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1. Zusammenfassung

Chronisch entziindlich-rheumatische Erkrankungen, wie die Rheumatoide Arthritis (RA) und
das Sjogren-Syndrom, sind mit einem erhoéhten Risiko einer Lymphom-Erkrankung assoziiert
[1, 2, 3]. Umgekehrt gibt es Hinweise fiir ein vermehrtes Auftreten autoimmuner Phdnomene
bei Lymphomerkrankungen [2, 3, 10]. Des Weiteren konnten einige Autoimmunmarker, unter
anderem der Rheumafaktor (RF) und der Antinukledre Antikorper (ANA) mit einer erhdhten
Frequenz im Serum von Lymphompatienten ohne Kklinische Manifestation einer
rheumatologischen Erkrankung nachgewiesen werden [2, 6, 12, 13]. Der komplizierte
Vorgang der Citrullination ist ein ubiquitarer pathophysiologischer VVorgang wéhrend der
Entziindungsreaktion, fir den eine eigenstandige pathogenetische Relevanz in der
Entwicklung der RA angenommen wird [16, 17, 19]. Gegenstand dieser Studie ist der
Nachweis von RF und Anti-Cyclin-Citrullinierte Peptid-Antikorper (A-CCP-AK) bei zwei

typischen Lymphomerkrankungen im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv.

Dazu untersuchten wir insgesamt 401 Patienten mit diffus-grofizelligem B-Non-Hodgkin-
Lymphom (DLCBL) und 141 Patienten mit Multiplem Myelom nach Ausschluss einer
zeitgleich bestehenden rheumatologischen Erkrankung vor antineoplastischer Therapie.
Hierbei wurden mittels eines enzymgekoppelten Immunadsorptionstests die Seropravalenzen
der RF-IgM AK niedrig- und hoch-titrig, der RF-IgG AK und der RF-IgA AK wie auch Titer
des A-CCP-1gG AK bestimmt. Als Kontrollgruppe fungierten 258 gesunde Probanden. Die
statistische Analyse erfolgte mittels Kreuztabellen und des X2-Tests fur zwei unabh&ngige

Stichproben.

Im Vergleich zu den Kontrollgruppen, ergab sich in der Gruppe der DLCBL-Patienten kein
Unterschied im Nachweis der drei RF-Immunglobulinklassen (RF-IgM, -1gG, -1gA). Fir den
A-CCP-IgG AK zeigten sich jedoch signifikant hohere Seroprdvalenzen. Im DLBCL-

Patientenkollektiv (3,5% versus 0,8%; p= 0,030). Bei der nach Geschlecht getrennten
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Subgruppenanalyse war der Unterschied zwischen ménnlichen Probanden und Patienten noch
groler (4.4% versus 0%; p= 0,018). In der Gruppe der Multiplem Myelom-Patienten konnte
fur keinen der drei bestimmten RF Immunglobulinklassen noch fiir den A-CCP-IgG AK ein
statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe ermittelt

werden.

Dieses Ergebnis untermauert zum einen die Hypothese einer Assoziation mit vermehrter
Auto-AK-Bildung bei Lymphomen. Die A-CCP-positiven Lymphompatienten zeigten dabei
keine Unterschiede in den prognostischen Parametern auf fur das DLCBL. Welche
pathogenetische Relevanz der A-CCP-Nachweis flr die spatere Entstehung einer RA bel

Lymphompatienten hat, muss anhand von Langzeitbeobachtungen untersucht werden.



2. Einleitung

Es gibt einen Zusammenhang zwischen dem geh&uften Auftreten von lymphoproliferativer
Erkrankungen bei bestimmten entziindlich-rheumatischen Erkrankungen. Laut Goldin et al.
wurde diese Assoziation schon seit uUber 50 Jahren anhand von Fallberichten uber
Autoimmunerkrankungen, die vor oder wahrend einer Lymphom Erkrankung auftraten, als
auch anhand von Tierversuche beschrieben [1]. Es gilt inzwischen als bewiesen, dass unter
anderem die Rheumatoide Arthritis (RA), das Sjogren-Syndrom und der systemische Lupus

Erythematodes (SLE) mit einem erhdhten Risiko fur Lymphome assoziiert sind [1, 2, 3].

Im Falle der RA gibt es diverse Studien, die das erhohte Risiko lymphoproliferativer
Erkrankungen im Vergleich zur Gesamtbevolkerung belegen. Ehrenfeld et al. berichteten von
einem 1.5- bis 8.7-fach erhohten Risiko lymphoproliferativer Erkrankungen [3]. Whelan und
Smedby et al. wiesen wiederum ein verdoppeltes Lymphom Risiko bei RA-Patienten im
Vergleich zur Normalbevolkerung nach [4, 5]. Zudem wurde ein Zusammenhang gehdufter

Lymphomentwicklung mit zunehmender Krankheitsaktivitat der RA beschrieben [5, 3, 9].

Non-Hogkin-Lymphome (NHL) und Hodgkin-Lymphome sind laut Whelan die wichtigsten
Tumorerkrankungen bei Rheumapatienten [4]. Auch fir NHL wie das aggressive diffus-
groRzellige B-NHL (DLCBL) wurde in mehreren Studien eine Assoziation mit der RA
beschrieben [1, 7, 5]. In einigen Studien wurde weiter ein erhdhtes Risiko fur das Multiple
Myelom bei RA-Patienten beschrieben, wéhrend andere Studien jedoch diesen
Zusammenhang bestritten. Whelan beschrieb ein erhohtes Risiko fur Myelome und
Leuk&mien bei RA-Patienten [4]. So fanden Brown et al. sowohl bei Patienten mit Multiplem
Myelom als auch bei Patienten mit Monoklonaler Gammopathie unbestimmter signifikanz
(MGUS), einer Vorstufe des Multiplen Myeloms, ein um das 1,78-fach erhthtes Risiko
systemischer Autoimmunerkrankungen in der Vorgeschichte; dabei worden auch die

Polymyalgia rheumatika und die pernizidse Anamie untersucht [1, 8]. Laut Anderson et al.
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war das erhohte Multiple Myelom-Risiko jedoch lediglich mit der perniziésen Andmie

assoziiert [7].

Die Ursachen solcher Assoziation sind noch weitgehend ungeklért [3]. Urséachlich wird das
Vorhandensein der bei Autoimmunerkrankungen bestehenden chronischen
Entzundungsreaktion fur die Entwicklung von Lymphome diskutiert. Vermutet werden zudem
pradisponierende genetische Faktoren und madgliche Umwelt-Einflisse flr pathogenetische
immunregulatorische Mechanismen [1, 6]. Beispielsweise wurden gemeinsame Mutationen
im Fas-Gen beschrieben: Mutationen des FAS-Gens konnen die somatischen Chromosomen
als auch die Keimzellbahn betreffen. Im Rahmen von Tierversuche zeigte sich bei Mausen
eine  Assoziation sowohl mit dem Auftreten von Autoimmun- als auch mit
Lymphomerkrankungen. Dies konnte auch bei in-vitro Untersuchungen mit humanen Zellen
eruiert werden. Pathogenetisch ist dies am ehesten auf eine Beeintrachtigung der Apoptose
zuriickzufiihren [1, 39]. Weiter konnte eine gemeinsame Uberexpression des B-Zell-
aktivierenden Faktors aus der TNF-Familie (BAFF) gefunden werden [1,40]. Dieser Faktor
verlangert das Uberleben der B-Zellen [1, 40]. Sowohl bei Patienten mit RA, Sjogrens
Syndrom und SLE als auch bei Lymphompatienten, wurde eine vermehrte Produktion dieses
Faktors nachgewiesen. Auch in transgenen Mausen, war dieser Faktor mit &hnlicher

Manifestation wie beim Sjogrens Syndrom oder dem SLE assoziiert [1, 47].

Betrachtet man nun die Umkehrung dieser Assoziation, so gibt es Belege dafiir, dass auch
Lymphom-Patienten ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen,
inklusive entzundlicher Gelenkerkrankungen, wie die RA, haben koénnen [10, 3, 2].
Inzwischen untersuchten Brickmann et al. Seren von 107 Patienten mit chronisch
lymphatischer Leuk&mie (B-CLL), die klinisch keine Arthritis aufwiesen, aber der
Rheumafaktor (RF) in 50% der Seren, der Anti-Cyclin-Citrullinierte Peptid-Antikorper (A-

CCP-AK) jedoch in keinem der Seren positiv getestet wurde [26].



Zudem wurden im Falle einer Lymphom-Erkrankung geh&uft autoimmunologische klinische
Manifestationen beobachtet. Diese traten sowohl vor, wahrend, als auch nach der
Lymphomentwicklung auf und betrafen hauptséchlich Arthritiden/Polyarthritiden, lupus-
ahnliche Erytheme oder Myositiden [10]. Die Ursache dieser Manifestationen ist noch
weitgehend ungeklart. Diskutiert werden unter anderem die Bildung von tumorinduzierten
Autoantikorper, paraneoplastische Syndrome, direkte Tumorzellinvasion der Gelenke und
Muskeln oder Nebenwirkungen einer applizierten Chemotherapie als mogliche Ursachen [2,

3, 10].

