallzahlen einzelner, retrospektiv definierter Subgruppen.
Ein Vergleich von Serum TNFa und TNFa- Inhibitor Therapie ist nur in n = 17 Fallen
madglich und auch die Gruppe ,, TNFa- Inhibitor Therapieversagen® besteht insgesamt
nur aus n = 32 Patienten. Dartber hinaus hatte eine grélRere, multizentrische Studie
im Vergleich zu dieser auf Homburg/Saar und Berlin beschrankten Studie
selbstverstandlich eine hohere Relevanz. Zudem war das Studiendesign der klinisch
bedeutsamen Gruppe der TNFa- Inhibitor Therapieversagern nicht prospektiv, sodass
zusatzlich zur kleinen Fallzahl in dieser Situation der interessante Aspekt, den PGRN

Ak als Prognosemarker zu untersuchen, nicht moglich war.

5.2 Progranulin Antikorper und rheumatoide Arthritis

Bisher wurde Progranulin mit biologischen Prozessen wie der Embryogenese [16], der

Neurodegeneration [6], der Wundheilung [24], der Inflammation [32] und der
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Tumorgenese [7],[23] in Verbindung gebracht; dartber hinaus wurde eine Beteiligung
an Zellproliferation, -uUberleben und —migration nachgewiesen [24].

Entsprechende PGRN Ak konnten nachgewiesen werden bei primaren Vaskulitiden
und SLE [55], M. Crohn und Colitis Ulzerosa [56] sowie bei Psoriasis Arthritis [57]. Die
Assoziation von PGRN Ak mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen war also
bereits Gegenstand mehrerer wissenschaftlicher Arbeiten, eine Ubersicht dazu wird in
Tabelle 9 dargestellt. Allerdings wurde in der vorliegenden Arbeit, soweit bekannt, zum
ersten Mal eine groliere Kohorte von RA Patienten auf das Vorhandensein von PGRN
Ak untersucht. Die Daten dieser Untersuchung, die positive PGRN Ak bei 26.6% (80
von 305) der Patienten mit RA nachweisen, sind somit die ersten Ergebnisse einer
reprasentativen, grolReren Stichprobe von Patienten mit RA. Einzig Thurner et. al.
untersuchten in einer kleinen Studie Patienten mit RA und konnten den PGRN Ak bei
36% (16 von 44) der Patienten nachweisen [55]; der Fokus jener Arbeit lag dabei

allerdings nicht auf der RA, sondern auf den Vaskulitiden.

5.3 Progranulin Antikorper und serologischer Status

Autoimmunerkrankungen mit Auftreten von PGRN Ak  Literaturreferenz

Systemischer Lupus Erythematosus [55]
Klassische Panarteriitis nodosa [55]
Riesenzell Arteritis [55]
Granulomatosis mit Polyangiitis (generalisiert) [55]
Granulomatosis mit Polyangiitis (lokalisiert) [55]
Churg-Strauss Syndrom [55]
Psoriasis Arthritis [57]
Morbus Crohn [56]
Colitis Ulzerosa [56]
Rheumatoide Arthritis [55]

Tabelle 10: Autoimmunerkrankungen mit Nachweis von PGRN Ak in der Literatur

Der PGRN Ak, welcher durch seine Eigenschaft als Autoantikbrper sowohl mit dem RF
als auch mit dem anti-CCP verglichen werden kann, tritt mit anteilig 26.6% bei einem
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vergleichsweise kleinen Prozentsatz der RA-Patienten auf. Der RF, welcher in unserer
Studie bei 76.1 % der Patienten detektierbar war (Referenz in der Literatur 75 — 80%
[17]) sowie der anti-CCP, welcher in unserer Kohorte in 70.8 % der Falle nachgewiesen
wurde (Referenz in der Literatur 74 - 97% [60]), sind damit deutlich haufiger mit der RA
verknupft. Allerdings zeigt die Analyse des Serostatus (RF und anti-CCP) bezogen auf
den PGRN Ak, dass uber ein Viertel der Patienten trotz negativer Serologie einen
positiven PGRN Ak aufweisen (26.1%, 12 von 46 Probanden). Jene, nach Methoden
der klassischen Serologie laborchemisch nicht identifizierbare Patientengruppe
offenbart das Potential der PGRN Ak. Wenn die Daten aus unserer Subgruppe
seronegativer RA-Patienten (n = 46, davon 12 Ak positiv) reprasentativ waren, zeigten
etwa ein Viertel der seronegativen RA-Patienten einen positiven diagnostisch
relevanten Seromarker. Eine Validierungskohorte negativer RA-Patienten kann hierbei
untersuchen, ob der Test auf PGRN Ak moglicherweise den Anteil der sogenannten

,seronegativen” (RF -, anti-CCP -) RA-Patienten um ca. 25% reduzieren kann.

