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1 Zusammenfassung

Progranulin-Autoantikbrper wurden im gesamten Spektrum der primaren
Vaskulitiden, beim systemischen Lupus erythematodes als auch bei der
rheumatoiden Arthritis beschrieben (Thurner, et al. 2012). Obwohl sie
unspezifisch fur eine dieser Autoimmunerkrankungen sind, haben sie eine hohe
Spezifitat fur einen ablaufenden Autoimmunprozess.

Progranulin ist ein sezerniertes Protein, das direkt die TNF-Rezeptoren 1 und 2
(TNFRSF 1 und 2) inhibiert (Tang, et al. 2011) und somit einen wichtigen
Gegenspieler der TNF-a-vermittelten Entziindungskaskade darstellt. Progranulin-
Autontikdrper neutralisieren sezerniertes Progranulin. Mittles ELISA wurde das
Vorkommen dieser Progranulin-Autoantikérper in Seren von Patienten mit
Psoriasisarthopathie, Psoriasis vulgaris und rheumatoider Arthritis untersucht. So
konnte das Auftreten von Progranulin-Autoantikérpern in einer Subgruppe von
Patienten mit Psoriasisarthropathie (50/260 = 19,2%) nachgewiesen werden,
obwohl diese Erkrankung generell als seronegativ bezeichnet wird. Bei Psoriasis-
Patienten mit ausschlie3lich kutanem Befall ohne Gelenkbeteiligung konnten
keine Progranulin-Autoantikorper nachgewiesen werden (0/100 = 0%). Daher
kénnten Progranulin-Autoantikdrper aufgrund der unterschiedlichen Préavalenz bei
der Psoriasis ohne und mit Gelenkbeteiligung (Psoriasisarthropathie) als
diagnostischer Biomarker fur die Entwicklung einer Psoriasisarthropathie
eingesetzt werden. Die durchgefihrte Subgruppenanalyse zeigte, dass sich bei
seropositiven Patienten die Psoriasisarthropathie haufiger als Daktylitis und
Enthesitis aullerte, was indirekt auf eine erhohte Krankheitsaktivitat
beziehungsweise einen schwereren Verlauf hindeutet.

Die neutralisierende Wirkung der Progranulin-Autoantikérper auf den Progranulin-
Plasmaspiegel wurde bei seropositiven Patienten durch Spiegelbestimmung
nachgewiesen. Die proinflammatorische Wirkung der Progranulin-Autoantikdrper
konnte in einem TNF-a induzierten Zytotoxizitatsassay in-vitro bestatigt werden.
AulRerdem konnte das zuvor festgestellte h&ufige Auftreten von Progranulin-
Autoantikorpern bei der rheumatoiden Arthritis (16/44 = 36,7%) (Thurner, et al.
2012) mithilfe einer groRen Kohorte von Patienten mit rheumatoider Arthritis
(41/146 = 28,1%) bestatigt werden.



Summary

Progranulin autoantibodies have been found in the whole spectrum of primary
vasculitides as well as in systemic lupus erythematosus and rheumatoid arthritis
(Thurner, et al. 2012). Although they lack specificity for one of the aforementioned
diseases they still possess high specificity for an ongoing autoimmune process.
Progranulin is a secreted anti-inflammatory protein. By directly inhibiting the TNF
receptor superfamily (TNFRSF) 1 and 2 (Tang, et al. 2011) progranulin is a
crucial antagonist in the TNF-induced inflammation. Progranulin autoantibodies
neutralize plasma concentration of secreted progranulin. Utilising ELISA we have
investigated the occurrence of progranulin autoantibodies in patients with
psoriatic arthritis, psoriasis vulgaris and rheumatoid arthritis. The prevalence of
progranulin autoantibodies could be demonstrated in a subgroup of patients with
psoriatic arthritis (50/260 =19.2%), even though it is known as a seronegative
disease. Psoriasis patients without joint manifestation have shown no occurrence
of progranulin autoantibodies (0/100 =0%). Hence the different prevalence of
progranulin autoantibodies might be used as a diagnostic marker for the
development of psoriatic arthritis.

Conducted analysis of subdivided groups has shown high frequency of dactylitis
and enthesitis in patients possessing the progranulin autoantibodies, potentially
indicating increased disease activity or, respectively, a more severe disease
course. Measurements of the progranulin plasma levels displayed a neutralizing
effect concerning the Progranulin plasma levels of seropositive patients in
comparison to seronegative patients and healthy controls. A proinflammatory
impact has been confirmed via TNF-a mediated cytotoxicity assays using WEHI-S
and HT1080 cells.

Furthermore this thesis confirms formerly published evidence of progranulin
autoantibodies in patients with rheumatoid arthritis (16/44 = 36.7%) (Thurner, et
al. 2012) by increasing the number of tested patients with rheumatoid arthritis
(41/146 =28.1%).



2 Einleitung und Fragestellung

2.1 Autoantikorper

Als Autoantikérper werden Antikdrper bezeichnet, die gegen korpereigene
Antigene gerichtet sind. Autoantikbrper kénnen unterschieden werden in
krankheitsspezifische und -unspezifische Autoantikorper, aul3erdem werden sie in
pathogenetisch relevante und als Epiphdnomen auftretende Antikdrper unterteilt.
Die pathogenetische Mechanismen der Antikérper sind nicht nur in der
Zerstorung des jeweiligen Antigens begrindet. Allein durch die Bindung an das
jeweilige Antigen kdnnen pathologische Vorgange ausgelost werden. 1903 stellte
der franzosische Immunologe Nicolas Maurice Arthus fest, dass es bei
wiederholten Injektionen eines Antigens zu einer lokalen entziindlichen Reaktion
kommen kann (Arthus. 1903). Die nach ihm benannte Arthus-Reaktion
bezeichnet die Entstehung von Immunglobulinen (Ig) oder Antikérpern (Ak) gegen
das jeweils injizierte Antigen. Der gebildete Antigen-Antikdrper-Komplex aktiviert
das Komplementsystem und fuhrt zu einer lokalen Entzindungsreaktion. Ein
Beispiel einer solchen Entziindungsreaktion ist die Purpura Schénlein-Henoch,
eine IgA-vermittelte Vaskulitis der kleinen Geféal3e, die sich u.a. durch erhabene
Hauteffloreszenzen mit Einblutungen sowie Beteiligung des
Gastrointestinaltrakts, der Nieren und Gelenke vor allem im Kindesalter
manifestiert (Kraft, et al. 1998).

Immunkomplexe kénnen nicht nur durch Ablagerungen Schaden hervorrufen,
sondern auch einen deutlich zytopathischen Effekt haben. Bei der rheumatoiden
Arthritis, als Beispiel einer Typ llI-immun-Reaktion, sind Antikérper gegen die Fc-
Region von IgG nachweisbar. Bei Bindung kommt es zur Anlagerung von
Immunkomplexen und zur konsekutiven chronischen Gelenkentziindung.

Ein weiterer pathogenetischer Mechanismus von Antikorpern ist der
neutralisierende Effekt auf sezernierte Mediatoren oder Enzyme. Brown et al
beschrieben 2012 das Vorkommen von neutralisierenden Antikérpern gegen
Interferon-y, welche opportunistische Infektionen beglnstigen und mit einer
Immunschwache assoziiert sind, die mit einer fortgeschrittenen HIV-Infektion

vergleichbar ist. Diese Antikdrper konnten bei 81% der Patienten mit Infektionen
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mit nichttuberkuldsen Mykobakterien (n=52) und bei 96% der Patienten aus dem
sudostasiatischen Raum mit opportunistischen Infektionen und normaler CDA4-
Zellzahl (n=45) nachgewiesen werden (Browne, et al. 2012). Ein weiteres
Beispiel eines neutralisierenden Effekts durch Antikorper ist der Anti-ADAMTS13-
Antikorper, der die physiologische Spaltung des von-Willebrand-Faktors (VWF)
durch  ADAMTS-13 verhindert und zur klassischen thrombotisch-
thrombozytopenischen Purpura (TTP oder Morbus Moschcowitz) fuhrt.
Charakteristische Symptome sind Thrombozytopenie, mikroangiopathische
Hamolyse mit dem Vorkommen von Fragmentozyten, Nierenversagen und
neurologische Ausfalle (Murrin & Murray. 2006, Ridolfi & Bell. 1981). ADAMTS13
gehdrt zur A disintegrin-like and metalloprotease with thrombospondin motif
(ADAMTS)-Familie, einer Gruppe von Peptidasen (Hurskainen, et al. 1999). Der
VWF st verantwortlich fur die Bindung von Thrombozyten an die verletzte
Endothelwand. Durch eine verhinderte Spaltung des VWF kommt es zur Bildung
von Mikrothromben und zur mikroangiographischen Hamolyse (Tsai & Lian. 1998,
Tsai. 2006).

2.2 Progranulin

Progranulin (PGRN) ist ein sezerniertes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht
von 88 kDa (Toh, et al. 2011). Es besitzt ein N-terminales Signalpeptid und
sieben Granulin-Motive, die jeweils 12 Cysteine und 6 daraus entstehende
Disulfidbindungen enthalten (Bateman & Bennett. 2009). Der Abbau zu etwa 6
kDa schweren Granulinen erfolgt durch proteolytische Enzyme wie die
neutrophile Elastase oder die Proteinase-3, die von neutrophilen Granulozyten
sezerniert werden (Bateman & Bennett. 2009, Zhu, et al. 2002). Weiterhin wird
PGRN durch die Matrix-Metalloproteinase-12 (MMP-12) (Suh, et al. 2012), MMP-
14 und durch A disintegrin-like and metalloprotease with thrombospondin-7
(ADAMTS-7) (Bai, et al. 2009) gespalten.