Laut Ehrenfeld et al. konnen diese, in Folge einer lymphoproliferativen Erkrankung
auftretenden immunologischen Manifestationen eine Vielzahl von Organen betreffen [3]. Es
kommt zu h&matologischen Erkrankungen wie die autoimmun-h&molytische Andmie und
Thrombozytopenie bei Lymphompatienten [2, 3, 10, 15]. Das peripehere Nervensystem kann
z.B. in Form einer Polyneuropathie oder Mononeuritis betroffen sein [3, 15]. Zuséatzlich
entwickeln die Patienten eine Mono- oder Polyarthritis, eine systemische Vaskulitis oder
Myositiden nicht nur bei Lymphomen, sondern bei verschiedenen hématologischen

Neoplasien [3, 10, 15].

Fur die n&here Zuordnung der genannten Assoziation erfolgten verschiedene Studien, die
verschiedene Autoantikorper, unter anderem den RF und Antinukledre Antikorper (ANA) mit
einer erhohten Seroprdvalenz in Seren von Lymphompatienten nachgewiesen haben. So
fanden Guyomard et al. hoch signifikant erh6hte ANA-Seropravalenzen bei 66 von 347 (19%)
NHL-Patienten im Vergleich zu 12 von 213 (5,6%) Kontrollen [12]. Auch Chloraki et al. und
Altintas et al. fanden erhthte ANA-Titer in Seren von Lymphompatienten [6, 13]. Abu-
Shakra et al. berichteten desweiteren tGber den Nachweis von RF in Seren von Multiplem

Myelom-Patienten [2], wahrend Hardiman et al. zuvor keine erh6hte Pravalenz von RF- oder



der ANA-Titer in Seren von Patienten mit Multiplem Myelom oder MGUS im Vergleich zu

einem gesunden Kontrollkollektive nachgewiesen hatte [14].

Die RF und der ANA, welche bereits im Rahmen der obengenannten Studien in Seren von
Lymphom-Patienten bestimmt wurden, sind Autoantikdrper, welche in der Diagnostik der

RA und Kollagenosen routineméfig eingesetzt werden.

Die RF sind Autoantikorper gegen das FC-Fragment des IgG [11]. Sie kénnen verschiedener
IgG-Klassen zugehoren, blicherweise wird jedoch der RF-IgM in der RA-Diagnostik
bestimmt. Song et al entsprechend ist dieser in ca. 60-80% aller RA-Félle positiv [11], nach
anderen Studien in 50-80% der Falle positiv [41]. Der RF ist jedoch mit einer mittleren
Spezifizitat von 81% nicht RA-spezifisch [16, 41]. Niedrig positive Titer werden z. B. auch
beim Sjogren-Syndrom, bei Kollagenosen, und chronischen Infektionskrankheiten, wie z.B.
der Hepatitis C gefunden [11, 16, 41]. Zudem kdnnen niedrig positive Titer auch bei klinisch
Gesunden und vermehrt im hoheren Lebensalter nachgewiesen werden [11, 41]. Diese sind
jedoch meist multireaktive, sich an verschiedene Antigene bindende AK, im Gegensatz zu
den spezifisch gegen das FC-Fragment des 1gG gerichteten Auto-AK im Falle der RA. Sie
sind auch durch eine niedrige Affinitat charakterisiert [11]. Die Spezifizitat des RF fir die RA
steigt allerdings bei hoheren Titern (RF IgM >50 IU/ml) und ist relativ hoch fir die IgA-

Subtypen [11].

Der ANA wurde laut Nischimura et al. bei 37,5% der RA-Patienten gefunden. Die Prévalenz
stieg mit zunehmender Schwere und Dauer der Erkrankung an [30]. Laut Yukawa et al.
konnten hochpositive ANA-Titer (> 1:160) bei 25% der RA-Patienten vor Therapiebeginn

festgestellt werden [31].

Die A-CCP-AK sind Autoantikdrper gegen citrullinierte Proteine, welche im Gegensatz zum
RF schon bis zu 14 Jahren vor Krankheitsbeginn einer RA nachgewiesen werden kdnnen [16,

18]. Dabei konnen sie gegen verschiedene citrullinierte Proteine unter anderem gegen
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citrulliniertes (mutiertes) Vimentin, citrulliniertes Fibrinogen, citrulliniertes Typ-1l1 Kollagen
und citrullinierter a-Enolase gerichtet sein [16, 18]. Routinemé&lRig werden jedoch synthetisch
hergestellte zyklische citrullinierte Peptide im sogenannten anti-CCP-Test in der RA-

Diagnostik benutzt [16, 17, 18, 43].

Die Sensitivitat der A-CCP-AK st geringer als der des RF-IgM. Sie sind jedoch
hochspezifisch fir die RA. Surrmond et al. weisen bis ca. 70% der Patienten mit RA positive
Titer auf, wéhrend Sie in weniger als 1% der Normalbevélkerung nachgewiesen werden
konnen [29]. Laut Schellekens et al. liegt die Spezifizitat der A-CCP-AK bei 98% [41]. Des
Weiteren, konnten A-CCP-AK in Seren von bis zu 35-40% der RF-negativen Patienten

nachgewiesen werden [17, 41].

Die Citrullination an sich ist jedoch ein physiologischer, nicht RA-spezifischer VVorgang, der
z.B. auch wiéhrend der Keratinisierung der Haut oder bei der Genregulation durch
Histonmodifikation vorkommt [16, 42]. Die Citrullination findet vor allem wahrend der Zell-
Apoptose statt. Hauptsdchlich jedoch kénnen Citrullinierte Proteine in entzlndlich
verénderten Geweben nachgewiesen werden [17, 42, 44]. Bongartz et al. berichteten, dass
citrullinierte Proteine sowohl im pulmonalen Gewebe der RA-assozierten als auch der
idiopatischen interstitiellen Pneumonie nachgewiesem wurden [44]. Auch durch

Nikotinkonsum, kann die Citrullination von Proteinen in der Lunge induziert werden [19, 45].

Bei dem Vorgang der Citrullination erfolgt eine Deaminierung der Aminosaure Argenin eines
Proteins in die Aminosaure Citrullin, wobei eine endstandige positive geladene Aminogruppe
des Argenins durch das Enzym Peptidylargenindeinminase (PADI) abgespalten wird.
Dadurch wird das urspriinglich an dieser Stelle positive geladene Protein neutral geladen, in
deren Folge eine Verdnderung seiner Tertidrstruktur und seiner Intra- und Intermolekularen

Wechselwirkungen auftritt [16, 42, 43, 45].



Die Bestimmung von A-CCP-AK in Seren von Lymphompatienten ist vor folgendem
Hintergrund zu sehen: wie bereits erwéhnt weisen Studien vermehrt erhohten RF in Seren von
Lymphompatienten nach, ohne dass eine pathogenetische Relevanz weder fir die
Lymphomerkrankung noch fur die RA nachgewiesen werden konnte. Zun&chst liegt die
Vermutung nahe, dass es sich um ein unspezifisches Epiphenomen einer lymphoproliferativen
Erkrankung mit polyklonalen Auto-AK handeln kann. Mit der Untersuchung von A-CCP-AK
im Serum von Lymphompatienten in Korrelation mit den Rheumafaktoren kénnen Hinweise
herausgearbeitet werden, ob sich geh&uft ,, rheumatologisch* relevante Auto-AK entwickeln
[2]. Auf der einen Seite ist die Citrullination zwar ein ubiquitérer nicht spezifisch
rheumatologischer Vorgang [16, 44, 45]. Auf der anderen Seite existiert die bestehende
Hypothese, dass der A-CCP-AK eine eigenstandige pathogenetische Potenz in der Entstehung
der RA haben konnte. Diese Hypothese wurde bereits durch einige Untersuchungen
untermauert, die nachgewiesen haben, dass A-CCP-AK schon viele Jahre vor der RA-
Krankheitsmanifestation als prédisponierender Faktor nachgewiesen werden konnten. Sie
kdnnen somit in der Friihphase der Entstehung beteiligt sein und nicht nur als Folge der RA
auftreten [16, 19]. Derartige Untersuchungsergebnisse werfen die Frage auf, ob
Seropositivitat fur RF zusammen mit A-CCP-AK bei Lymphompatienten nur ein
unspezifisches  paraneoplastisches  Autoimmunphdanomen  sind, oder ob  sie
krankheitsspezifische Relevanz fur den Krankheitsverlauf und der Entwicklung einer

rheumatologischen Zweiterkrankung bei Lymphompatienten haben.