Thurner et. al. Uberpriften zudem eine gesunde Kontrollgruppe auf PGRN Ak und
konnten zeigen, dass der Nachweis bei nur etwa 1% gelang [55]. Dieser Umstand,
welcher eine hohe Spezifitat vermuten lasst, unterstreicht ebenfalls die Aussagekraft
der PGRN Ak.

Der Stellenwert der PGRN Ak Bestimmung bei Patienten mit seronegativer RA scheint
gemal unserer Daten also relevant und sollte in tiefer gehenden und grofRer
angelegten Studien weiter untersucht werden. Beachtet werden sollte allerdings, dass
der PGRN Ak nicht als RA spezifisch interpretiert werden darf, sondern wie in Kapitel
5.1 beschrieben auch bei weiteren Autoimmunerkrankungen nachgewiesen werden

kann.

5.4 Progranulin Antikorper und Prognose der rheumatoiden
Arthritis

Nicht nur eine Aussage in Hinblick auf Diagnosestellung und Serostatus scheint
denkbar, auch fur die Abschatzung von Prognose und Krankheitsverlauf kann eine

Berucksichtigung des PGRN Ak entsprechend der vorliegenden Daten sinnvoll sein.
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Verglichen mit der Gesamtverteilung (26.6%) wird deutlich, dass der PRGN Ak in den
Subgruppen Larsen = 2 (30%, p = 0.024), erosiver Verlauf (28.4%, p = 0.026) und
positiver IgM RF (28%, p = 0.001) Uberproportional vertreten ist. Auch der DAS28
Score lag in der Gruppe der PGRN Ak-positiven Patienten im Durchschnitt Gber dem
DAS28 Wert der PGRN Ak-negativen Patienten (3.81 vs. 3.5, p = 0.047). Die Relation
von HAQ, Alter und Beobachtungszeit zeigten in der Auswertung keine statistische
Relevanz.

Die Daten dieser Arbeit legen also nahe, dass der PGRN Ak Nachweis mit einem
ungunstigeren Krankheitsverlauf assoziiert sein kann. Folglich kénnte man der
Bestimmung der PGRN AK eine prognostische Bedeutung zusprechen, sollten sich die
Ergebnisse in prospektivem Studiendesign reproduzieren lassen.

Um Einflussvariablen auszuschlie®en, ware der Vergleich unter anderem zu RF und
anti-CCP notwendig, um den PGRN Ak als unabhangigen Risikofaktor zu verifizieren.
Der RF, welcher mit dem Auftreten von PGRN Ak assoziiert ist, wurde bereits mehrfach
in Zusammenhang mit hoher Krankheitsaktivitat und dem gehauften Auftreten von
Erosionen beschrieben (Jansen et. al. [28], Hecht et. al. [25]) und sollte in einer
multivariaten Analyse betrachtet werden. Die Relation von PGRN Ak und dem anti-
CCP Status unterscheidet sich dahingehend, dass Probanden mit positivem anti-CCP
geringfugig weniger haufig (24.8 %, p = 0.013) PGRN Ak aufweisen und damit
unterproportional vertreten sind. Auch der anti-CCP wird mit einem eher schweren und
erosiven Verlauf in Verbindung gebracht (Syversen et. al. [51], Hecht et. al. [25]) und
auch hier sollte beleuchtet werden, in wie weit eine Verknupfung von PGRN und anti-
CCP gegeben ist und ob die PGRN Ak als unabhangige Faktoren bestatigt werden

konnen.