Das Vorkommen von PGRN konnte insbesondere in Epithelzellen, Leukozyten,
Neuronen und Chondrozyten nachgewiesen werden (Liu & Bosch. 2012). Hohe
Expressionsraten von PGRN bei Glioblastomen und anderen Hirntumoren (Liau,

et al. 2000) und die Assoziation erhéhter PGRN-Spiegel mit Brustkrebs, Ovarial-
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Karzinomen, multiplen Myelomen und dem hepatocellularen Karzinom wurden
beschrieben (Bateman & Bennett. 2009, Cheung, et al. 2004, He, et al. 2003).
Am Beispiel von SW-13-Zellen, einer Zelllinie eines humanen adrenergen
Nebennierenkarzinoms, stimulierte PGRN sowohl die Proliferation des Tumors
als auch die Infiltration von umliegendem Gewebe durch Tumorzellen und
inhibierte die Apoptose (He, et al. 2002). 2013 konnte eine Assoziation zwischen
einer hohen Plasmakonzentrationen von PGRN bei Patienten mit chronisch
lymphatischer Leukamie (CLL) und einer schlechteren Prognose festgestellt
werden, so dass es mdglicherweise als Risikomarker eingesetzt werden kénnte
(Gobel, et al. 2013). Neben seiner Rolle als Wachstumsfaktor ist es auch an der
Wundheilung (Ong & Bateman. 2003) beteiligt. AufRerdem inhibiert PGRN
Entzindungsprozesse uber eine verminderte Produktion und Freisetzung von
Sauerstoffradikalen durch aktivierte neutrophile Granulozyten (Kessenbrock, et
al. 2008) und insbesondere uber eine Hemmung der TNF-a-vermittelten
Immunantwort (Zhu, et al. 2002).

Haploinsuffizienz verursachende Mutationen des Granulingens kénnen zur
Degeneration des Frontotemporallappens fuhren (frontotemporal lobar
degeneration, FTLD). Diese sogenannte TDP43-positive FTLD ist die haufigste
Ursache von Demenz vor dem 50. Lebensjahr und die vierthaufigste Ursache von
Demenz in hoherem Alter (Baker, et al. 2006).

Zusammenfassend Ubernimmt PGRN eine antiinflammatorische Rolle, wahrend
die einzelnen Granuline nicht antiinflammatorisch wirken (Cenik, et al. 2012). Auf
der Suche nach der Ursache der antiinflammatorischen Wirkung und den
entsprechenden Interaktionspartnern von PGRN wurde ein yeast two Hybrid-
Screening durchgefihrt (Tang, et al. 2011). Dabei stellte sich eine Interaktion
zwischen den TNF-Rezeptoren 1 und 2 und PGRN heraus. Der TNF-Rezeptor 1
(TNFR1) lasst sich ubiquitar nachweisen, der TNF-Rezeptor 2 (TNFR2) wird
hauptsachlich in ha&matopoetischen Zellen exprimiert (Luo, et al. 2006).
Rekombinantes menschliches PGRN besitzt eine hohere Affinitat zum TNFR2 als
TNF-a selbst. Durch diese Hemmung der TNF-Rezeptoren 1 & 2 ist PGRN ein
wichtiger physiologischer Gegenspieler von TNF-a. Dies konnte auch in vivo in
Mausmodellen der Kollagen-induzierten-Arthritis, der Kollagen-Antikorper-
induzierten Arthritis (Tang, et al. 2011) und der Oxazolen-induzierten-Dermatitis
gezeigt werden (Zhao, et al. 2013). PGRN-Knockout-Mause (GRN™)
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entwickelten deutlich schwerere Krankheitsverlaufe als Kontrollmause. Nach
Gabe von rekombinantem humanen PGRN zeigte sich ein kompletter Stillstand
der Krankheitsprogression. Ahnlich reagierten die Mause auf die Gabe von
Atsttrin, einem rekombinanten PGRN-Derivat bestehend aus den 3 Granulin-
Motiven F-A-C und Teilen der entsprechenden Verbindungsregionen. Atsttrin
(Antagonist of TNF/TNFR Signaling via Targeting to TNF Receptors) wurde
anhand der identifizierten TNF-Rezeptor-affinen PGRN-Doméne entwickelt.
Einzelne Granulin-Einheiten oder Verbindungsregionen waren nicht in der Lage
den TNF-Rezeptor zu binden, so dass Granulin-Einheiten mit ihren
entsprechenden Verbindungsregionen hergestellt wurden, um herauszufinden, ob
diese in der Lage sind, den Rezeptor zu binden oder ob das gesamte Molekul fur
eine Rezeptorbindung bendtigt wird. Von diesen Granulin-Einheiten mit ihren
jeweiligen Verbindungsregionen zeigten F, A und C eine schwache Bindung zum
TNF-Rezeptor woraufhin ein Molekil-Derivat aus Teilen dieser 3 Granulin-Motive
und aus Teilen der entsprechenden Verbindungsregionen erstellt wurde. In
weiteren Schritten wurden Teile der Granulin-Einheiten entfernt, um die
Rezeptorbindungsstelle genauer zu definieren. Das entstandene Molekul Atsttrin
ist das kleinst mdgliche Molekil, das noch eine starke Bindung an den TNF-
Rezeptor zeigte (Lai, et al. 2012, Tang, et al. 2011).

2.3 Weitere Kandidatenantigene

Secretory leukocyte protease inhibitor

Der oben beschriebene Abbau von PGRN zu Granulinen wird u.a. durch den
secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI) gehemmt. So bindet SLPI an PGRN
und verhindert dadurch die Spaltung durch die neutrophile Elastase (Zhu, et al.
2002). SLPI besteht aus zwei identischen je 6 kDa schweren Peptiden mit jeweils
vier Disulfidbriicken (Grutter, et al. 1988). Eine Studie mit SLPI”~ Mausen zeigte,
dass die Wundheilung durch fehlendes SLPI beeintrachtigt wird, jedoch durch die
Applikation von PGRN ausgeglichen werden kann. Insofern liegt es nahe, dass
ein SLPI-Mangel zu einem verminderten PGRN-Plasmaspiegel fihren kann (Zhu,
et al. 2002). SLPI-neutralisierende Autoantikdrper kdnnten demzufolge auch zu

einem PGRN-Mangel fihren und damit proinflammatorisch wirken.



Serin-Protease-Inhibitor B1

Ein anderer Inhibitor der neutrophilen Elastase ist der Serin-Protease-Inhibitor B1
(Serpin B1). In einem Mausmodell von Uchiyama et al. zur Rolle von Serpin B1
bei der Pathogenese der Colitis ulcerosa konnte nachgewiesen werden, dass
Serpin B1 die Funktion der neutrophilen Elastase inhibiert (Uchiyama, et al.
2012). Da die neutrophile Elastase zu den Enzymen gehort, die fur die Spaltung
von PGRN zu den jeweiligen Granulinen verantwortlich sind, fuhrt eine Inhibition
der neutrophilen Elastase zu einer h6heren Konzentration von PGRN.

Weiterhin wurde 2012 in einer Arbeit von Lyons et al. publiziert, dass Serpin-B1-
Mutationen neben PR3-Mutationen das Risiko an einer ANCA-assoziierten-
Vaskulitis zu erkranken malf3geblich erhéhen (Lyons, et al. 2012), was die
zentrale Rolle von Serpin B1 bei generalisierten entzindlichen Erkrankungen

unterstreicht.

Ferritin

Neben seiner Hauptfunktion als Speicherprotein von Eisen konnte in Modellen
von Antigen-induzierter Arthritis eine Beteiligung von Ferritin  bei der
Gelenkzerstorung gezeigt werden. So konnten Immunkomplexe, die Ferritin
beinhalten, in den Gelenkknorpel einwandern und dort eine Entziindung auslésen
(Ohno, et al. 1978). In einer Studie von Mewar et al. wurden bei 16% (n=366) der
Patienten mit manifester rheumatoider Arthritis und bei 19% (n=118) der
Patienten mit fruihem Krankheitsstadium Ferritin-Autoantikbrper nachgewiesen.
AuBBerdem konnte ein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein des
Autoantikorpers und radiologischen Schaden gezeigt werden (Mewar, et al.
2005). Vor kurzem wurden Autoantikdrper gegen die Ferritin-Schwerkette (FTH:
ferritin terminus heavy chain) bei anderen rheumatologischen Erkrankungen
beschrieben: Diese kommen hochtitrig im Schub der Riesenzellarteritis vor und
binden vor alem am N-Terminus (Baerlecken, et al. 2012).



2.4 Psoriasis vulgaris

Die Psoriasis vulgaris ist eine chronisch entziindliche Erkrankung, die sich in
Haut und Hautanhangsgebilden manifestiert. Die Pravalenz der Psoriasis betrug
2005 etwa 2,5% in Deutschland. Die Geschlechterverteilung ist ausgeglichen
(Augustin, et al. 2010). Mit einer Pravalenz von 1,5% in GrolR3britannien (Gelfand,
et al. 2005) und 2% in den USA (Langley, et al. 2005) gehort sie zu den
haufigsten Hautkrankheiten der Industriestaaten (Naldi. 2004). Weltweit unterliegt
die Pravalenz jedoch einer starken Variabilitat. Bei den Ureinwohnern Australiens
(Green. 1984) und Sudamerikas (Convit. 1962) liegt die Pravalenz bei nahezu
0%, wahrend sie bei den Bewohnern der Farber-Inseln auf bis zu 2,8% ansteigen
kann (Lomholt. 1964). Daten zur weltweiten Epidemiologie der Psoriasis deuten
darauf hin, dass die Pravalenz abhangig von der Entfernung zum Aquator ist, mit
niedrigen Erkrankungszahlen in den daquatornahen Landern und hohen
Erkrankungszahlen in aquatorfernen Gebieten (Parisi, et al. 2013).
Charakteristische Komorbiditaten der Psoriasis sind eine erhdhte Pravalenz des
metabolischen Syndroms und damit einhergehend ein erhdhtes Risiko fur ein
kardiovaskulares Ereignis (Gisondi, et al. 2007) sowie speziell eine erhohte
Pravalenz der koronaren Herzerkrankung (Ludwig, et al. 2007). Auch eine
Assoziation mit anderen chronisch entziundlichen Erkrankungen wie der
rheumatoiden Arthritis, Morbus Crohn und Colitis ulcerosa durch méglicherweise
korrespondierende pathophysiologische Mechanismen konnte beobachtet
werden (Augustin, et al. 2010).

Die Disposition fur die Erkrankung ist erblich, es sind 9 spezifische Gene (PSOR
1-9) bekannt, die mit der Psoriasis assoziiert sind (Bowcock & Krueger. 2005).
Genetische Untersuchungen zeigten eine haufige Assoziation mit HLA-Cw*0602,
welches sich auf Chromosom 6p21 befindet. Gujohnsson et al. zeigten, dass
homozygote Trager ein 23-fach erhdhtes Risiko und heterozygote Trager ein
neunfach erhéhtes Risiko haben an Psoriasis zu erkranken. Homozygote Trager
zeigten aulRerdem einen friheren Krankheitsbeginn, unterschieden sich jedoch
nicht in Befallsart, Krankheitsverlauf oder anderen Kklinischen Parametern
(Gudjonsson, et al. 2003).