Unterstiitzt werden solche Uberlegungen dadurch, dass Hinweise im Mausmodell gewonnen
werden konnten, indem friih im Verlauf einer Kollagen-induzierten Arthritis A-CCP-AK
gebildet wurden, die gegen verschiedene citrullinierte Proteine, unter anderem auch gegen das
citrullinierte VVimentin, gerichtet waren. Zusammen mit den Anti-Kollagen-AK waren sie

direkt an der Initiierung der Gelenkentzlindung beteiligt [16, 45]. Laut Klareskog et al. trugen
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auch AK gegen citrulliniertes Fibrinogen zur Arthritisentwicklung im Mausmodell bei [19].
Klareskog et al. entsprechend konnen auch verschiedene unspezifische Stimuli eine
Citrullination von Proteine und Peptide im Synovialgewebe induzieren [19]. Des Weiteren
berichteten Klareskog et al. dartiber, dass Nikotinkonsum als gesicherter Risikofaktor fir die
RA die Citrullination von Proteinen in den Lungen induzieren konnte und moglicherweise auf

diesem Weg der A-CCP-positiven Synovitis bei RA Vorschub leistet [19].

Gegenstand dieser Studie ist die Autoimmundiagnostik mit RF und A-CCP-AK bei zwei
typischen Lymphomerkrankungen im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv mit dem
Ziel, die gehdufte Assoziation vermehrter RA-spezifischer Auto-AK-Bildung bei Lymphomen
zu untersuchen. Hierzu werden Serum-Titer der verschiedenen RF-Immunglobulinklassen,
RF-1gM, -1gG, und -1gA AK und Titer des A-CCP-IgG AK in Seren von Patienten mit diffus
grof3zelligem B-NHL (DLCBL) und Multiplem Myelom untersucht. Anschlie3end erfolgt die
Subgruppenanalyse nach Geschlecht sowie der Abgleich von A-CCP-Seropositivitat mit dem

Krankheitsverlauf der untersuchten Patienten mit DLCBL.
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3. Material und Methoden

3.1 Patienten

An dieser Studie nahmen insgesamt 401 Patienten mit DLCBL und 141 Patienten mit
Multiplem Myelom teil. Die DLCBL-Patienten-Seren stammten vorwiegend aus der NHL
B98 Studie [36] an der Klinik fir Innere Medizin | des Universitatsklinikums des Saarlandes
zwischen 1993-2000. Die Multiple Myelom-Patienten waren in der stationdren und

ambulanten Betreuung der Inneren Medizin | zwischen 2003-2008 gewesen.

Einschlusskriterium fur die Patienten war die Diagnose eines DLCBL oder eines Multiplen
Myeloms, jeweils mit histologischer Sicherung. Zudem wurden die Seren der Patienten vor
antineoplastischer Therapie herangezogen. AuBerdem durfte bei den Patienten gemé&l den
vorliegenden Krankenakten keine RA bestehen. 6 DLCBL-Patienten mussten aufgrund der
Sicherung der Diagnose einer RA (laut der ACR-KTriterien) ausgeschlossen werden. Bei 65
DLCBL-Patienten war das Geschlecht nicht bekannt, diese konnten bei der Bestimmung der

geschlechtsspezifischen Seropravalenzen (sehe 4.2) nicht mitberiicksichtigt werden.

Tabelle 1a zeigt die Anzahl, den Mittelwert des Alters, den Median und die prozentuale

Geschlechtsverteilung der Patienten.

3.2 Kontrollen

Es konnten insgesamt 258 gesunde Kontrollen im Zeitraum von 2007-2008 fur
Serenbestimmungen gewonnen werden. Hiervon waren 104 in der Inneren Medizin | und in
der Orthopadischen Klinik am Universitatsklinikum des Saarlandes vorstellig gewesen. Die
der weiteren 154 gesunden Blutspenden stammten aus der Abteilung der Hamostaseologie

und der orthopadischen Klinik des Universitatsklinikums des Saarlandes.
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Bei allen Kontrollpatienten war sowohl eine Lymphomerkrankung als auch eine RA nach

anamnestischen und klinischen Kriterien ausgeschlossen wurden.

Bezuglich der Altersverteilung der Kontrollen zeigte sich mittels des ,,Mann-Whitney-Tests*
kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu den DLCBL-Patienten [p= 0,192], die
Multiple Myelom-Patienten waren jedoch im Durchschnitt 7,3 Jahre alter als die gesunden
Kontrollen [p= 0,001]. Im Hinblick auf die Geschlechtsverteilung gab es bei den Kontrollen
mehr méannliche Personen als im untersuchten Patientenkollektiv der DLCBL-Patienten, [p=
0,038]. Bei den Multiple Myelom-Patienten gab es keine geschlechtsbezogenen

Hé&ufigkeitsunterschiede [p-Wert=0,202].

Subgruppe | Anzahl | Alters- Alters- Geschlecht (%)
Mittelwert (J) | Median (J) m w

DLBCL 395 59,1 61 55,2 448

MM 141 64,5 65 53,2 46,8

Tabelle 1a. Demographische Daten der Patienten

DLBCL.: diffuse-grof3zelliges B-Non-Hodgkin Lymphom, MM: Multiples Myelom, J: Jahre

Anzahl Alters- Alters- Geschlecht (%)
Mittelwert (J) Median (J) m w
258 57,8 57 46,5 53,5

Tabelle 1b. Demographische Daten der Kontrollpatienten

J: Jahre
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3.3 Anti-RF- und A-CCP-ELISA

3.3.1 Die Untersuchungsmethode

Der Nachweis der Anti-RF-AK (IgM, IgA bzw. IgG) und der A-CCP-AK (IgG) in den
Blutserumproben der Patienten und Kontrollen erfolgte durch den enzymgekoppelten
Immunadsorptionstest (Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ELISA). Dabei wurde eine mit
dem Fc-Fragment von IgG, das spezifische Antigen gegen dessen die RF gebildet werden,
bzw. die mit synthetischen cyclischen citrullinierten Peptiden beschichtete Mikrotiterplatte
mit den jeweiligen Serumproben inkubiert. Mit dieser Versuchsanordnung konnte im Falle
AK-positiver Proben eine Antigen-Antikorper Reaktion stattfinden. Anschliefend wurde ein
Enzym-markierter Zweitantikorper (Peroxidase-markiertes Anti-Human-IgM, -1gA bzw. -
IgG) appliziert, der wiederum an den gebildeten Antigen-Antikérper Komplex binden konnte.
Zwischen den einzelnen Schritten wurde die Platte mit einem Waschpuffer gespiilt. Dieser
Waschvorgang diente der Entfernung nicht spezifisch gebundener Antikorper und damit der
Vermeidung unspezifischer Reaktionen. Nach dem letzten Waschschritt wurde ein Substrat
dazu gegeben, welches von dem Peroxidase-markiertem AK in ein Farbprodukt umgewandelt
wurde. Diese Farbreaktion wurde nach einer festgelegten Zeit wieder unterbrochen. Die
Farbdichte ist von der Menge des gebundenen Antikorpers abhéngig und erlaubt nach
Kalibrierung anhand von positiven und negativen Kontrollen Ruckschlisse auf die
Konzentration der A-CCP-AK in der jeweiligen Probe. Siehe Abbildung Kalibrierungsschema
3.3.5. Das Verfahren erfolgt nach einem standardisierten Protokoll mit dem kommerziell

erwerbbaren AK-Set von EUROIMMUN [21, 22, 23, 24, 25].
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3.3.2 Ubersicht iiber Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Die zur Ausfuhrung des Anti-Rheumafaktor-ELISA (IgM, IgA bzw. 1gG) und des Anti-CCP-

ELISA (IgG) verwendeten Testsatze sind samt Reagenzien in Tabelle 2 dargestellt [22, 23,

24, 25].
ELISA Testsatz Reagenzien und Materialien
Euroimmun Antigen-beschichtete Reagenzgefalie

Anti-RF-ELISA

(IgM, IgA bzw. 1gG) | Kalibratoren 1 bis 3: 200, 20, 2 RE/ml (IgM, IgA bzw. IgG human)

Kontrolle Positive und Negative (IgM, IgA bzw. IgG human)

Enzymkonjugat  (peroxidase-markiertes  Anti-Human-IgM, -IgA,
bzw. -1gG)

Probenpuffer

Waschpuffer 10 fach konzentriert

Chromogen/Substrat Losung (TMB/H202)

Stopplosung (0,5 M Schwefelséure)

Euroimmun Antigen-beschichtete Reagenzgefalie
Anti-CCP-ELISA
(19G) Kalibratoren 1 bis 5: 1, 5, 20, 100, 200 RE/ml (IgG, human)

Kontrolle Positive und Negative (IgG, human)

Enzymkonjugat (peroxidase-markiertes Anti-Human-1gG)

Probenpuffer

Waschpuffer 10 fach konzentriert

Chromogen/Substrat Losung (TMB/H202)

Stopplosung (0,5 M Schwefelséure)

Tabelle 2. Ubersicht tiber verwendete Materialien und Reagenzien
RF: Rheumafaktor, Anti-CCP: Anti-Cyclin-Citrulliniertes Peptid, ELISA: Enzyme-linked

Immunosorbent Assay, IgA: Immunglobulin A, 1gG: Immunglobulin G, IgM:
Immunglobulin M
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3.3.3 Vorbereitung der Serumproben

Die Serumproben der DLCBL-Patienten und ein Groliteil derjenigen der Multiplen Myelom-
Patienten und gesunden Kontrollen waren an der Klinik fur Innere Medizin | des
Universitatsklinikums des Saarlandes vorhanden. Dabei handelte es sich um Seren von Blut-
Proben, die fir die NHL B98 Studie gemal? Studienprotokoll vor und unter Therapie
gesammelt wurden. Die Seren der Myelom-Patienten wurden sukzessive fur die Jahre 2005-
2008 gesammelt. Weitere Proben fir das gesunde Kontrollkollektiv wurden in der Ambulanz
und auf den Stationen der Inneren Medizin | und in der Orthopadischen Klinik des
Universitatsklinikums des Saarlandes in Serumréhrchen abgenommen. AnschlieRend erfolgte
die Zentrifugation bei 1000 bis 1500g und einer Drehzahl von 4000 U/min fir die Dauer von
5 Minuten. Sofort danach wurde der Serumdiberstand mittels Einmal-Plastikpipetten ab

pipettiert. Die Lagerung aller Serum-Proben erfolgte bei -20°C.