Generell scheint der Zusammenhang von PGRN Ak mit einem ungunstigeren
Krankheitsverlauf durch die bisher bekannten Modelle nachvollziehbar. Die
pathologischen Zusammenhange von Inflammation und PGRN unterstitzen die von
uns gemachten klinischen Beobachtungen. Wie von Tang et. al. beschrieben, bindet
PGRN sowohl an TNF Rezeptor 1 und -2 (TNFR1 und -2) und inhibiert durch diese
Interaktion im Sinne eines kompetitiven Antagonismus die pro-inflammatorischen
Einflusse von TNFa, welche Uber die gleichen Rezeptoren die vor allem bei der RA
entscheidende Wirkung entfalten [53]. Die Ausfuhrungen von Thurner et. al., welche
einen geringeren PGRN Spiegel bei PGRN Ak positiven Patienten beschreiben und
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aus diesem Grund einen Neutralisationseffekt vermuten, beschreiben in der Folge den
hypothetischen, inflammatorischen Einfluss der PGRN Ak [55].

Thurner et. al. beschreiben dartber hinaus das Phanomen der Hyperphosphorylierung
von PGRN an Position Ser81, einen Prozess, den die Autoren bisher nur bei PGRN
Ak positiven Probanden beobachten konnten und welcher die Interaktion sowohl mit
TNFR1, TNFR2 als auch DR3 verhindert und folglich die pro-inflammatorische
Wirkung der PGRN Ak zusatzlich verstarkt [54].

Um diesbezlglich weiter aufzuklaren, waren weitere und tiefergehende
Untersuchungen mit der Betrachtung von PGRN Ak und ihrer Verknlpfung mit
schwerem Verlauf (also Erosionen, hoheren DAS 28- und HAQ Scores sowie TNFa-

Inhibitor Therapieversagen und evtl. viszerale Organmanifestationen) notwendig.

Obwohl einige pathophysiologische Aspekte (s.0.) von PGRN und der entsprechenden
Antikdrper bereits untersucht wurden, ist eine zugrundeliegende Ursache fiur das
Auftreten der vermutlich zur Erkrankungsentstehung relevanten PGRN Ak nicht
hinlanglich bekannt. Da die Autoantikorper unter anderem von Lymphozyten und
Chrondrozyten sezerniert werden [53], ist ein Zusammenhang mit der RA
nachvollziehbar. Aufschlussreich ware die weitere Exploration der PGRN Ak-
Generierung sowohl in Bezug zur RA als auch zu anderen Autoimmunerkrankungen

im Tiermodell.

5.5 Progranulin Antikorper und TNFa-Inhibitor Therapieversagen

Wahrend innerhalb der Patientengruppe ,TNFa-Inhibitor Therapieversagen®in 31.2 %
der Falle ein positiver PGRN Ak Status vorliegt, ist letzterer in der Gruppe ,TNFa-
Inhibitor Therapieansprechen® in nur 23.1 % der Falle positiv. Ein positiver PGRN Ak
ist in der univariaten Analyse statistisch signifikant (p = 0.045) mit dem TNFa- Inhibitor
Therapieversagen assoziiert. Die multivariate Auswertung konnte dem PGRN Ak
hingegen keinen unabhangigen Wert fur eine Assoziation mit TNFa-Inhibitor
Therapieversagen bescheinigen, so wie dies beispielsweise fur einen erhdhten
DAS28-Score oder erosiven Verlauf beschrieben wurde. Gerade in Hinblick auf die
relativ geringen Fallzahlen (n = 32) in der Gruppe ,, TNFa-Inhibitor Therapieversagen®

wilrde die Aussagekraft des PGRN Ak von weitergehenden Studien mit prospektiver
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Testung und hohen Fallzahlen an TNFa-Inhibitor-Patienten bis hin zur Evaluation der
PGRN Ak als moglichen prognostisch relevanten Serummarker fur TNFa-Inhibitor-
Ansprechen sicher profitieren. Da eine Untersuchung dieses Zusammenhanges,
soweit bekannt, bisher in keiner anderen Arbeit stattgefunden hat, kénnen die
vorliegenden Daten in der Literatur nicht verglichen werden. Argumentativ lasst sich
die Vergesellschaftung von PGRN Ak Nachweis und TNFa-Inhibitor Therapieversagen
allerdings mit den Vermutungen der vorhergehenden Kapitel, nach denen der PGRN
Ak durch Abschwachung des anti-inflammatorischen Effekts des PGRN einen
Risikofaktor flr einen ungunstigen Krankheitsverlauf darstellt, nur eingeschrankt
verknupfen. Eine mdogliche Hypothese ist, dass ein schlechteres Ansprechen auf
TNFa-Inhibitoren oder eine jeweils hohere erforderliche Dosis von TNFa-Inhibitoren
durch die Prasenz von PGRN Ak bedingt ware, da letztere die PGRN vermittelte

Funktion einer naturlichen TNFa Blockade einschranken konnten.