Eine Induktion der Erkrankung kann durch verschiedene Triggerfaktoren wie zum

Beispiel mechanische Verletzungen oder postinfektios nach einer
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respiratorischen Infektion mit Streptokokken der Gruppe A (Norrlind. 1955)
ausgelost werden. Unspezifische mechanische Reizungen koénnen die
Entstehung eines lokalen Entzindungsherdes auslosen. Dieser Vorgang ist
typisch fir die Psoriasis und wird als Koébner-Phdnomen bezeichnet. Eine
Infektion der Haut mit Staphylococcus aureus kann zur Exazerbation der
Erkrankung durch Superantigenexpresssion und konsekutiver Immunstimulation
der Haut fihren (Tomi, et al. 2005). Zahlreiche Assoziationen zwischen Induktion
und Exazerbation der Psoriasis bei Patienten mit negativer Familienanamnese
und der Einnahme von bestimmten Medikamenten konnten nachgewiesen
werden: Am deutlichsten ist die Datenlage fur Lithium (Carter. 1972), ACE-
Hemmer, R-Blocker und nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) (Cohen, et al.
2005) sowie Antimalariamittel wie Hydroxychloroquin und Chloroquin (Cornbleet.
1956). Es gibt allerdings Autoren, die diesen Zusammenhang als Zufallsbefunde
darstellen, da die Psoriasis eine haufige Erkrankung ist und die genannten
Medikamente vielfach eingesetzt werden (Fry & Baker. 2007).

Klinik

Die Patienten leiden unter erhabenen erythemattsen Plaques. Dabei handelt es

sich um gerétete, klar begrenzte Stellen mit silbrig-wei3er Schuppung. Die
Schuppung entsteht durch die Hyperproliferation der Epidermis und mangelnde
Ausreifung der Keratinozyten. Parakeratose, ein Vorgang bei dem durch
mangelnde Differenzierung Zellkerne im Stratum corneum verbleiben, ist
charakteristisch fur die Psoriasis. Durch erhdhte mitotische Aktivitat der basalen
Keratinozyten kommt es zur Akanthose, einer Verbreiterung der Epidermis. Im
Abstrich lassen sich dendritische Zellen, Makrophagen und T-Zellen in der
Dermis nachweisen. In der Epidermis befinden sich vermehrt neutrophile
Granulozyten und T-Zellen (Nestle, et al. 2009).

Therapie
Die Psoriasis wird lokal, phototherapeutisch und systemisch behandelt. Als

Lokaltherapeutika eignen sich Salben mit Salizylsdure oder Vitamin-D-Analoga.
Salben mit Glukokortikoiden werden nur kurzfristig und in Kombination
eingesetzt, da nach dem Absetzen die Symptome in starkerer Auspragung
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rezidivieren und die Glukokortikoide langfristig zu einer Atrophie der Epidermis
fiihren (Boehncke. 2012). Die Uberlegenheit einer Kombinationstherapie von
Glukokortikoiden mit einem Vitamin-D-Derivat konnte 2004 nachgewiesen
werden (Kragballe, et al. 2004). Reicht die topische Behandlung nicht aus, so
kann eine Phototherapie mit UV-A oder UV-B und dem Wirkungsverstarker
Psoralen erfolgen. Die Langzeitanwendung fihrt jedoch als Nebenwirkung zu
verfrihter Hautalterung und erhdhtem Risiko einer malignen Transformation
(Stern, et al. 1998). Als systemische Therapie werden Fumarsaure oder
klassische Immunsuppressiva wie Cyclosporin A und Methotrexat eingesetzt. Bei
fehlender theurapeutischer Wirkung kdnnen auch TNF-a-Blocker wie Etanercept,
Infliximab und Adalimumab eingesetzt werden (Boehncke. 2012). Weiterhin zeigt
Ustekinumab, ein Antikdrper gegen p40, einen Bestandteil von Interleukin-12 und

Interleukin-23, bei der Psoriasis eine gute Wirksamkeit (Gottlieb, et al. 2009).

2.5 Psoriasisarthropathie

Die Psoriasisarthropathie (oder Psoriasisarthritis, PsA) gehért zur Gruppe der
seronegativen Spondylarthritiden. Dazu werden auf3erdem die ankylosierende
Spondylitis, die reaktive Arthritis, die Enteropathie-assoziierten Arthritiden, die
undifferenzierte Spondylarthritis und die juvenile Spondylarthritis gezabhilt.
Charakteristisch sind die chronisch-entziindlichen Manifestationen axialer oder
peripherer Gelenke, der Sehnenansatze sowie bestimmte extraartikulare
Manifestationen, wie z.B. einer Uveitis, und das Fehlen spezifischer
Autoantikorper (Bijlsma. 2012).

Klinik

Eine Haut- und Nagelbeteiligung beginnt meist einige Jahre vor der
Gelenkbeteiligung kann aber auch als seltene Form der PsA ohne Hautbefall
(sine psoriase) auftreten. Die Patienten leiden unter schuppenden, geréteten, klar
begrenzten Stellen der Haut, die insbesondere an den Streckseiten der
Extremitaten auftreten. Patienten mit Nagelbeteiligung entwickeln haufiger eine
PsA. Die Daten zur Pravalenz einer Gelenkbeteiligung bei Psoriasis-Patienten
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variieren je nach Autor von 10% (Veale & FitzGerald. 2002) bis zu 30% (Finzel &
Englbrecht. 2011).

Befall

1973 wurden von Moll und Wright finf verschiedene Manifestationsformen
beschrieben, die sich im Verlauf der Erkrankung Gberschneiden oder abwechseln
kbnnen. Sie unterschieden dabei den gesonderten Befall der distalen und
proximalen Interphalangealgelenke (DIP, PIP), die mutilierende Polyarthritis, die
symmetrische Polyarthritis &hnlich der rheumatoiden Arthritis, die asymmetrische
Oligoarthritis und die Spondylarthritis mit Sakroilitis (Moll & Wright. 1973). Bei der
asymmetrischen Oligoarthritis sind meist ein groRes Gelenk sowie die Gelenke
der Mittelhand- oder MittelfuBknochen befallen. Typisch ist auch der Befall
einzelner distaler Interphalangealgelenke. Ein axialer Befall im Sinne einer
Spondylarthropathie liegt in 40% der Falle vor (Radtke, et al. 2011).
Charakteristisch fur die PsA sind Enthesitis, Daktylitis und der strahlenférmige
Befall. Bei der Enthesitis (von griechisch évBeong, Ansatz) handelt es sich um
eine Entzindung der Sehnenansatzpunkte, die sich als Druck- oder
Spontanschmerz &ufRern kann. Auch Nagelansatze sind Enthesen und stellen
somit eine Verbindung zum Nagelbefall der Psoriasis dar. Die Daktylitis (von
griechisch &dkruAog, Finger) ist eine Weichteilentziindung der Sehnen und
Sehnenscheiden eines Fingers, die sich in einer Schwellung (sog. “Wurstfinger®)
des kompletten Fingers zeigt (Wollina, et al. 2010). Der strahlenférmige Befall
beschreibt eine Weichteilentziindung tber dem Grund-, Mittel- und Endgelenk
eines Fingers bzw. Zehs. Eine axiale Beteiligung zeigt sich haufig in einer
asymmetrischen Sakroilitis, die bis zu 75% der Patienten als Spondylarthritis
psoriatica betrifft (Bijlsma. 2012). Eine Sonderform der PsA ist das SAPHO-
Syndrom, bestehend aus dem Symptomkomplex Synovitis, Akne, palmoplantarer
Pustulose, Hyperostosis und Osteitis (Assmann & Simon. 2011). Pathogenetisch,
klinisch und therapeutisch handelt es sich hier um ein eigenstadndiges

Erkrankungsbild.
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Diagnose-Kriterien der Psoriasisarthropathie

Als Diagnosekriterien der PsA werden die 2006 aufgestellten Classification
criteria for psoriatic arthritis (CASPAR) Kriterien verwendet. Die CASPAR-Study-
Group entwickelte diese Kriterien 2006 auf Grundlage der Untersuchung von 588
Patienten mit PsA und 536 Kontrollen mit RA, Spondylitis ankylosans,
undifferenzierter Arthritis und anderen Erkrankungen. Die CASPAR-Kriterien
haben eine Spezifitdt von 98,7% und eine Sensitivitdt von 91,4% (Taylor, et al.
2006). Die Diagnose einer PsA erfordert nach den CASPAR-Kriterien neben einer
entzindlichen Erkrankung der Gelenke, Wirbelsdule oder Sehnen das Erreichen

von mindestens drei Punkten mithilfe der folgenden Kriterien:

Kriterien Punkte
1. Bestehende Psoriasis 2 Punkte
oder Psoriasis in der Krankengeschichte 1 Punkt
oder positive Familienanamnese flr Psoriasis 1 Punkt
2. Nagelbeteiligung der Psoriasis 1 Punkt
3. Rheumafaktor negativ 1 Punkt
4. Bestehende Daktylitis oder bekannte Daktylitis in der 1 Punkt

Krankengeschichte
5. Radiologischer Beweis einer gelenknahen 1 Punkt
Knochenneubildung

Tabelle 1: CASPAR Kriterien fiir die Diagnose einer Psoriasisarthropathie
(nach: Taylor, et al. 2006)

Bildgebung
Das konventionelle Rontgen dient zur Diagnosestellung und Verlaufskontrolle.

Typisch fur die PsA ist das gleichzeitige Auftreten von erosiven und proliferativen
Veranderungen wie Erosionen, Osteolysen, Periostitis, Gelenkspalt-
verschmélerungen und Ankylosen mit entsprechendem Befallsmuster. Bei
besonders schweren Verlaufsformen entwickelt sich eine Arthritis mutilans (5%),

die durch subtotale entzindlich-einschmelzende Gelenkdestruktionen zum
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vollstandigen Funktionsverlust des Gelenks fiihrt (Radtke, et al. 2011). Fir die
Beurteilung des lliosakralgelenks werden die New York Klassifikationskriterien
der Assessment in Spondylo-Arthritis international Society (ASAS) von 2009
verwendet (Sieper, et al. 2009).