Fur die Anti-RF- und Anti-CCP-ELISA Verfahren wurden Verdiinnungen der Serumproben
benotigt. Dazu wurden die gelagerten Proben bei Raumtemperatur (+18°C bis +25°C)
aufgetaut und anschlielend fur das Anti-RF-ELISA (IgM, IgA, bzw. IgG) im Verhaltnis von
1:201 (5ul Probe in jeweils 1,0 ml Probenpuffer) und fir das Anti-CCP-ELISA (IgG) im
Verhaltnis von 1:101 (10ul Probe in jeweils 1,0 ml Probenpuffer) mit Probenpuffer nach

standardisiertem Protokoll verdunnt [22, 23, 24, 25].

3.3.4. Untersuchungsdurchfithrung

In einem ersten Schritt wurden jeweils 100ul der Positiv- und Negativ-Kontrollen, der
verdinnten Serumproben und fur den Anti-RF-ELISA der Kalibratoren 1 bis 3 bzw. fur den
Anti-CCP-ELISA der Kalibratoren 1 bis 5, entsprechend dem in der Herstelleranleitung

beigefiigten Pipettierschema in die einzelnen Reagenzgléser pipettiert.
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Nach 30-minutiger Inkubation im Falle des Anti-RF-ELISA bzw. nach 60-minutiger
Inkubation im Falle des Anti-CCP-ELISA bei Raumtemperatur (+18°C bis +25°C) erfolgten
unter Verwendung eines Mehr-Kanal-Waschgerétes drei Waschschritte mit je 450 ul des
zuvor im Verhdltnis von 1 zu 9 mit destilliertem Wasser verdiinnten Waschpuffers.
AnschlieBend wurde die Mikrotiterplatte mit den Offnungen nach unten kraftig auf

FlieRpapier ausgeschlagen, um Waschpufferreste zu entfernen.

In einem weiteren Schritt erfolgte die Inkubation mit jeweils 100ul Enzymkonjugat
(Peroxidase-markiertes Anti-Human-IgM bzw. -IgA bzw. -1gG). Nach 30-minutiger
Inkubation bei Raumtemperatur (+18°C bis +25°C) erfolgten erneut die oben beschriebenen

Waschschritte.

In einem letzten Schritt wurden die ReagenzgefaRe mit jeweils 100 pl Chromogen/Substrat-
Losung bei Raumtemperatur (+18°C bis +25°C) inkubiert. Nach 15 Minuten im Falle des
Anti-RF-ELISA (IgM, IgA, bzw. IgG) bzw. nach 30 Minuten im Falle des Anti-CCP-ELISA
(19G) wurden die Farbreaktionen durch Zugabe von jeweils 100 pl einer Stoppl6ésung

beendet.

Eine kurze Ubersicht (ber die Untersuchungsdurchfiihrung gibt das Verfahrensschema in

Tabelle 3.
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Arbeitsschritt Reagenz Menge Zeit
1| Verdinnungs- Serumproben FUr den Anti-RF-ELISA:
herstellung 1: 201
(5 ul Probe: 1,0 ml Puffer)
Far den Anti-CCP-ELISA:
1:101
(10ul Probe: 1,0 ml Puffer)
2 Serum- Serum und Kontrollen 100 pl je Reagenzgefal Anti-RF-
inkubation ELISA:
30 Min.
bei 18-25°C
Anti-CCP-
ELISA:
60 Min.
bei 18-25°C
3| Waschschritt 1 1:9 3x waschen jew. 450 pl jew.
(Waschpuffer : 30-60 Sec.
destilliertes Wasser)
4/ Konjugat- Peroxidase-markiertes 100 pl je Reagenzgefald 30 Min
inkubation Anti-Human bei 18 -25°C
-1gM, -IgA bzw. -I1gG
5| Waschschritt 2 1:9 3x waschen jew. 450 pl jew.
(Waschpuffer : 30-60 Sec.
destilliertes Wasser)
6 Substrat- Chromogen/ Substrat 100ul Anti-RF-
inkubation Ldsung ELISA:
15 Min
bei 18-25 °C
Anti-CCP-
ELISA:
30 Min
bei 18-25 °C
7| Beendigung der Stopplésung 100ul
Farbreaktion

Tabelle 3. Verfahrensschema zur Untersuchungsdurchfiihrung

RF: Rheumafaktor, Anti-CCP: Anti-Cyclin-Citrulliniertes Peptid, ELISA: Enzyme-linked
Immunosorbent Assay, IgA: Immunglobulin A, 1gG: Immunglobulin G, IgM:
Immunglobulin M
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3.3.5 Auswertung und Titerbestimmung

Zur Ermittlung der Antikorperkonzentration der einzelnen Proben erfolgte die photometrische
Auswertung der Farbintensitat bei 450 nm Mel3wellenldnge und einer Referenzwellenlénge
zwischen 620 nm und 650 nm. AnschlieBend wurde computergesteuert eine Standardkurve
durch Auftragen der gemessenen Extinktionen fir die Kalibratoren 1 bis 3 gegen die
entsprechenden Konzentrationen in den Serumproben (linear/linear) im Falle des Anti-RF-
ELISA (s. Abbildung 1a) bzw. durch Auftragen der gemessenen Extinktionen fir die
Kalibratoren 1 bis 5 gegen die entsprechenden Konzentrationen der Proben

(linear/logarithmisch) im Falle des Anti-CCP-ELISA erstellt (s. Abbildung 1b).

Extinction
2.0

1.8
1.6 =

14 ]

1.2 /

1.0
/
0.8 ]

0.6 ~

0.4 el

0.2 /‘T/

0.0

0 100 200
RU/mI

Abbildung la: Kalibrierungskurve Anti-RF-ELISA [22, 23, 24]

RF: Rheuma Faktor, ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent Assay
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Abbildung 1b: Kalibrierungskurve Anti-CCP-ELISA [25]

Anti-CCP: Anti-Cyclin-Citrulliniertes Peptid, ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Da fur den Nachweis der RF bzw. der A-CCP-AK kein internationales Referenzserum
existiert, wurden die Ergebnisse in Form einer Ratio angegeben, welche ein relatives MaR flr

die Konzentration der AK im Serum darstellt.

Der empfohlene obere Grenzwert des Normalbereichs (Cut-off) betragt fir die RF-IgA und -
IgG jeweils 20 Relative Einheiten (RE)/ml. Dem entsprechend wurden die Proben mit einer
Ratio < 20 RE/ml als negative und diejenigen mit einer Ratio > 20 Relative Einheiten (RE)/ml
als positive interpretiert. Bezuglich des RF-IgM galt das Testergebnis als niedrig positive bei

einem Titer von 50-100 RE/ml und als hochpositive bei einem Titer > 100-200 RE/m.

Fur das A-CCP-1gG liegt der Cut-off bei 5 Relative Einheiten (RE)/ml. Somit wurden
diejenigen Proben mit einer Ratio < 5 RE/ml als negative und diejenigen mit einem Ratio > 5-

200 Relative Einheiten (RE)/ml als positive gewertet [25].

In Tabelle 4 sind die Grenzwerte der Titerauswertung nochmal zusammengefasst [22, 23, 24,

25].
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Antikorper Titer Antikdrper-Nachweis
RF-1gM <50 RE/ml Negative
50-100 RE/ml Niedrig positive
>100-200 RE/ml Hochpositive
RF-1gA <20 RE/ml Negative
>20 RE/ml Positive
RF-1gG <20 RE/ml Negative
>20 RE/ml Positive
Anti-CCP-1gG <5RE/ml Negative
> 5-200 RE/ml Positive

Tabelle 4. Titerauswertung

RF: Rheumafaktor, Anti-CCP: Anti-Cyclin-Citrulliniertes Peptid, IgA: Immunglobulin A,
IgG: Immunglobulin G, IgM: Immunglobulin M

3.4. Statistische Analyse

Die durch ELISA Verfahren ermittelten Seropravalenzen der RF und der A-CCP-AK in den
Patientenseren wurden statistisch im Programms SPSS mittels Kreuztabellen und des X2-Tests
hinsichtlich ihrer statistischen Signifikanz im Vergleich zum gesunden kontrollkollektive
analysiert. Bei kleineren Fallzahlen wurde der exakte Test nach Fischer verwendet. Das

Signifikanz-Niveau (p) wurde auf <5% festgelegt.