5.6 Weitere Risikofaktoren fur ein TNFa-Inhibitor Therapieversagen

Ein TNFa-Inhibitor Therapieversagen war daruber hinaus entsprechend den
vorliegenden Daten statistisch signifikant verbunden mit (jeweils univariate Analyse)
einer erosiven Gelenkbeteiligung (p=0.024), einem DAS 28 = 3.2 (p=0.036), positiven
RF IgM (p=0.001) sowie positiven anti-CCP (p=0.041). In der multivariaten Analyse
zeigte sich, dass ein DAS 28 = 3.2, eine erosive Beteiligung und positive anti-CCP
auch unabhangig als statistisch signifikante Parameter haufiger bei TNFa-Inhibitor-
Therapieversagen auftreten. Positive RF zeigten in dieser Analyse keine derartige

,Risikokonstellation®.

Diese Daten lassen die Interpretation zu, dass ein ungunstiger Krankheitsverlauf, der
durch erosiven Verlauf, Serum-anti-CCP und hohe Krankheitsaktivitat gepragt ist, mit
einem TNFa-Inhibitor-Therapieversagen assoziiert zu sein scheint. Allerdings konnen
die vorliegenden Ergebnisse im Literaturvergleich, welcher sich vorrangig mit dem
TNFa-Inhibitor Ansprechen beschaftigt, nicht durchgangig bestatigt werden. Der
Vorhersagewert von anti-CCP kann in einer Metaanalyse Lv et. al. [40] nicht bestatigt
werden und auch fir den RF kénnen weder Lv et. al. [40] noch Hyrich et. al. [27] eine
Vorhersagemaoglichkeit belegen. Den DAS 28 Score betreffend beschreibt Hyrich et.

al. [27] keine vorhandene Korrelation, wahrend Kristensen et. al. den DAS 28 Score in
52



Bezug auf eine TNFa-Inhibitor-Therapie als invers mit der Remission assoziiert
beschreiben [34]. Die jeweiligen Ergebnisse der unterschiedlichen Studien werden in
Tabelle 10 zusammengefasst. In Anbetracht der groRen Widerspruchlichkeit in der
Literatur und aufgrund der Fallzahlen ware eine grofier angelegte Untersuchung dieser

Zusammenhange von ausgepragtem klinischem Interesse.

Parameter TNFa-Inhibitor TNFa-Inhibitor = Keine Korrelation
Versagen (+) Ansprechen (-)

RF (+) ¥ [40], [27]

Anti-CCP (+) [40]

DAS 28 (+) e [34] [27]

Erosive xR

Gelenkbeteiligung
(+)

Tabelle 11: Relevanz von RF, anti-CCP und DAS 28 beziiglich einer TNFa-i Therapie im
Literaturvergleich, *= Daten dieser Studie, univariat, **= Daten dieser Studie, multivariat

5.7 Serum-TNFa

Die Bestimmung des Serum-TNFa erfolgte fur n = 100 Patienten, dabei wurde bei nur
7% (n = 7) ein erhdhter Spiegel festgestellt. Wahrend in der Gruppe , TNFa-Inhibitor-
Therapieversagen“ 100% (n = 2) positives Serum-TNFa aufwiesen, war letzteres in
der Gruppe ,TNFa-Inhibitor-Therapieansprechen® in nur 26% der Falle (n = 4) erhoht.
Der PGRN Ak war bei 28.6% (n = 2) der Patienten mit TNFa-Nachweis positiv und bei
22.6% (n = 21) der Patienten ohne TNFa-Nachweis (p=0.4). Hier lasst sich allenfalls
eine Tendenz vermuten, denn wie bereits diskutiert sollten in diesem Zusammenhang
die geringen Fallzahlen beachtet werden. Diskutabel ist auch die Serum-TNFa
Bestimmung mittels ELISA. Trotz Einhalten der Verarbeitungszeiten liegt die HWZ des
TNFa mit 20 min in einem empfindlichen Bereich und ist damit fehleranfalliger als die
Bestimmung von Substanzen mit langerer HWZ wie PGRN und PGRN Ak.
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5.8 Progranulin als Therapieansatz fiur die rheumatoide Arthritis