Stufe O Keine Veranderungen

Stufe 1 Verdachtige Veranderungen (unklare Grenzen im Gelenkspalt)

Stufe 2 Minimale Veranderungen (einzelne Erosionen, periartikulare Sklerose

kleiner Gelenkflachen)

Stufe 3 Fortgeschrittene Veranderungen (deutliche periartikulare Sklerose,
zahlreiche Erosionen mit GelenkspaltvergroRerung, maogliche

teilweise Ankylose)

Stufe 4 Ankylose

Tabelle 2: New York Criteria ASAS-Group (nach: Sieper, et al. 2009)

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ermdglicht eine frihere Diagnostik von
spezifischen Veradnderungen, da insbesondere frilhe Entziindungszeichen im
Rontgen nicht sichtbar sind. Sichtbare Merkmale einer akuten entziindlichen
Lasion im MRT sind Knochenmarkddem, Synovitis, Tendinitis und Entziindungen
des Bandapparates. Diese sind in STIR-Sequenzen, in T2-gewichteten
Aufnahmen oder nach Gabe von Kontrastmittel in T1-gewichteten Aufnahmen
sichtbar. Bei einer Sakroilitis zeigt sich ein Knochenmarkddem im lliosakralgelenk
und den beteiligten Knochen.

Typisch fur die PsA ist dabei der unilaterale asymmetrische Befall. Chronisch
entzindliche Prozesse sind charakterisiert durch subchondrale Sklerosen,
Erosionen, Ankylosen und Akkumulation von periartikularem Fettgewebe im
Knochenmark. Zur Diagnose werden T1-gewichtete Aufnahmen verwendet
(Sieper, et al. 2009, Sudol-Szopinska & Urbanik. 2013).

Biomarker
Seit ihrer Erstbeschreibung durch Moll und Wright 1973 qilt die PsA als
seronegative Arthritis (Moll & Wright. 1973), und auch in den CASPAR Kriterien

von 2006 ist die Seronegativitat ein Diagnosekriterium der PsA (Taylor, et al.
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2006). Im Gegensatz zur rheumatoiden Arthritis sind die Patienten meist negativ
fur den Rheumafaktor oder Anti-CCP-Antikérper. Auch typische Entzindungs-
parameter wie das C-reaktive Protein oder die Blutsenkungsgeschwindigkeit
verhalten sich uneinheitlich und sind nur teilweise als Verlaufsparameter

geeignet.

Therapie
Als Initialtherapie fir sowohl peripheren als auch axialen Befall sind nicht

steroidale Antirheumatika (NSAR) wirksam. Sie vermindern Schmerzen und
Gelenkschwellungen, haben aber keine Auswirkungen auf die Hautbeteiligung
oder den Krankheitsverlauf (Nash & Clegg. 2005, Sarzi-Puttini, et al. 2001).
Systemische Glukokortikoide werden nur bei leichtem und oligoartikularem Befall
eingesetzt. Eine Monotherapie mit systemischen Steroiden ist nicht
empfehlenswert, da sie sich negativ auf den Hautbefall auswirken kann (Finzel &
Englbrecht. 2011).

Bei den disease modifying anti rheumatic drugs (DMARDs) handelt es sich um
krankheitsmodifizierende Antirheumatika, die die gesteigerte Immunreaktion
beeinflussen. lhre wichtigste Indikation ist die Verhinderung fortschreitender
gelenkdestruierender Verlaufe. Der Folsdure-Antagonist Methotrexat fuhrt zu
signifikanten Verbesserungen des Druckschmerzes und der Bewegungsfahigkeit
(Nash & Clegg. 2005). Der Pyrimidinsynthesehemmer Leflunomid verbessert
Gelenkschwellungen und Schmerzen und hat zudem positive Auswirkungen auf
den Hautbefund (Kaltwasser, et al. 2004, Liang & Barr. 2001). Auch Ciclosporin
A, ein Calcineurininhibitor, wirkt sowohl auf Haut- als auch auf Gelenkbefall
(Steinsson, et al. 1990). Die Antimalariamittel Chloroquin oder Hydroxychloroquin
haben meist eine Exazerbation des Hautbefalls zur Folge und werden im
Gegensatz zur Therapie der rheumatoiden Arthritis bei der Psoriasisarthropathie
selten eingesetzt (Nash & Clegg. 2005). Das in der Therapie der Psoriasis mit
Erfolg eingesetzte Fumarat zeigt bei der PsA keinen therapeutischen Effekt auf
den Gelenkbefall (Peeters, et al. 1992).

Aus der Gruppe der Biologika fuhren TNF-a-Blocker wie Etanercept, Infliximab,
Adalimumab oder Golimumab zu einer Reduktion der Krankheitsaktivitat von
Psoriasis vulgaris und PsA. Das Fusionsprotein Etanercept bindet l6sliches TNF-

a und verhindert dadurch dessen Bindung an den TNF-Rezeptor. Es fuhrt zu
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einer signifikanten Reduktion von Haut- und Gelenkbeschwerden und verhindert
die radiologische Progression (Mease, et al. 2004). Studien mit den TNF-a-
Antikorpern Infliximab und Adalimumab fuhrten zu vergleichbaren Ergebnissen
(Antoni, et al. 2005, Gladman, et al. 2007). Liegt eine Enthesitis und Daktylitis
vor, die nicht auf NSARs oder intraartikulare Injektionen anspricht, so werden
DMARDs zurtickhaltend eingesetzt und eine Therapie mit TNF-a-Blockern
bevorzugt (Antoni, et al. 2005). Ein weiteres Biologikum ist der Interleukin-12- und
Interleukin-23-Inhibitor Ustekinumab, der mit Erfolg bei der Therapie der Psoriasis
eingesetzt wird. Mclnnes et al. veroffentlichten 2013 die Ergebnisse einer Studie
(n=615) zur Therapie der PsA mit Ustekinumab, die eine signifikante
Symptomverbesserung im Vergleich zur Placebogruppe zeigte (Mclnnes, et al.
2013).

Letztlich ist die Therapie der PsA abhangig von Krankheitsaktivitit und
Manifestation. Die Therapieleitlinien der Group for Research and Assessment of
Psoriasis and Psoriatic Arthritis (GRAPPA) von 2006 empfehlen bei peripherer
Arthritis eine Stufentherapie mit NSARs und intraartikularen Steroidinjektionen.
Bei mangelndem Ansprechen folgt die Therapie mit DMARDs und erst daraufhin
eine Therapie mit Biologicals. Im Gegensatz dazu wird bei axialem Befall,
Enthesitis oder Daktylitis nach fehlendem Therapieerfolg mit NSARs und
Steroiden unmittelbar die Therapie mit Biologicals empfohlen (Kavanaugh &
Ritchlin. 2006).

Trotz zahlreicher Therapieoptionen ist die Symptomfreiheit nicht immer zigig
erreichbar, da es keine prognostischen Marker gibt, die ein Ansprechen auf

bestimmte Medikamente voraussagen kdnnen.

2.6 TNF-a-Aktivierung bei der Psoriasis und Psoriasis-

arthropathie

TNF-a ist wesentlich an  Stimulation und Aufrechterhaltung der
Entziindungsreaktion beteiligt. Durch verstéarkte Expression von
Adhésionsmolekilen in  Endothelzellen wird die Leukozytenmigration in
entziindetem Gewebe stimuliert. Gleichzeitig induziert TNF-a die Synthese von
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IL-12 und IL-18, die wiederum die Bildung von Interferon-y férdern und somit die
Entzindungsreaktion fortsetzen. Durch eine Therapie mit TNF-a-Blockern
entsteht ein Mangel an Interferon-y, so dass eine Exazerbation einer latenten
Infektion mit Mycobacterium tuberculosis erfolgen kann. Daher sollte jeder Patient
vor Therapiebeginn mit TNF-a-Blockern auf eine mogliche Tuberkulose
untersucht werden (Keane, et al. 2001). Eine erh6hte Expression von IL-17, IL-22
und IL-23 in den Hautlasionen von Psoriasispatienten konnte mehrfach bestatigt
werden (Liu, et al. 2007, Lowes, et al. 2008). In der Haut ist IL-17 fur die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und IL-22 fiir eine verminderte
Keratinozytendifferenzierung verantwortlich. I1L-22 behandelte Haut zeigt nach
kurzer Zeit die Entstehung von Akanthose und Parakeratose (Nograles, et al.
2008).

Bei der PsA wird durch Zytokine der Knochenstoffwechsel beeinflusst, so dass
entziindliche Knochenerosionen entstehen koénnen. Mafigeblich beteiligt am
Knochenstoffwechsel sind Osteoblasten und Osteoklasten. Die Osteoblasten sind
verantwortlich fir Knochenaufbau und die Osteoklasten fur Resorption. Ein
Ungleichgewicht dieser Prozesse mit Uberwiegen der Knochenresorption kann zu
Erkrankungen wie Osteoporose fiihren. Osteoklasten entstehen aus monozytaren
Osteoklastenvorlauferzellen (OPC, osteoclast precursor cells). Diese exprimieren
auf ihrer Oberflache den Rezeptor RANK (Receptor activator of nuclear factor
kB). Bei Bindung von RANK mit seinem Liganden RANKL (Receptor activator of
nuclear factor KB Ligand) erfolgt eine Stimulation der
Osteoklastendifferenzierung. Sezerniert wird RANKL von Osteoblasten und
aktivierten T-Lymphozyten. Zytokine wie TNF-a, IL-1 und IL-6 induzieren die
erhohte Expression von RANKL in Synoviozyten und Osteoblasten (Maeda, et al.
2013). Th-17-Zellen induzieren durch Produktion von IL-17 ebenfalls eine erhdhte
Expression von RANKL (Sato, et al. 2006). Ein Gegenspieler von RANKL ist das
ebenfalls von Osteoblasten sezernierte Osteoprotegerin (OPG), welches RANK
kompetitiv hemmen kann (Teitelbaum. 2000). Richtlin et al. berichteten, dass die
Konzentration der OPC in direktem Zusammenhang mit der entzindlichen
Knochenzerstérung steht. So hatten PsA-Patienten mit radiologisch gesicherten
Erosionen eine signifikant hohere Konzentration von OPCs als PsA-Patienten
ohne Erosionen. Zusatzlich wurde die OPC- Konzentration bei PsA-Patienten vor

und wahrend einer Anti-TNF-a-Therapie gemessen. Hier zeigte sich eine
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signifikante Reduktion der OPCs nach Einleitung der Anti-TNF-a-Therapie
(Ritchlin, et al. 2003). Dies bestatigt die in-vitro-Experimente von Lam et al., dass
unter Kostimulation mit TNF-a nur 1% der Ublichen RANKL-Konzentration
bendotigt wird, um die Osteoklastogenese zu aktivieren (Lam, et al. 2000).