Die Uberpriifung der Kontroll- und Patienten Gruppen auf Gleichverteilung des Alters
erfolgte im Programm SPSS mittels des ,, Mann Whitney Tests“. Fiir die Uberpriifung der
Gleichverteilung des Geschlechtes wurden Kreuztabellen und der X2-Test verwendet. Das

Signifikanzniveau (p) lag bei <5%.
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Die Subgruppenanalyse der Patienten mit DLCBL nach Erkrankungsalter, Krankheitsstadium,
Allgemeinzustand (ECOG), LDH-Erhohung und BSG wurde ebenfalls nach dem Mann

Whitney Test fur A-CCP- positive und -negative vorgenommen.

Das overall survival fiur A-CCP-positive im Vergleich zu A-CCP-negative

Lymphompatienten erfolgt nach Kaplan Meyer Testung (Log Rank, Mantel Cox).
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4. Ergebnisse

4.1 Seroprdvalenz: DLCBL-Patienten versus Kontrollen

Vergleicht man die Testergebnisse der DLCBL-Patientenseren mit denen der Kontrollgruppe,
so ist festzustellen, dass flr keinen der drei bestimmten RF Immunglobulinklassen [RF-1gM, -
IgG, -IgA) eine erhohte Seropositivitat bei Lymphompatienten als in der jeweiligen
Kontrollgruppe ermittelt werden konnte. Fur den A-CCP-1gG AK zeigten sich jedoch
signifikant hohere Seroprdvalenzen in der Gruppe der DLCBL-Patienten im Vergleich zum

gesunden Kontrollkollektiv.

In der Gruppe der DLCBL-Patienten waren 90 von 395 (22,8%) seropositiv fir den RF-IgM
(Titer > 50 RE/ml) im Vergleich zu 57 der 258 (22,1%) gesunden Kontrollen. Dies ergab mit

einem P-Wert von 0,836 keine statistische Signifikanz.

Da der RF in einigen Fallen auch bei gesunden im steigenden Alter zunehmend niedrig-
positiv ist [11], betrachteten wir die Ergebnisse der RF-IgM Titer aufgeschlisselt nach niedrig
positiven (50-100 RE/ml) und hochpositiven Titer (>100-200 RE/ml). Dabei zeigten 29 der
395 (7,3%) DLCBL-Patienten niedrig positive Titer im Vergleich zu 16 der 258 (6,2%)
gesunden Kontrollen. Hochpositive RF-IgM Titer liel3en sich bei 61 der Patienten (15,4%) im
Vergleich zu 41 der gesunden Kontrollen (15,9%) nachweisen. Der p-Wert lag mit 0,850 hier

auch oberhalb des Signifikanzniveaus.

Fur den RF-IgA wiesen 59 von 392 (15,1%) DLCBL-Patienten im Vergleich zu 28 der 223
gesunden Kontrollen (12,6%) positive Titer (> 20 RE/ml) auf. Positive RF-IgG Werte (> 20
RE/ml) lieRen sich bei 11 von 392 (2,8%) DLCBL-Patienten im Vergleich zu 4 der 223
(1,8%) gesunden Kontrollen nachweisen. Die Unterschiede fiur RF-IgA und RF-IgG

markieren nur einen Trend ohne signifikanten Unterschied.
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VVon den 395 DLCBL-Patienten wiesen mit 14 (3,5%) Patienten signifikant vermehrt positive

A-CCP-AK Titer (> 5-200 RE/ml) als die gesunden Kontrollen (2 der 249, 0,8%, p= 0,030).

In Tabelle 5 sind die Ergebnisse der RF- und A-CCP-AK Seroprévalenzen der DLCBL-

Patientengruppe und der jeweiligen Kontrollgruppe nochmal gegeniibergestellt.

DLCBL-Patienten Kontrollen
P- Sig.

Gesamt | Anzahl Gesamt | Anzahl Wert

- (%) - (%)

zahl Pos. zahl Pos.
RF-1gM-pos. 395 90 22,8 | 258 57 22,1 (0,836 | sl
(>50 RE/ml)
RF-IgM-niedrig- | 395 29 7,3 | 258 16 6,2
pos.
(50-100 RE/ml) 0,850 |ns.l
RF-1gM- 395 61 15,4 | 258 41 15,9
hoch-pos.
(>100-200 RE/ml)
RF-1gA-pos. 392 59 15,1 | 223 28 126 | 0,393 | sl
(>20 RE/ml)
RF-1gG-pos. 392 11 2,8 |223 4 18 0434 |psl
(>20 RE/ml)
A-CCP-1gG-pos. | 395 14 35 | 249 2 08 |0,030 |2
(>5-200 RE/ml)

Tabelle 5. Gegenuberstellung der RF- und A-CCP Seropravalenzen der DLBCL-Patienten

mit derjenigen der gesunden Kontrollgruppe

In.s. = nicht signifikant, entspricht Signifikanzniveau p> 0,05, 2s. = signifikant, entspricht

Signifikanzniveau p< 0,05, Odds-ratio: 1.028, CI

(Konfidenzintervall): 1,005-1,051,

DLCBL: diffus-groRzelliges B-Non-Hodgkin-Lymphom, RF: Rheumafaktor, A-CCP: Anti-
IgA: Immunglobulin A, 1gG: Immunglobulin G, IgM:

Cyclin-Citrulliniertes Peptid,

Immunglobulin M, Sig.: Signifikanz, pos.: positive

24



4.2 Geschlechtsspezifische Seroprdvalenz: DLCBL- Patienten versus

Kontrollen

Im Hinblick auf das Geschlecht gab es, wie bereits im Kapitel 3.2 dargestellt, zwischen den
Kontrollen und den DLCBL-Patienten Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung.
Demzufolge wurde fir alle untersuchten Auto-AK eine geschlechtsgetrennte Aufschliisselung
der Ergebnisse der DLCBL-Patienten im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv

vorgenommen.

Die Analyse der RF-Seropréavalenzen nach Geschlecht der DLCBL-Patienten aufgeschlisselt
ergab sowohl fiir die Gruppe der mannlichen als auch fiir die Gruppe der weiblichen Patienten
fur keinen der drei RF Immunglobulinklassen (RF-IgM, -IgA, -1gG) eine signifikant

unterschiedliche Seropositivitat als in der jeweiligen Kontrollgruppe.

Tabelle 6 zeigt die einzelnen Haufigkeiten der getrennten Seropositivitdt der untersuchten

Auto-AK nach mannlichen und weiblichen Untersuchungsgruppen auf.

Bei dem Vergleich der Haufigkeit des Auftretens des A-CCP-IgG, liel3en sich positive Titer in
Seren von 8 der 182 mannlichen DLCBL-Patienten (4,4%) dahingegen bei O der 116
gesunden méannlichen Kontrollen (0,0%) nachweisen [exakter Test nach Fischer= 0,022]. In
der Gruppe der 148 weiblichen DLCBL-Patientinnen konnten desweiteren 5 positive Titer
(3,4%) verglichen mit 2 der 133 weiblichen gesunden Kontrollen (1,5%) bestimmt werden

[exakter Test nach Fischer= 0,203].

Somit zeigten sich signifikant hohere Seropravalenzen des A-CCP-IgG in der Gruppe der
méannlichen Patienten. Bei weiblichen DLCBL-Patienten ergaben sich lediglich tendenziell
vermehrt  erhdhte  A-CCP-AK-Titer im  Vergleich zum gleichgeschlechtlichen

Kontrollkollektiv. (3,4 versus 1,5%, p= 0,270).
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M DLBCL Patienten Kontrollen
/ | Gesamt | Anzahl Gesamt | Anzahl P- Sig.
W - % - % | Wert
zahl Pos. zahl Pos.
RF-IgM-pos. | M | 182 40 22 120 26 21,7 10,949 | sl
>50 RE/mI
W | 148 37 25 138 31 225 (0,615 | gl
RF-1gM- 182 9 49 |120 4 3,3
niedrig-pos.
50-100 RE/ml | M
RF-IgM- 182 31 17,0 | 120 22 18,3 | 0,776 | sl
hoch-pos. >
100-200RE/ml
RF-1gM- 148 14 95 |138 12 8,7
niedrig-pos.
50-100 RE/ml | W
RF-IgM- 148 23 15,5 | 138 19 13,8 10,879 | psl
hoch-pos. >
100-200RE/mI
RF-1gA-pos. | M | 180 31 17,2 | 109 12 11,9 10,150 | psl
>20 RE/ml
W | 148 21 142 | 114 16 14,0 10972 | sl
RF-1gG- pos. | M | 180 7 3,9 |109 1 09 [0129 |psl
>20 RE/ml
W | 148 3 20 |114 3 26 (0529 | sl
A-CCP-1gG- | M| 182 8 44 | 116 0 0,0 ]0022 |2
pos.
>5-200 RE/ml | w | 148 6 34 |133 2 15 10,203 | psl

Tabelle 6. Gegeniberstellung der geschlechtsspezifischen RF- und A-CCP Seropravalenzen
der DLBCL Patienten mit derjenigen der gesunden Kontrollgruppe

In.s. = nicht signifikant, entspricht Signifikanzniveau p>0,05 , Zs. = signifikant, entspricht

Signifikanzniveau p<0,05. Odds-ratio: 1,046. Cl (Konfidenzintervall): 1,014-1,079. X2-Test
fur 2 unabhéngige Stichproben. DLCBL.: diffus-grof3zelliges B-Non-Hodgkin-Lymphom, RF:
Rheumafaktor, A-CCP: Anti-Cyclin-Citrulliniertes Peptid, 1gA: Immunglobulin A, 1gG:
Immunglobulin G, IgM: Immunglobulin, Sig.: Signifikanz, pos.: positive
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4.3 Korrelation RF-IgM und A-CCP-IgG AK bei DLCBL-Patienten versus

Kontrollen

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen den Hé&ufigkeiten des Auftretens beider

Antikorper (A-CCP-IgG und RF-IgM) zu untersuchen, wurden die Ergebnisse des A-CCP-

IgG Antikorpers in der Gruppe der DLCBL-Patienten nach RF-IgM positiv und negativ

getrennt dargestelt.