Ausgehend von dem von Tang et. al. als auch von Liu et. al. beschriebenen Modell,
nachdem PGRN in einer Schlusselrolle Uber die TNF Rezeptoren 1 und 2 einen
direkten hemmenden Einfluss auf die pro-inflammatorische Wirkung des TNFa ausubt
und somit eine anti-inflammatorische Funktion aufweist [39], [53], Iasst sich Uber einen
therapeutischen Ansatz nachdenken. Ahnlich wie bei der Therapie mit TNFa-i wére es
denkbar, dass die Hemmung der TNFa Signalkaskade auch durch PGRN mdglich ist;
anders ausgedruckt konnte PGRN als naturlicher TNFa Blocker agieren. Ein Ansatz
daflr wird von Tang et. al. erértert. In Versuchen mit Mausen konnte nachgewiesen
werden, dass sowohl PGRN als auch ATSTTRIN (ein aus mehreren PGRN
Fragmenten zusammengesetztes Molekul) neben einem anti-inflammatorischen
Wirkungsprofil auch eine abschwachende Wirkung auf die Arthritis aufweisen [53]. In
der gleichen Arbeit wird geschildert, dass ATSTTRIN eine tendenziell starkere Wirkung
zum Ausdruck bringt als PGRN [53]. Bezliglich der Eigenschaften von PGRN und
ATSTTRIN beschreiben Liu et. al., dass ATSTTRIN im Gegensatz zu PGRN uber keine
proonkogene Wirkungskomponente verfugt und damit bessere therapeutische
Eigenschaften bietet [39]. Die Interaktion findet nach Liu et. al. zudem nicht wie bei
PGRN vornehmlich an TNFR 1 und 2 statt, sondern auf’erdem an einem weiteren
Rezeptor der TNF-Rezeptorfamilie, dem ,Death Receptor 3“ (DR3) oder TNFRSF25
[38]. Die Bindung findet auch dort an den cystinreichen Domanen (CRD) statt und
inhibiert dosisabhangig den bisher einzig bekannten Liganden fir DR3, den ,TNF-like
ligand 1A (TL1A) und die damit verknipfte Genexpression [38].

Weitere  Erkenntnisse bezuglich dieser Ansatze versprechen neuartige

Therapiemoglichkeiten und bleiben abzuwarten.

5.9 Ausblick

In dieser Arbeit erfolgte eine erstmals in gréRerem Umfang durchgefiihrte Bestimmung
von PGRN Ak mit entsprechender, ausfuhrlicher Charakterisierung von Patienten mit
rheumatoider Arthritis. Die Ergebnisse zeigen, dass nicht nur der Vergleich zu anderen,
etablierten Autoantikérpern wie RF oder anti-CCP zulassig ist und Perspektiven

bezlglich der laborchemischen Diagnosestellung eréffnen kénnte, auch in Hinblick
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auf Prognose und Krankheitsverlauf stellt sich der PGRN Ak als vielversprechendes
Instrument dar, welches in der vorliegenden Arbeit in erster Annaherung untersucht
wurde. Auch die Assoziation von PGRN Ak und einem
TNFa-Inhibitor-Therapieversagen konnte anhand einer kleinen Subgruppe hergestellt
werden.

Neben tiefergehenden Untersuchungen zur Korrelation von PGRN Ak und Prognose
der RA sind weitere Studien zu Atiologie und Pathogenese ausstehend, um das
Verstandnis von Funktion und Wirkung zu erforschen und zukinftige Arbeiten effektiv

auszurichten.

Ebenfalls wurde in dieser Arbeit die Interaktion weiterer Risikofaktoren sowohl mit den
PGRN Ak als auch mit dem Krankheitsverlauf der RA analysiert. Die vorliegenden
Ergebnisse haben statistisch signifikante Zusammenhange hergestellt und

Anregungen flur weitere Untersuchungen gegeben.

Die Mdglichkeit, PGRN und ATSTTRIN als medikamentésen Ansatz fur die RA zu
verstehen, ist eine weitere interessante Perspektive, Uber deren Erfolg weitere Studien

entscheiden werden.

Es bleibt abzuwarten, inwieweit Tendenzen dieser Arbeit bestatigt werden kdnnen und
welche Anwendungsmaglichkeiten der PGRN Ak sich in Zukunft etablieren werden.

Das Potential dieser Autoantikorper bleibt vielversprechend.
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