2.7 B-Lymphozyten bei der Psoriasis und Psoriasis-
arthropathie

Bemerkenswerterweise konnte ein signifikant gehauftes Vorkommen von B-
Zellen in der Haut von Patienten mit PsA (n=15) nachgewiesen werden, wéahrend
die Haut von Patienten mit Psoriasis ohne Gelenkbeteiligung (n=5) und gesunden
Kontrollen (n=4) keine B-Zellen enthielt (Veale, et al. 1994). Obwohl die PsA seit
ihrer Erstbeschreibung als seronegative Erkrankung definiert ist, die im
Unterschied zur rheumatoiden Arthritis keine Autoantikbrper in Form von
Rheumafaktoren bildet, scheinen diese Ergebnisse darauf hinzudeuten, dass B-
Lymphozyten doch eine gewisse Rolle in der Pathogenese der PsA spielen

kénnen. Diese Rolle ist aber bis heute nicht abschliel3end geklart.

2.8 Rheumatoide Arthritis

Epidemiologie und Klinik

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist die haufigste chronisch entzindliche
rheumatische Erkrankung. Die Pravalenz der Erkrankung ist variabel. Sie liegt in
Spanien bei 0,5% (Carmona, et al. 2002), in Finnland bei 0,8% (Aho, et al. 1998).
Bei afrikanischen Ureinwohnern in Sudafrika konnte kein einziger Fall von RA
nachgewiesen werden (n=543) (Brighton, et al. 1988). Beim Chippewa-Stamm
der amerikanischen Ureinwohner dagegen zeigte sich eine Préavalenz von 6,8%
(Harvey, et al. 1981). Die Geschlechterverteilung vor dem 50. Lebensjahr zeigt
einen deutlich haufigeren Befall bei Frauen, so ist die Inzidenz vor dem 50.
Lebensjahr bei Frauen um das Vier- bis Flunffache erhoht. Nach dem 50.
Lebensjahr liegt das Geschlechterverhaltnis bei 2:1 (Kvien, et al. 2006). Eine
familiare Haufung ist bekannt. Typisch ist ein symmetrischer Befall der
proximalen Finger- und Zehenmittelgelenke, der Mittelhandgelenke und der
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Handgelenke, gekennzeichnet durch bertihrungsempfindliche und geschwollene
Gelenke mit eingeschréankter Bewegungsfahigkeit. Die Gelenkdestruktion und
Funktionsminderungen kdnnen zu einem erheblichen Verlust von Lebensqualitat
fuhren. Begleitende Sehnenscheiden- oder Schleimbeutelentziindungen kénnen
vorkommen. AulR3erdem ist die RA eine systemische Erkrankung, die sich durch
Fieber, Abgeschlagenheit und Gewichtsverlust auf3ern kann. Extraartikulare
Symptome einer bestehenden RA konnen Lungenfibrose, Sicca-Symptomatik,
Immunkomplex-Vaskulitiden und Rheumaknoten an Haut und inneren Organen
sein. In Einzelfallen kann es bei Krankheitsbeginn auch zum entzindlichen Befall

von Organen sowie zu Pleuritis oder Perikarditis kommen (Bijlsma. 2012).

Biomarker der rheumatoiden Arthritis

In den 1930er Jahren beschrieb Waaler erstmals den Rheumafaktor (Waaler.
1939). Seit 1988 ist dieser in den Klassifikationskriterien fir die RA des American
College of Rheumatology aufgefiihrt. Beim Rheumafaktor handelt es sich um
einen Autoantikorper der Klasse IgM, der gegen die Fc-Region von IgG gerichtet
ist. Die diagnostische Spezifitat ist allerdings eingeschréankt, da er auch bei
Patienten mit anderen Autoimmunerkrankungen (zum Beispiel Kollagenosen)
oder auch Infektionen mit Hepatitis C erhoht sein kann. Auch bei Patienten mit
diffus  grof3zelligem B-Zell-Lymphom konnte eine erhdhte Préavalenz
nachgewiesen werden (Assmann, et al. 2014) . AulR3erdem steigt die Pravalenz
mit dem Lebensalter, so sind mehr als 10% aller gesunden Kontrollpersonen tber
60 Jahre seropositiv fir den Rheumafaktor (Feist, et al. 2007).

Neben dem Rheumafaktor werden auch andere Autoantikérper mit der RA in
Verbindung gebracht. 1964 konnten Nienhuis et al. einen sogenannten
antiperinuklearen Faktor (APF) nachweisen, der bei 50% (n=105) der Patienten
mit RA gefunden wurde. Dieser richtet sich gegen keratohyaline Granula, die sich
in der menschlichen Mundschleimhaut befinden. Bei Patienten mit Morbus
Bechterew (n=42) konnte dieser Antikdrper nicht (0/42) und bei Patienten mit SLE
nur selten nachgewiesen werden (1/12). Allerdings gab es keine Hinweise auf
eine pathogenetische Bedeutung des APFs in der RA (Nienhuis & Mandema.
1964). 1979 wurde von Young et al. ein Antikeratin-Antikdrper (AKA)
beschrieben, der bei 58% (n=129) der Patienten mit RA nachgewiesen wurde

(Young, et al. 1979). Auch in diesem Fall blieb unklar, welcher Teil des Keratins
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als Antigen wirkt und in welchem Zusammenhang dieser Anti-Keratin-Antikdrper
zur Krankheitsentwicklung steht.

Schellekens et al. konnten 1998 schlie3lich eine Verbindung zwischen dem
gehauften Auftreten von AKA und APF nachweisen. In den Versuchen konnte
gezeigt werden, dass die Antikdrper primar gegen Fillagrin gerichtet sind, was
ebenfalls von keratinproduzierenden Zellen gebildet wird. Die Bindung der
Antikorper erfolgt nur an eine citrullinierte Form des Fillagrins. Bei der
Citrullinierung handelt es sich um eine von Peptidylarginin Deimasen (PAD)
katalysierte posttranslationale Modifizierung von der Aminosaure Arginin zu
Citrullin. Gegen dieses sekundar-modifizierte Protein kann es zum Bruch der
Selbsttoleranz kommen. In einem ELISA mit verschiedenen synthetischen
Peptiden, die Citrullin enthielten, konnten Antikdrper im Serum von 76% der RA-
Patienten (n=134) nachgewiesen werden. Als Referenzgruppe dienten hierbei
154 Seren von Patienten mit anderen rheumatischen Beschwerden (u.a.
Spondylitis ankylosans, Sklerodermie, PsA). Zur Untersuchung der Spezifitat
wurden zusatzlich je 50 Seren von Patienten mit SLE, Sklerodermie,
Dermatomyositis und dem Sjorgen-Syndrom hinzugezogen. Bei insgesamt 288
Proben zeigten die Antikorper eine Spezifitdt von 96% (Schellekens, et al. 1998),
die deutlich Uber der des Rheumafaktors liegt.

Diagnostisch lassen sich diese Antikérper gegen citrullinierte Peptide (ACPA)
nutzen, indem synthetische zyklisch citrullinierte Peptide (CCP) oder mutiertes

citrulliniertes Vimentin (MCV) als Antigene verwendet werden.

Diagnostik
Die Diagnose erfolgt nach den gemeinsamen Kriterien des American College of

Rheumatology (ACR) und der European League Against Rheumatism (EULAR)
von 2010 (Aletaha, et al. 2010). Fur diese Kriterien werden das Ausmalf3 und die
Dauer der Gelenkbeteiligung, Rheumafaktor- und Anti-CCP-Serologie und ein
Anstieg der laborchemischen Entziindungsmarker (BSG oder CRP) beurteilt. Fur
die Diagnose einer RA missen mindestens sechs von zehn Punkten erreicht

werden (Tabelle 3).
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Arthritis mit Schwellung von min. 1 Gelenk Punkte

A | Gelenkbeteiligung 1 grol3es Gelenk 0

2-10 grolRe Gelenke 1

1-3 kleine Gelenke (mit oder ohne Beteiligung | 2
grol3er Gelenke)

4-10 Kkleine Gelenke (mit oder ohne Beteiligung | 3

grol3er Gelenke)

> 10 Gelenke (mindestens 1 kleines Gelenk) 5
B | Serologie Rheumafaktor (RF) negativ und Anti-CCP negativ | 0
RF leicht positiv oder Anti-CCP leicht positiv 2
RF hoch positiv oder Anti-CCP hoch positiv 3
C | Entzindungswerte CRP und BSG normal 0
CRP oder BSG aufféllig 1
D | Symptomdauer < 6 Wochen 0
> 6 Wochen 1

Tabelle 3 Klassifikationskriterien der rheumatoiden Arthritis nach ACR und EULAR
(nach Aletaha, et al. 2010)

Therapie
Die Leitlinien der EULAR empfehlen bei Diagnosestellung einer RA eine

unmittelbare Therapie mit DMARDs. Medikament der ersten Wahl ist
vorzugsweise niedrigdosiertes Methotrexat subcutan mit Folsduregabe am
Folgetag als Mono- oder Kombinationstherapie mit einem anderen DMARD. Bei
Kontraindikationen oder Intoleranz fur Methotrexat kdnnen stattdessen
Leflunomid, Sulfasalazin oder Gold verwendet werden. Kontraindikationen sind
chronische Infektionen, Leber- und Nierenfunktionsstérungen und Stérungen der
Hamatopoese. Glukokortikoide in Kombination mit DMARDs sollten nur kurzfristig
eingesetzt werden und bei Symptomverbesserung ein Ausschleichversuch bis
unterhalb der Cushing-Schwelle (<7,5 mg Prednisolon-Aquivalent) unternommen
werden. Bei mangelndem Ansprechen auf eine DMARD-Therapie kann entweder

ein anderes DMARD oder ein Biological ausgewahlt werden. Bei schlechten
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Prognosekriterien ist ein Biological zu bevorzugen. Schlechte Prognosekriterien
sind das Vorkommen von Autoantikérpern wie Rheumafaktor und Anti-CCP, eine
hohe Krankheitsaktivitat, erhdéhte Entziindungswerte und ein frihes Auftreten von
erosiven Veranderungen. Patienten, die nicht auf Methotrexat oder andere
DMARDSs ansprechen, sollten mit einem TNF-a-Blocker wie Etanercept, Infliximab
etc. in Kombination mit Methotrexat behandelt werden. Alternativ ist die
Monotherapie  mit dem Interleukin-6-Rezeptor-Antikrper  Tocilizumab
zugelassen. Falls Patienten nicht auf eine TNF-a-Blocker-Therapie ansprechen,
sollte ein anderer TNF-a-Blocker oder der B-Zell-depletierende monoklonale Anti-
CD20-Antikorper Rituximab verwendet werden. Bei sehr starkem Befall und
Kontraindikation fur Biologicals und kann auf Azathioprin oder Cyclosporin A
zuruickgegriffen werden (Smolen, et al. 2010).