Von den 90 RF-IgM positiven DLCBL-Patienten zeigten 7 Patienten positive A-CCP-AK

Titer, wéhrend keine der 57 RF-IgM positiven Kontrollen positive A-CCP-Titer aufwiesen

(7,8% versus 0,0%, p= 0,043). Von den 305 RF-IgM negativen DLCBL-Patienten waren 7

(2,3%) A-CCP-IgG positiv verglichen mit 2 der 192 (1,0%) RF-IgM negativen gesunden

Kontrollen [p = 0,493] in Tabelle 7.

RF-1gM (+)
DLCBL-Patienten Gesunde Kontrollen
Gesamt | Anzahl (+) | % A-CCP- | Gesamt | Anzahl (+) %A-CCP P- Sig.
-zahl A-CCP-1gG | 19G (+) -zahl A-CCP-1gG | 19G (+) Wert
90 7 7,8% 57 0 0,0% 0,043 | 42
RF-1gM (-)
DLCBL-Patienten Gesunde Kontrollen
Gesamt | Anzahl (+) | % A-CCP- | Gesamt | Anzahl (+) % A-CCP- P- Sig.
-zahl A-CCP-1gG | 19G (+) -zahl | A-CCP-1gG | IgG (+) Wert
305 7 2,3 192 2 1,0 0,493 | sl

Tabelle 7. Seropréavalenz A-CCP-1gG nach RF-IgM aufgeschliisselt

In.s. = nicht signifikant, entspricht Signifikanzniveau p>0,05, 2s. = signifikant, entspricht
Signifikanzniveau p<0,05. X2-Test fiir 2 unabhéngige Stichproben.
DLBCL.: diffus-grof3zelliges B-Non-Hodgkin-Lymphom, RF: Rheumafaktor, A-CCP: Anti-
Cyclin-Citrulliniertes Peptid, IgM: Immunglobulin M, Sig.: Signifikanz
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4.4. Krankheitsstadium und Gesamtiiberleben der DLCBL-Patienten bei

Anti-CCP-AK Seropositivitdt

4.4.1 Subgruppenanalyse der Anti-CCP-positiven DLCBL-Patienten

Des Weiteren erfolgte eine Subgruppenanalyse der Anti-CCP-positiven DLBCL-Patienten im
Hinblick auf folgende prognostische Parameter: das Erkrankungsalter, dem
Erkrankungsstadium, dem Index zur Lebensqualitat der Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOG), dem Lactatdehydrogenase-Wert (LDH) und der
Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG). Im Folgenden erfolgt in Tablle 8 eine

Darstellung der einzelnen Daten fur die 14 A-CCP-positiven Lymphompatienten.

Patient Erkrankungs- Stadium ECOG | LDH BSG Anti-CCP-Wert
alter T8

1 58 2 <1 g -01 5,7

2 56 3 <1 g 03 58

3 55 1 <1 g -01 5,8

4 54 2 <1 g 01 7,8

5 72 2 <1 T 76 8,2

6 61 1 <1 T 27 8,7

7 55 2 <1 g 12 9,7

8 57 4 <1 i} 14 11,0

9 57 4 <1 4 -01 13,3

10 66 4 >1 i} -01 34,4

11 67 4 <1 i} -01 59,9

12 72 1 < 4 30 65,6

13 37 2 < i} 12 88,9

14 64 2 < 8 04 153,4

Tabelle 8. Subgruppenanalyse der 14 Lymphompatienten (DLCBL) mit A-CCP-
Seropositivitat

ECOG: Index zur Lebensqualitdt der Eastern Cooperative Oncology Group, LDH:
Lactatdehydrogenase, BSG:
BlutkorperchenSenkungsGeschwindigkeit. Anti-CCP:  Anti-Cyclin-Citrulliniertes  Peptid,
DLCBL.: diffus-grof3zelliges B-Non-Hodgkin-Lymphom.

28




4.4.2 Subgruppenanalyse der A-CCP-positiven im Vergleich zu den A-CCP-

negativen DLCBL-Patienten

Im Folgenden erfolgte der Vergleich der Gruppe der A-CCP-positiven DLCBL-Patienten mit

der der A-CCP-negativen DLCBL-Patienten im Hinblick auf das Erkrankungsalter (<, > 60

Jahre), dem Erkrankungsstadium, das Geschlecht, der Leistungsfahigkeit mit Hilfe des

ECOG-Index, dem BSG-, dem LDH-Wert und des Gesamtiiberlebens. Es zeigte sich jedoch

im Hinblick auf die einzelnen Charakteristika keinen signifikanten Unterschied zwischen den

A-CCP positiven und A-CCP-negativen DLCBL-Patienten.

Anti-CCP (+) Anti-CCP (-) p-Wert
Erkrankungsalter”) 59,4 59,1 0,657
Stadium 1H1/1v® 35,5% 40,4% 0,724
Geschlecht (weibl.)" 28,6% 45,1% 0,220
ECOG>1WY 7,1% 11,8% 0,593
BSG erhoht 21,4% 38,3% 0,200
LDH erhéht @ 14,3% 24,2% 0,384
Gesamt-Uberleben 66,79% 60,26% 0,837

(overall survival)®®
(6 Jahre)

Tabelle 9. Vergleich der Subgruppenanalyse der A-CCP-AK (+) versus der A-CCP-AK (-)

DLCBL-Patienten

WMann Whitney U-Test, ® Log Rank/ Mantel Cox Testung, Anti-CCP: Anti-Cyclin-
Citrulliniertes Peptid, ECOG: Index zur Lebensqualitit der European Cooperative Oncology
Group, BSG: BlutkorperchenSenkungsGeschwindigkeit, LDH: Lactatdehydrogenase
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4.4.3 Gesamtiiberleben der A-CCP positiven versus der A-CCP negativen

DLCBL-Patienten

Im Hinblick auf das Gesamtiberleben (6 Jahre) zeigte sich wie bereits in 4.4.2 erlautert
keinen signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe der A-CCP-positiven und A-CCP-
negativen DLCBL-Patienten. Es gab jedoch eine Tendenz zu besseren
Gesamtlberlebenszeiten (6 Jahre) bei A-CCP-positiven DLCBL-Patienten (66,79% im
Vergleich zu 60,226%). In Abbildung 2 sind die Daten zum Gesamtlberleben graphisch

dargestellt.

Uberlebensfunktionen

ACP-groups
FIACP positive (=5 Uiml)
TIACP negative (==5 Liiml)

ACP positive (=5 Liml)-
= zensiert
. ACP negative (<=5 Uiml)-
zensiert

1,04

0,6

Kum. Uberleben

0,44

0,21

0,07

00 2,:'30 4,'00 B,IIJD B,IDD 10:00
0S-Zeit (years)

Abbildung 2: Gesamtiiberleben A-CCP-positiver versus A-CCP-negativer DLCBL-Patienten

A-CCP-AK= ACP: Anti-Cyclin-Citrulliniertes Peptid. DLCBL.: diffus-gro3zelliges B-Non-Hodgkin-Lymphom.

OS: overall survival
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4.5. Seroprdvalenz: Multiple Myelom-Patienten versus Kontrollen

Vergleicht man nun die Testergebnisse der Multiple Myelom-Patientenseren mit denen der
Kontrollgruppe, so ist festzustellen dass fur keinen der drei bestimmten RF-
Immunglobulinklassen (RF-IgM, -IgG, -IgA), noch fir den A-CCP-IgG AK ein statistisch

signifikant hoheres Ergebnis als in der jeweiligen Kontrollgruppe ermittelt werden konnte.

In Tabelle 10 sind die Ergebnisse der RF- und A-CCP-AK Seroprévalenzen der Multiple

Myelom-Patientengruppe und der jeweiligen Kontrollgruppe gegentibergestellt.

In der Gruppe der Multiple Myelom-Patienten waren 36 von 141 (25,5%) seropositiv fiir den
RF-IgM (Titer > 50 RE/ml) im Vergleich zu 57 der 258 (22,1%) gesunden Kontrollen. Dies

ergab mit einem P-Wert von 0,437 [>0,05] keine statistische Signifikanz.