2.9 TNF-a-Aktivierung bei der rhneumatoiden Arthritis

Grundlage der Pathophysiologie der RA ist eine Typ Ill und Typ IV-
Immunreaktion nach Coombs und Gell. Bei der Typ lllI-Reaktion kommt es zur
Bildung von Immunkomplexen durch Autoantikdrper wie den Rheumafaktor und
Anti-CCP. Da diese Autoantikorper von B-Zellen gebildet werden, wird diese
Theorie vereinfacht auch als B-Zell-Ansatz bezeichnet. Bei der Typ IV-
Immunreaktion findet eine T-Effektor-Zell vermittelte Immunreaktion statt. Durch
ein unbekanntes Antigen entsteht eine Gelenkentziindung, die schlief3lich zur
Zerstorung des Gelenkapparates fuhrt (Murphy. 2011). In beiden Fallen wird die
Entztndungsreaktion durch TNF-a-Freisetzung und andere proinflammatorische
Zytokine initiiert.

So wie bei der Psoriasis und bei der PsA spielen Th17-Zellen auch bei der RA
eine wichtige Rolle. Sie sezernieren Interleukin 17A, welches zusammen mit
TNF-a die Aktivierung von Fibroblasten und Chondrozyten stimuliert.
Regulatorische T-Zellen (Tregs), die im Synovium von Patienten mit RA
nachgewiesen wurden, zeigen eine Funktionsminderung im Vergleich zu Tregs
im peripheren Blut (Behrens, et al. 2007).

Die Gelenkhautentziindung (Synovitis) wird durch neutrophile Granulozyten und

insbesondere Makrophagen vermittelt. Diese tragen durch Freisetzung von
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proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, Interleukin-1, Interleukin-6,
Interleukin-23 und Antigenprasentation zur lokalen Entzindungsreaktion bei.
Nach erfolgreicher Therapie mit Biologicals konnte eine reduzierte
Makrophageninfiltration im Synovium festgestellt werden (Haringman, et al.
2005). Neutrophile Granulozyten verstarken die Entziindung durch Bildung und
Freisetzung von Prostaglandinen, Proteinasen und reaktiven Sauerstoffradikalen
(ROS) (Cascao, et al. 2010).

Ein zentrales proinflammatorisches Zytokin ist TNF-a, welches zahlreiche
Funktionen in der Aufrechterhaltung der Entzindungsreaktion besitzt. Es
verstarkt die Gefal3permeabilitat und fuhrt zu einer gesteigerten Angiogenese
durch Steigerung der Sensitivitat der Endothelzellen fir den Vascular endothelial
growth factor (VEGF) (Clauss, et al. 2001). Durch TNF-a wird die T-Zell-
Rezeptor-Signalkaskade abgeschwacht (Isomaki, et al. 2001) und die
Funktionsfahigkeit und Anzahl der Tregs negativ beeinflusst (McDevitt, et al.
2002, Yang, et al. 1994). Zusatzlich tragt es durch Expressionsinduktion von IL-2,
IL-4, IL-10, IL-12, I1L-18, IFNy, TGF@, Leukotrienen, Prostaglandinen und akute-
Phase-Proteinen zur Aufrechterhaltung der Entziindung bei (Schottelius, et al.
2004). Durch Aktivierung der Inhibitor-of-kappaB-Kinasen (IKK) und gesteigertem
Abbau von Inhibitor of kappaB (I-kB), kommt es aul3erdem zu einer erhdhten
nuklearen Konzentration von NF-kB und konsekutiv zur Ausschittung von
Zytokinen wie TNF-q, IL-6 und IL-8 (Gottlieb. 2001).

1994 untersuchten Elliott et al. erstmals die Wirkung eines monoklonalen TNF-a-
Antikérpers namens cA2 auf die RA. Das Ergebnis zeigte eine signifikante
Verbesserung der Symptomatik im Vergleich zu Patienten, die ein Placebo
erhalten hatten (Elliott, et al. 1994). Seitdem spielen TNF-a-Blocker eine zentrale
Rolle in der Therapie der auf DMARDs therapierefraktaren RA. Trotzdem
profitieren nicht alle Patienten von dieser Therapie, was vermuten lasst, dass es

verschiedene pathogenetische Subtypen der RA gibt.
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2.10 B-Zell-Aktivierung bei der rheumatoiden Arthritis

Der monoklonale Anti-CD20-Antikoérper Rituximab, der fur die Therapie maligner
B-Non-Hodgkin-Lymphome entwickelt wurde, ist seit 2006 auch fur die
therapierefraktare RA in Deutschland zugelassen. In einer Studie von Cohen et
al. mit 520 Patienten, die zuvor ungentgendes Ansprechen auf eine TNF-a-
Blocker-Therapie gezeigt hatten, konnte eine signifikante Symptomverbesserung
im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Die Experimentalgruppe
erhielt Rituximab in Kombination mit MTX. Die Kontrollgruppe erhielt Placebo und
MTX (Cohen, et al. 2006). Die Wirksamkeit von Rituximab spricht fur eine
entscheidende Rolle der B-Zellen bei der Pathogenese der RA. Allerdings lasst
sie sich nicht nur auf die Autoantikérperbildung reduzieren, da sich die
Behandlung nur mafig auf die Autoantikdrperspiegel auswirkt (Edwards, et al.
2004, Mcinnes & Schett. 2011). Die Serum-Konzentrationen von RF und ACCP
andern sich nicht signifikant unter Rituximabtherapie. So koénnte der
therapeutische Effekt von Rituximab auch durch eine verminderte Autoantigen-

Prasentation und Zytokinproduktion durch B-Zellen vermittelt sein.

2.11 Fragestellung

Die PsA gilt seit ihrer Erstbeschreibung als seronegative Erkrankung, bei der
keine Rheumafaktoren oder andere Autoantikdrper nachgewiesen werden
konnten. Das Vorkommen von PGRN-Autantikbrpern bei seronegativen
Arthritiden (Thurner, et al. 2012) veranlasste daher zu der Fragestellung, ob diese
Autoantikorper auch bei der PsA nachgewiesen werden kodnnen. In
Screeninguntersuchungen mit Seren von Patienten mit unterschiedlichen
chronisch entzundlichen Erkrankungen zeigte sich ein gehéauftes Auftreten von
PGRN-Autoantikérpern bei Patienten mit PsA. Da fast alle Patienten vor
Ausbruch der PsA schon jahrelang an Psoriasis leiden, stellte sich die Frage, ob
PGRN-Autoantikérper auch schon bei Patienten ohne Gelenkbefall nachzuweisen
sind oder womdglich erst bei fortgeschrittenem Krankheitsbild mit Arthritis
auftreten.

Daher sollte neben dem Vorkommen von PGRN-Autoantikrpern bei der PsA

auch die Haufigkeit bei der Psoriasis ohne Gelenkbeteiligung und einer gesunden
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Kontrollgruppe untersucht werden. PGRN-Autoantikorper zeigten bei
systemischen Vaskulitiden einen neutralisierenden Effekt auf den PGRN-
Plasmaspiegel. Dieser neutralisierende Effekt sollte in dieser Arbeit bei der PsA
und RA Uberprift werden. Ein moglicher proinflammatorischer Effekt von
neutralisierenden PGRN-Autoantikdrpern sollte mittels TNF-a induzierten
Zytotoxizitdtsassays untersucht werden. Die 2011 von Tang et al. erstmals
beschriebene Bindung von PGRN an den TNF-Rezeptoren 1 und 2 (Tang, et al.
2011) , die 2013 von Chen et al. und Etemadi et al. in Frage gestellt wurde
(Chen, et al. 2013, Etemadi, et al. 2013) sollte ebenfalls funktionell in TNF-a-
induzierten Zytotoxizitatsassays mit Seren von PGRN-Autoantikdrper-negativen
und —positiven Patienten untersucht werden.

AuBerdem sollte ein moglicher Zusammenhang zwischen der Préavalenz der
PGRN-Autoantikérper und jeweiligen klinischen Charakteristika geprift werden.
Ein niedriger PGRN-Plasmaspiegel konnte auch durch einen verstarkten Abbau
erklart werden. SLPI und Serpin B1 verhindern als Inhibitoren der neutrophilen
Elastase und der Proteinase 3 den Abbau von PGRN. Eine weitere Frage dieser
Doktorarbeit war daher die Untersuchung von SLPI und Serpin B als mdgliche
Kandidatenautoantigene bei der PsA und der RA.

Zusatzlich stellte sich die Frage, ob das Vorkommen der PGRN-Autoantikdrper
bei der RA bei einer groReren Fallzahl (zuvor n=44) bestatigt werden kann und
inwiefern sich die Pravalenz bei der RA und PsA unterscheidet.

Dariiber hinaus sollte das moégliche Vorkommen von FTH-Autoantikdrpern bei der
PsA untersucht werden. Mewar et al. konnten diese bei der RA nachweisen und
von Baerlacken et al. beschrieben kurzlich das spezifische Auftreten von
hochtitrigen Autoantikérpern gegen den N-Terminus des FTH bei der aktiven

Riesenzellarteritis. (Baerlecken, et al. 2012, Mewar, et al. 2005).
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3 Material und Methodik

3.1 Laborgerate

ELISA-Platte, 96-Well (NUNC Maxisorp F) Langenseebold
ELISA-Lesegerat Victorz 1420 Multilabel Counter Wallac, Freiburg
Gefrierschrank -80° C Nunc, Wiesbaden

Gefrierschrank -20° C Liebherr, Stuttgart

Kuhlschrank 4° C Bosch, Stuttgart

Pipetten 10 pl, 100 ul, 1000 ul Eppendorf, Hamburg

Zentrifugen 5415 R Eppendorf, Hamburg 23

3.2 Verbrauchsmaterialien

3.2.1 Molekularbiologische Materialien

Aqua dest. Merck, Darmstadt
Dinatriumphosphat Merck, Darmstadt
Zitronensaure Merck, Darmstadt
Gelatine Merck, Darmstadt
HCI Merck, Darmstadt
Magermilchpulver Molkerei Hochwald
NaCl Merck, Darmstadt
Natriumcarbonat Merck, Darmstadt
Natriumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt
OPD Sigma, St. Louis (USA)
Streptavidin Peroxidase Roche, Mannheim
Triton X-100 Merck, Darmstadt
TRIS Roth, Karlsruhe
Trizma Hydrochlorid Roth, Karlsruhe

3.2.2 Materialien der Zellkultur und der Expressionssysteme

FLAG-tagged-PGRN (vom Labor zur Verfigung gestellt)
FLAG-tagged-FTH1 (vom Labor zur Verfigung gestellt)
FLAG-tagged-Serpin B1 (vom Labor zur Verfigung gestellt)
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FLAG-tagged-SLPI (vom Labor zur Verfigung gestellt)

Zytotoxizitatsassay (EZ4U, Biomedica)
WEHI-S-Zelllinie (vom Labor zur Verfigung gestellt)
HT 1080-Zelllinie (vom Labor zur Verfigung gestellt)

3.2.3 Immunologische und proteinchemische Materialien

Ziegen anti-human-1gG Antikorper

Maus anti-FLAG Antikérper

Schaf subklassenspezifisches anti-human-lgG1
Schaf subklassenspezifisches anti-human-lgG2
Schaf subklassenspezifisches anti-human-lgG3

Schaf subklassenspezifisches anti-human-lgG4

3.2.4 L6ésungen und Medien
POX-OPD-Entwickler (10 ml)

(Dianova, Hamburg)
(Sigma, Miinchen)
(Binding Site, UK)
(Binding Site, UK)
(Binding Site, UK)
(Binding Site, UK)

Losung A: 0,2 M Dinatriumphosphat *2 H,O 3,56 g in 100 ml aqua dest

Losung B: 0,1 M Citronensaure * 1 H,O 2,1 gin 100 ml aqua dest

2,5 ml Lésung A + 2,5 ml Losung B + 5 ml aqua dest. + 1 Tablette OPD + 5 l

H,0, (30% )

TBS (tris buffered Saline)
8,76 g NaCl

6,05 g TRIZMA Hydrochlorid
1,4 g TRIS

Ad 1 | aqua dest

TBS-Tx
TBS + 0,1% Tx 100 Zugabe von 1 ml Tx 100
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Coating Puffer (5 ml)
A: 2,12 g NaCO3 ad 100 ml aqua dest
B: 1,68 g NaHCO3 ad 100 ml aqua dest

1,7mlA+0,8mlB+7,5mlaqua dest

3.3 Methodik

3.3.1 Auswahl der Kandidatenantigene und deren Expression in

eukaryotem HEK293 Expressionssystem
In Vorarbeiten wurden mithilfe eines modifizierten SEREX-Verfahrens (serological
identification of antigens by recombinant expression cloning) (Sahin, et al. 1995)
Seren auf high-density Protein Macroarrays mit Klonen der hEX und UniPex
cDNA Expressionsbibliotheken (Bioscience, Dublin, Irland) inkubiert. Die Seren
wurden in einer Verdinnung von 1:500 verwendet. Um mogliche unspezifische
Bindungsstellen zu Komponenten des bakteriellen Expressionssystems zu
verhindern, wurden die verdinnten Seren mit 1 ml Matrix-gebundenen E.coli-
Lysaten zweifach Uber Nacht bei 4° C praabsorbiert. Bei dem E.coli-Lysat
handelte es sich um einen Expressionsklon von SLP-2, der auch auf dem
Proteinarray vertreten ist. Rekombinantes PGRN wurde auf dem oben genannten
Macroarray als Kandidatenantigen identifiziert, c-terminal FLAG-getaggtes PGRN
wurde mittels Liposomentransfektion in HEK 293 Zelllinie transfiziert. Darauf
folgte Expression, Lyse und anschlieBend die Expressionsuberprifung im
Western Blot mittels Flag-Antikérpern. Das Lysat konnte in einer Konzentration

von 10ug/ml fur die ELISA-Untersuchungen verwendet werden.

3.3.2 Patienten

Es wurden insgesamt 516 Seren von Patienten mit PsA, Psoriasis, SAPHO-
Syndrom und RA untersucht. Die Proben der Patienten mit PSA und SAPHO-
Syndrom wurden prospektiv zwischen Oktober 2011 und Juli 2012 in der
rheumatologischen Ambulanz der Universitatsklinik des Saarlandes, in der
rheumatologischen Ambulanz der Universitatsklinik Frankfurt und in einer
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rheumatologischen Ambulanz in Berlin-Lichtenberg gesammelt. Die Proben der
Patienten mit Psoriasis und RA wurden von der Klinik fir Innere Medizin | und der
Klinik far Dermatologie der Universitatsklinik des Saarlandes zur Verfigung
gestellt. Alle Proben wurden im Rahmen von diagnostischen Blutentnahmen
entnommen und bei —20°C aufbewahrt. Die Patienten mit PsA erhielten diese
Diagnose von Rheumatologen nach den CASPAR-Kriterien. Die Untersuchungen
wurden von der Ethikkomission der Arztkammer des Saarlandes genehmigt
(Ethikantrag Nr. 242/11). Die Kontrollgruppe bestand aus Seren von gesunden
Personen. Zusatzlich wurden Seren von Patienten mit Adipositas, Seren von
Bewohnern eines Altersheims ohne akute Erkrankungen, Patienten mit

durchgemachter Sepsis und Patienten mit Melanom untersucht.

3.3.3 Immunologische und proteinchemische Methodik

3.3.3.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein Nachweisverfahren, bei
dem das Vorhandensein eines bestimmten Molekuls indirekt durch
Antikdrperbindung nachgewiesen wird. Durch Kopplung eines Enzyms an den
Detektionsantikorper und die darauffolgend katalysierte Reaktion kann das
Vorhandensein des gesuchten Stoffes Uber das entstehende Produkt
nachgewiesen werden. Der Antikdrper wird an eine Mikrotiterplatte gebunden und
mit der Probe inkubiert. Ist das gesuchte Antigen in der Probe enthalten, so
bindet es an den Antikérper auf der Platte und lasst sich in weiteren Schritten

durch einen Detektionsantikdrper und ein Reporterenzym nachweisen.

Der ELISA wurde 1971 von Perlmann und Engvall (Engvall & Perlimann. 1971) in
Schweden und von Schuurs und Weemen (Van Weemen & Schuurs. 1971) in
den Niederlanden erstmals beschrieben, und I6ste den Radioimmunassay (RIA)
ab, ein Verfahren das zur quantitativen Bestimmung von Substanzen radioaktiv
gekennzeichnete Antigene oder Antikérper verwendet und von Yalow und Berson
1960 erstmals beschrieben wurde (Yalow & Berson. 1960). Vorteil des ELISAS ist
die nicht bendétigte radioaktive Kennzeichnung, wodurch die Durchfihrung im

Vergleich zum RIA deutlich erleichtert wird.
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3.3.3.2 Sandwich- ELISA

Uotila et al. beschrieben 1981 erstmals ein Verfahren, bei dem ein Coating-
Antikdrper und ein Detektionsantikorper verwendet wurden, die das gesuchte
Antigen von zwei Seiten binden. Diese Antikérper binden an verschiedene
Epitope, so dass sie nicht um eine Bindungsstelle konkurrieren. Der Sandwich-
ELISA ermdglicht eine bessere Antigenprasentation, wodurch eine hdhere
Spezifitat erreicht werden kann (Uotila, et al. 1981).

Durchfiihrung des Progranulin- Autoantikdrper- ELISA

Als coat wurde jedes Well mit 50 yl murinem anti-FLAG mAb (Sigma, Minchen)
in einer Verdinnung von 1:2500 mit dem Coating Puffer bei 4°C Uber Nacht
inkubiert. Um unspezifische Bindungen an freien Proteinbindestellen zu blocken,
wurde jedem Well 100 pl 1,5% (w/v) Gelatine in TBS fur eine Stunde bei
Raumtemperatur hinzugegeben. Im nachsten Schritt wurden 50 pl C-terminal
FLAG-getaggtes rekombinantes humanes PGRN (10 ug/ml) hinzugegeben. Nach
einer Stunde Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die Platte mit TBS-
Puffer dreifach gewaschen.

Die Seren der Patienten wurden jeweils 1:100 in TBS verdinnt und davon jeweils
50 pl pro Well auf die Platte pipettiert, wobei pro Serum immer zwei benachbarte
Wells gewahlt wurden. Nach einer Stunde Inkubationszeit wurde erneut dreifach
mit TBS-Tx gewaschen.

Im né&chsten Schritt wurde jedem Well je 50 ul biotinylierte Ziegen anti-human-
lgG-Antikorper (Dianova, Hamburg) (Verdinnung 1:2500) als Detektions-
antikorper hinzugefugt. Nach einer Stunde wurde erneut mit TBS gewaschen. Als
Reporterenzym diente mit Streptavidin gelabelte Peroxidase, welche mittels
Streptavidin eine hochaffine Bindung mit dem Biotin des Detektionsantikorpers
eingeht. 50 yl Streptavidin-POX in einer Verdinnung von 1: 50000 wurden pro
Well hinzupipettiert. Nach 10 Minuten wurde die Strep-Pox verworfen und erneut
dreifach mit TBS gewaschen.

Daraufhin wurde jedes Well mit 100 pl O-Phenylen-Diamin (OPD) versehen. OPD
I0st als Substrat der Peroxidase eine Farbreaktion aus. Bei positiven Proben
kommt es zu einem Farbumschlag von transparent zu gelb. Diese Farbreaktion
wurde mit 20 yl 3M HCI pro Well abgestoppt. Die Messung der Absorption
erfolgte photometrisch im ELISA-Lesegerat (Victor 2, Wallac, Freiburg) bei 490
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nm. Eine Probe galt als positiv, wenn der gemessene Wert hoher war als der

dreifache Wert der Standardabweichung der Negativproben.

Ferritin-heavy chain- Autoantikdrper-ELISA

Der Nachweis von Autoantikorpern gegen Ferritin heavy chain (FTH1) wurde
durch einen ELISA mit FTH1-Volllange und einen ELISA mit FTH1-27aa analog
zum PGRN-ELISA durchgefihrt. Statt C-Terminal FLAG-getaggtem PGRN wurde
C-Terminal FLAG-getaggtes Volllange-FTH bzw. C-Terminal FLAG-getaggtes

FTH-27aa verwendet.