Dabei zeigten 17 der 141 (12,1%) Multiple Myelom-Patienten niedrig positive Titer (50-100
RE/ml) im Vergleich zu 16 der 258 (6,2%) gesunden Kontrollen. Hochpositive RF-IgM Titer
(>100-200 RE/mI) lieRen sich bei 19 der Patienten (13,5%) im Vergleich zu 41 der gesunden
Kontrollen (15,9%) nachweisen. Der p-Wert lag mit 0,118 hier auch oberhalb des

Signifikanzniveaus [< 0,05].

Fur den RF-IgA wiesen 12 von 141 (8,5%) Multiple Myelom-Patienten im Vergleich zu 28
der 223 gesunden Kontrollen (12,6%) positive Titer (> 20 RE/ml) auf. Der P-Wert betrug
0,229. Positive RF-IgG Werte (> 20 RE/ml) lieen sich bei 3 von 141 (2,1%) Multiple
Myelom-Patienten im Vergleich zu 4 der 223 (1,8%) gesunden Kontrollen nachweisen.

[Exakter Wert nach Fischer = 1,000].

Von den 141 Multiple Myelom-Patienten wiesen desweiteren 2 (1,4%) Patienten positive A-
CCP-AK Titer (> 5-200 RE/ml) auf, wohingegen auch 2 der 249 (0,8%) gesunden Kontrollen
positiv waren. Das Ergebnis war mit einem exakten Wert nach Fischer gleich 0,622 nicht

signifikant [>0,05].
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MM-Patienten Kontrollen
P- Sig.
Gesamt | Anzahl Gesamt | Anzahl Wert
- (%) - (%)
zahl Pos. zahl Pos.
RF-1gM-pos. 141 36 25,5 | 258 57 22,1 (0,437 |psl
(>50 RE/ml)
RF-1gM- 141 17 12,1 | 258 16 6,2
niedrig-pos. 0,118 | sl
(50-100 RE/m)
RF-IgM- 141 19 13,5 | 258 41 15,9
hoch-pos.
(>100-200RE/ml)
RF-1gA-pos. 141 12 85 |223 28 126 | 0,229 | sl
(>20 RE/ml)
RF-1gG-pos. 141 3 2,1 | 223 4 1,8 11000 |pst
(>20 RE/ml)
A-CCP-lgG-pos. | 141 2 1,4 | 249 2 08 (0622 | sl
(>5-200 RE/ml)

Tabelle 10. Gegenuberstellung der RF- und A-CCP-AK Seroprévalenzen der Multiple

Myelom-Patienten mit derjenigen der gesunden Kontrollgruppe

In.s. = nicht signifikant, entspricht Signifikanzniveau p>0,05. X2-Test firr 2 unabhangige
Stichproben. MM: Multiples Myelom, RF: Rheumafaktor, A-CCP: Anti-Cyclin-Citrulliniertes
Peptid, 1gG: Immunglobulin G, IgM: Immunglobulin M, IgA: Immungobulin A,

pos.: positive, Sig.: Signifikanz
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5. Diskussion

5.1 Interpretation und Bewertung der in dieser Studie ermittelten

Ergebnisse
5.1.1 Seroprdvalenz: DLCBL-Patienten versus Kontrollen

Beim Vergleich der Seropravalenzen der DLCBL-Patienten mit den gesunden Kontrollen
dieser Studie stellte sich, wie in Kapitel 4.1 dargestellt, heraus, dass flr keinen der drei
bestimmten RF-Immunglobulinklassen, RF-IgM niedrig- als auch hoch-titrig, RF-IgG und
RF-1gA, ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt werden konnte. Brickmann et al.
berichteten hingegen positive RF-Titer in 50% der Seren von 107 Patienten mit chronisch
lymphatischer Leukamie (B-CLL), die klinisch keine Arthritis aufwiesen, getestet zu haben
[26]. Bilici et al. fanden signifikant-positive RF-Titer in 56,7% der Seren von 105 NHL-

Patienten (p=0,046) [46].

Fur den A-CCP-IgG AK zeigten sich jedoch signifikant hohere Seroprévalenzen in der
Gruppe der DLCBL-Patienten im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv. Dabei war das
Erkrankungsstadium und das Gesamtuberleben bei DLCBL-Patienten jedoch unabhéngig von

der Seropositivitat des A-CCP-AK.

Das Ergebnis der A-CCP-AK untermauert zundchst die Hypothese einer Assoziation mit
vermehrter Auto-AK-Bildung bei Lymphomen. Bisher erfolgten verschiedene Studien, die
Autoantikorper, unter anderem den RF und die ANA, mit einer erhdhten Seroprévalenz in
Seren von Lymphompatieten getestet haben. So fanden Guyomard et al., Chloraki et al. und
Altintas et al. signifikant erhohte ANA-Titer in Seren von Lymphompatienten [6, 12,13]. Da
die A-CCP-AK im Gegensatz zum unspezifischen ANA-Titer aber hochspezifische Marker

fir die RA sind und zum Teil schon viele Jahre vor Krankheitsbeginn nachgewiesen werden
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kdnnen [16], konnte der in dieser Studie erbrachte Nachweis einer erhohten A-CCP-1gG AK
Konzentration in den Seren der DLCBL-Patienten fir ein erhohtes Risiko der Entwicklung
einer RA bei Lymphom-Patienten sprechen. Dies ware ein Hinweis dafur, dass die
Assoziation zwischen dem Auftreten chronisch entziindlicher Autoimmunerkankungen und

lymphoproliferativer Erkrankungen bidirektional ist.

Auf der anderen Seite zeigten die A-CCP-Marker einen relativ niedrigen Titer verglichen zu
A-CCP-positiver RA-Patienten. Der Mittelwert der A-CCP-AK Titer bei DLCBL-Patienten
betrug 34,2 U/ml. Laut Abolghasemi et al. lieBen sich bei RA-Patienten hohe Titer von
durchschnittlich 144 U/ml nachweisen [32]. Die deutlich niedrigeren Titer von A-CCP-AK
bei DLCBL im Vergleich zur RA sprechen wieder eher fir eine unspezifische Begleitreaktion
als fur eine pathogenetisch relevante Auto-AK-Bildung. Zur weiteren dtiologischen
Zuordnung der Seropositivitat wére die Verlaufsbeobachtung der A-CCP-positiven
Lymphompatienten hinsichtlich der Entwicklung einer RA sinnvoll, diese war jedoch mit

dieser Fragestellung nicht moglich.

Weiter bleibt in diesem Zusammenhang unklar, inwiefern die Chemotherapie, die alle
Patienten mit DLCBL erhalten haben, eine eventuelle zukunftige RA-Entstehung beeinflusst.
Zu weiteren beglnstigender Faktoren fir die Entstehung von Auto-AK unabhdngig von
lymphoproliferativer Erkrankungen zahlt auch der Vitamin D-Mangel, wie in weiteren
Studien bereits nachgewiesen wurde [28]. In diesem Zuge kann postuliert werden, dass der
bei Lymphompatienten hdufig erniedrigte Vitamin D-Spiegel, wie kirzlich nachgewiesen
[28], die Autoantigenitat unabhangig von der lymphoproliferativen Erkrankung beeinflussen
konnte. Eine Verlaufsbeobachtung (ber die vorliegenden 6 Jahren, bei einer Gesamtzahl von
nur 14 Anti-CCP-positiven Lymphompatienten liefert fir die Beantwortung dieser

Fragestellung aber nur unzureichende Daten.
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Die Analyse der RF- und A-CCP-AK-Seropréavalenzen erfolgte bei DLCBL-Patienten
getrennt nach mannlichem und weiblichem Geschlecht, da die Verteilung mannlich/weiblich
knapp signifikannt unterschiedlich (p=0.038) zwischen Patienten und gesunden Kontrollen
war. Sie ergab sowohl fir die Gruppe der mannlichen als auch fur die Gruppe der weiblichen
Patienten fur keinen der drei RF-Immunglobulinklassen, RF-IgM niedrig- als auch hoch-titrig,
RF-1gG und RF-IgA, eine signifikant hohere Prévalenz als in der jeweiligen Kontrollgruppe.
Beziiglich des A-CCP-1gG Titers zeigte sich eine signifikant hohere Seropravalenz in der
Gruppe der maénnlichen jedoch nicht in derjenigen der weiblichen DLCBL-Patienten
verglichen mit dem jeweiligen Kontrollkollektiv. Bei 65 DLCBL-Patienten war das
Geschlecht nicht bekannt, diese konnten in der Statistik leider nicht berticksichtigt werden.
Die Fallzahl erlaubt jedoch trotzdem eine aussagekréftige Statistik. In wie fern die weiteren

65 Proben, diese Statistik beeinflussen ist ohne weitere Analysen nicht eruierbar.

Ob die signifikanten Unterschiede des A-CCP-IgG AK-Titers in der Gruppe des
Gesamtkollektives auf die Seropravalenzen in der Gruppe der ménnlichen DLCBL-Patienten
zuriickzufuhren sind, kann aufgrund der kleinen Fallzahlen nicht mit Sicherheit beantwortet
werden. Betrachtet man die Prévalenz der RA in der Gesamtbevilkerung, so erkranken
Frauen um ein ca. 2- bis 3-faches haufiger als Ménner [33]. Der in dieser Studie ermittelte
Unterschied in der geschlechtsbezogenen Verteilung der A-CCP 1IgG-Seroprévalenz in der
Gruppe DLCBL-Patienten kann somit nicht auf dem geschlechtsabhéngigen Risiko einer RA-
Entwicklung in der Gesamtbevélkerung zurlickgefiihrt werden. Auch die kurzlich publizierte
Studie von Rubtsov wies bei weiblichen mehr als ménnlichen Probanden (ber Toll-like
Receptor 7 vermittelte Akkumulation von CD11c+ B-Lymphozyten nach, die fir die

Entwicklung von Autoimmunitat bei weiblichen Individuen verantwortlich sein kdnnen [27].

Die genannten vorangegangenen Untersuchungen konnen das Uberwiegen der Anti-CCP-

Seropositivitat bei mannlichen DLCBL-Patienten zusétzlich nicht erklaren; fur eine
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geschlechter-getrennte Betrachtung der A-CCP-Seropositivitat im Hinblick auf die jeweiligen

Subgruppen, ist die untersuchte Fallzahl zu gering.

Die DLCBL-Patienten waren nicht signifikant &alter (p=0.192) als die gesunden Kontrollen.
Fur die Rheumafaktoren ist eine erhdhte Serumprdvalenz mit zunehmendem Lebensalter
bekannt, nicht jedoch fur den A-CCP-AK [11, 29, 41]. Da aber fur die Pravalenz der RF-IgM
Positivitat keine Unterschiede zwischen den Lymphompatienten und Kontrollen vorlagen und
die DLCBL-Patienten auch nicht signifikant alter als die Kontrollen waren, ist eine

altersbezogene Adjustierung in der Statistik nicht indiziert.

Kritisch anzumerken, ist nur der geschlechtsbezogene Unterschied zwischen Patienten und

Kontrollen, dieser wurde jedoch durch eine nach Geschlecht getrennte Statistik ausgeglichen.

5.1.2 Korrelation: RF-IgM und A-CCP-IgG AK bei DLCBL-Patienten versus

Kontrollen

Um einen fraglichen Zusammenhang zwischen den Haufigkeiten des Auftretens beider
Antikorper, des A-CCP-1gG und des RF-IgM, zu untersuchen, wurden, wie im Kapitel 3.3
beschrieben, die A-CCP-positiven DLCBL-Patienten nach dem vorkommen von RF-IgM

stratifiziert.

Hierbei zeigte die Gruppe der RF-IgM-positiven DLCBL-Patienten signifikant héhere A-
CCP-1gG AK-Seropravalenzen im Vergleich zu den RF-IgM-positiven gesunden Kontrollen.

In der Gruppe der RF-lgM-negativen Patienten war das jedoch nicht der Fall.

Die gemeinsame Betrachtung von RF-IgM wie A-CCP-AK bei DLCBL-Patienten lasst

zundchst vermuten, dass positive A-CCP-AK Titer eher ,,rheumatologisch bedingt* sind.

Grundsatzlich ist zwar das DLCBL eine klonale Erkrankung von B-Lymphozyten, die
typischerweise aberrante Paraproteine mit konsekutiver Autoantikorperbildung erzeugen

koénnen [6, 12, 13]. Dass aber solche Paraproteine eine Kreuzreaktion von RF-IgM und Anti-
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CCP haben, ist zwar moglich, aber die unterschiedliche Antigenitdt von RF und A-CCP-AK
ist bereits mehrfach untersucht worden [11, 16, 17, 18]. Zudem liegen eine Vielzahl von
Studien an Patienten mit RA vor, die das unterschiedliche Markerprofil von RF-positiven und
negativen sowie A-CCP-AK-positiven und -negativen Patienten unabhéngig voneinander mit

unterschiedlichen Krankheitsverldufen charakterisieren konnten [11].

Inwiefern die Seropositivitdt von DLCBL-Patienten fir A-CCP-AK in Abhéangigkeit des RF
eine unspezifische Begleitreaktion im Serum darstellt oder ein spezifischer Risikomarker fur
RA bei DLCBL-Patienten darstellt, kann anhand der vorliegenden Daten nicht abschlieRend
beurteilt werden. Hierzu muissten die Untersuchung auf Monoklonalitat und eventuell
nachweisbar kreuzreagierende AK im Serum der A-CCP-positiven DLCBL-Patienten

kompletiert werden.

Die vorgelegten Studienergebnisse zeigen zwar ein signifikant vermehrtes Auftreten von
Anti-CCP-Autoantokorper im Serum von DLCBL-Patienten, eine klinische Relevanz als
Verlaufs- bzw- Risikomarker der Lymphomerkrankung konnte jedoch nicht nachgewiesen
werden. Hierzu wurden die vorliegenden Daten nach den fir DLCBL anerkannten
Prognoseparametern des IPI (international prognostic index) aufgeschlusselt und Kaplan

Meyer Uberlebenskurven fiir A-CCP-positive und -negative verglichen.

Aus dem Blickwinkel der Therapieeffizienz gibt es bei der RA und dem diffus-groRzelligem
Lymphom Uberschneidungen nicht nur mit Cyclophosphamid sondern auch fiir das fir beide
Krankheitsentitaten zugelassene Rituximab [34, 35, 36, 37, 38]. Letzteres soll besonders
antirheumatisch effektiv bei Patienten mit Nachweis von A-CCP-AK-Positivitat wirken [34].
Das untersuchte DLCBL-Kaollektiv entstammte allerdings vorzugsweise aus der B-NHL 98
Studie vor der Zulassung von Rituximab in der Lymphomtherapie und die Seren wurden

definitiv vor Therapiebeginn gewonnen.
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5.1.3 Seropriavalenz: Multiple Myelom-Patienten versus Kontrollen

Beim Vergleich der Testergebnisse der Multiple Myelom-Patientenseren mit denen der
Kontrollgruppe, konnte fur keinen der drei bestimmten RF-Immunglobulinklassen, RF-IgM,
RF-1gG, und RF-IgA, noch fur den A-CCP-IgG AK ein statistisch signifikant hoheres
Ergebnis als in der jeweiligen Kontrollgruppe ermittelt werden.

Diese Ergebnisse waren somit mit der von Hardiman et al. beschriebenen nicht erhthten
Inzidenz der RF-Titer in Seren von Patienten mit Multiple Myelom oder MGUS im Vergleich
zu einem gesunden Kontrollkollektive bereinstimmend [14]. Abu-Shakra et al. berichteten
hingegen Uber eine erhohte RF-Aktivitdat in Seren von Multiple Myelom-Patienten [2].
Erstmals konnten wir hier mit unseren Daten zeigen, dass Anti-CCP AK nicht vermehrt beim

Multiplen Myelom auftraten.

Im Gegensatz zu DLCBL sind beim Multiplen Myelom pathogenetisch das VVorkommen von
Paraproteinen im Serum beschrieben. Kreuzreagierende AK mit Antigenstrukturen wie RF-
IgM oder A-CCP konnten vermutet werden. Umso erstaunlicher ist es, dass in dem bei uns
untersuchten Kollektiv keine gehduften Serum-Reaktionen fir die drei verschiedenen RF und

fur A-CCP-AK im Vergleich zu gesunden auftraten.
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5.2 Ausblick

Der fir die RA hochspezifische A-CCP-AK ist unter anderem bei Multiplem Myelom-
Patienten und gesunden Kontrollen negativ, jedoch bei einem Teil der DLCBL-Patienten
ebenfalls positiv, jedoch mit niedrigeren Serumtitern als bei der RA. Die Frage in wie fern der
A-CCP-AK bei DLCBL-Patienten eine eigenstdndige pathogenetische Relevanz in der
Entstehung der RA haben kdnnte, bleibt hier jedoch offen und muss als Gegenstand weiterer

Studien untersucht werden.

Dabei empfiehlt sich die Berlcksichtigung verschiedener citrullinierter Proteine als mogliches
Antigen wie zum Beispiel citrulliniertes (mutiertes) Vimentin, citrulliniertes Fibrinogen,
citrulliniertes Typ-1l1 Kollagen und citrullinierter a-Enolase [18, 16]. Der Anti-CCP-Test ist
zwar hoch spezifisch fir die RA, erlaubt jedoch keinerlei Aussagen hinsichtlich der Identitét
der erfassten citrullinierten Proteinen [18]. Die Untersuchung der bei Lymphompatienten

vorkommenden A-CCP-AK Subtypen ist ein weiterer Ausblick.

Vor allem das mutierte citrullinierte Vimentin wére hier von groBem Interesse, da ihm eine
Rolle als relevantes Autoantigen in der Pathogenese der RA zugeschrieben wird. Hinweisend
dafiir ist sein vermehrtes Auftreten in Fibroblasten und in der Synovialflissigkeit unter

oxidativem Stress [20].

Hingegen scheinen A-CCP-AK keinen Einfluss auf den Krankheitsverlauf und die Prognose

von DLCBL-Patienten zu haben.
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