Secretory leukocyte protease inhibitor- Autoantikdrper-ELISA

Das Vorkommen von Autoantikérpern gegen SLPI wurde ebenfalls mithilfe eines
Sandwich-ELISAs untersucht. Es wurde C-terminal FLAG-getaggtes SLPI

verwendet.

Serpin B1- Autoantikorper-ELISA

Die Suche nach Serpin-B1-Autoantikorpern erfolgte ebenfalls analog zum PGRN-

ELISA mit einem Sandwich-ELISA. Es wurde C-terminal FLAG-getaggtes Serpin
B1 verwendet.

ELISA zur Bestimmung der 1gG-Subklassen

Der Elisa erfolgte analog zum PGRN-Antikérper-ELISA, jedoch wurden
biotinylierte subklassen-spezifische Anti-humane 1gG1, IgG2, 1IgG3 und 1gG4 von

Schafen in einer Verdinnung von 1:5000 als Detektionsantikdrper verwendet.

3.3.3.3ELISA zur Bestimmung des relativen Progranulin-Plasma-
spiegels
Die Plasmakonzentration von PGRN wurde mit einem kommerziell erhaltlichen

ELISA Kit (AdipoGen, South Korea) nach Anweisungen des Herstellers bestimmt.

Durchfihrung:

100 pl Startlésung wurden in die jeweiligen Wells in zweifacher Ausfiihrung zur

Doppelbestimmung pipettiert. Dazu wurden jeweils 100 pl verdinntes Serum
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(1:200) hinzugefugt und die abgedeckten Platten fir eine Stunde bei 37°C
inkubiert.

Nach einer Stunde wurde der Inhalt des Wells verworfen und 300 ul Waschpuffer
hinzugefligt und verworfen. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt.

Daraufhin  wurden 100 pl der vorverdinnten biotinylierten Detektions-
antikorperlosung in jedes Well zupipettiert und die Platten abgedeckt bei 37°C fur
1 Stunde inkubiert.

Nach einem erneuten Waschschritt wurden 100 ul verdinnter Detektor
(Peroxidase gelabeltes Streptavidin) hineingegeben und die Platte abgedeckt bei
37°C fur eine Stunde inkubiert. Daraufhin wurde die Platte fliinffach gewaschen
(siehe oben).

Jedem Well wurden 100 pl Tetramethylbenzidin (TMB) Substrat Lésung
hinzugeflgt, wodurch die Peroxidaseaktivitat quantifiziert werden kann. Innerhalb
von ca. 10 Minuten trat eine Farbreaktion ein, die durch die Gabe von 100 ul
Stop-Losung terminiert wurde. Es erfolgte die Messung bei 450 nm mit dem
Photometer (Wallac, Freiburg), die direkt proportional zur Konzentration von
PGRN ist. Der Medianwert der Konzentration der gesunden Kontrollgruppe wurde

als 100% gesetzt.

3.3.3.4 Zytotoxizitatsassay

Ein nicht-radioaktiver TNF-a-induzierter Zytotoxizitatsassay (EZ4U, Biomedica)
wurde nach Protokoll des Herstellers durchgefiihrt, wofiir die hoch-TNF-a-
sensitive murine Fibrosarkom-Zelllinie WEHI-S als Ziel-Zelllinie verwendet wurde.
1986 konnte die hohe Sensitivitat dieser Zelllinie gegeniber TNF-a
nachgewiesen werden (Espevik & Nissen-Meyer. 1986). Der EZ4U Assay beruht
auf dem Nachweis der Reduktion von Tetrazolium in Formazat, die durch
Mitochondrien erfolgt und dementsprechend nur von lebenden Zellen
durchgefiihrt werden kann. Der Farbumschlag des fast farblosen Tetrazoliums in
das rote Formazan bietet daher den Nachweis fir die Zellvitalitat.

Die Interaktion von humanem rekombianten PGRN mit murinen TNFR1&2 in vivo
und in vitro wurde bereits von Tang et al. demonstriert (Tang, et al. 2011). Als
humane Kontroll-Zelllinie wurde die humane TNF-a-sensitive HT-1080

Fibrosarkom Zelllinie verwendet.
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4 x 10* WEHI-S Zellen oder respektive 4 x 10* HT-1080 Zellen wurden in 200 pl
Medium ausgeséat und bei 37° C und 5% CO; inkubiert.

Um mogliche Differenzen zwischen Seren von PsA-Patienten mit und ohne
PGRN-Autoantikérpern, Patienten mit Psoriasis und gesunden Kontrollpersonen
festzustellen, wurde das Serum eines PGRN-Autoantikdrper-positiven Patienten
mit PsA, das Serum eines PGRN-Autoantikbrper-negativen Patienten mit PsA,
das Serum eines Patienten mit Psoriasis und das Serum einer gesunden
Kontrollperson verwendet. Seren von Patienten, die eine TNF-Blocker-Therapie
oder andere Biologika erhielten wurden zuvor ausgeschlossen.

Die genannten Seren wurden in Verdinnungsstufen von 1:4 bis 1:512 zu
kultivierten WEHI-S- und HT1080-Zellen hinzugegeben. Daraufhin folgte die
Zugabe von TNF-a (100 pg/ml).

WEHI-S- und HT1080-Zellen ohne Zugabe von TNF-a und Serum wurden als
negative Kontrollen, Zellen mit alleiniger Zugabe von TNF-a (100 pg/ml) wurden
als postive Kontrollen verwendet. Nach 24 h Inkubationszeit bei 37°C und 5%
CO, wurden 20 pl Chromophor Substat pro Well hinzugegeben. Der
Farbumschlag entsteht, wenn das darin enthaltende Tetrazolium zu Formazan
reduziert wird, dieser Vorgang kann nur in lebenden Zellen erfolgen. Die
Adsorption wurde bei einer OD von 450 nm gemessen.

3.3.4 Statistik

Die Unterschiede in Geschlecht und Alter bei den PsA- und Psoriasispatienten
sowie bei den gesunden Kontrollen wurden mit dem t-Test berechnet. Das
Vorkommen von PGRN-Autoantikbrpern bei Patienten mit PsA und Psoriasis
ohne Gelenkbeteiligung wurde mit dem Chi-Quadrat-Test untersucht. Ebenso das
Vorkommen der Autoantikbrper nach Einteilung der PsA- und RA-Patienten in
Subgruppen. Die Analyse der unterschiedlichen PGRN-Plasmaspiegel erfolgte
mithilfe des Mann-Whitney-Tests. Ein Wert von <0,05 wurde als statistisch
signifikant betrachtet. Alle statistischen Untersuchungen erfolgten mit SPSS 19.0

fur Windows.
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4 Ergebnisse

4.1 Progranulin-Autoantikdrper-ELISA bei der Psoriasis-

arthropathie

260 Proben von Patienten mit PSA wurden getestet. Davon waren 50 (19,23%)
seropositiv fir PGRN-Autoantikérper. In dieser Patientenkohorte befanden sich
136 weibliche und 105 maéannliche Patienten (Geschlecht unbekannt: 19). Das
mediane Alter betrug 54 Jahre (Minimum: 24; Maximum: 81; Anzahl Alter
unbekannt: 22). Die Erstdiagnose (ED) der Psoriasis vulgaris erfolgte median im
35. Lebensjahr (Anzahl Alter bei ED unbekannt: 48). Die Erstdiagnose der PsA
erfolgte median im 46. Lebensjahr (Anzahl Alter bei ED PsA unbekannt: 26). Acht
Patienten litten unter einer PsSA ohne Hautbeteiligung (Psoriasisarthritis sine

psoriase).

Die PsA-Patienten zeigten folgende labordiagnostische Charakteristka:

Rheumafaktor 7,8 % positiv  (4/51) unbekannt: 209

HLA B27 32,7% positiv (36/110) unbekannt: 150

Tabelle 4: Labordiagnostische Charakteristika Psoriasisarthropathie-Patienten

Vier von 51 getesteten Patienten waren positiv fir den Rheumafaktor. Ein
gleichzeitiges Auftreten des Rheumafaktors und von PGRN-Autoantikdrpern
konnte nicht nachgewiesen werden.

36 von 110 getesteten Patienten waren positiv fur HLA-B27. Unter diesen 36
Patienten waren 6 Patienten seropositiv fir den PGRN-Autoantikorper (6/36;
16,66%).

Erosiver Befall 44,91% positiv (106 /236) unbekannt:24
Enthesitis 39,26% positiv (75/191) unbekannt: 69
Daktylitis 37,67% positiv (55/146) unbekannt: 114
Axiale Beteiligung 27,45% positiv (56/204) unbekannt: 56

Tabelle 5: Klinische Befallsarten Psoriasisarthropathie-Patienten

Die PsA-Patienten zeigten die in Tabelle 5 dargestellten Befallsarten.
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Therapiemodus Anzahl der Patienten
DMARDs Monotherapie 127

DMARDs Kombination 21

Biologicals 26

Biologicals + DMARDs 22

Andere 36

Unbekannt 28

Tabelle 6: Medikation Psoriasisarthropathie-Patienten

Abk.: DMARD:s : disease modifying antirheumatic drugs

Die getesteten Patienten wurden je nach Therapiemodus in verschiedene
Subgruppen eingeteilt (Tabelle 6).

Die Assoziation der PGRN-Autoantikorper mit den Charakteristika der
Subgruppen wurde statistisch berechnet. Es konnte kein Unterschied zwischen
PGRN-Autoantikdrper-positiven und —negativen Patienten hinsichtlich des Alters
der Erstmanifestation festgestellt werden, jedoch waren die seropositiven
Patienten alter als die seronegativen Patienten (21% alter als 50 Jahre vgl. 15,4%
alter als 50 Jahre; p=0,016). Bei PsA-Patienten mit Enthesitis oder Daktylitis
traten PGRN-Autoantikorper signifikant haufiger auf (p=0,001; p=0,002) als bei
Patienten ohne diese Befallsarten. Ein statistisch signifikanter Unterschied des
Auftretens von PGRN-Autoantikorpern zwischen Patienten mit oder ohne axialen
Befall konnte nicht festgestellt werden.

Hinsichtlich der Therapieformen konnte ein signifikant gehauftes Auftreten von
PGRN-Autoantikérpern bei TNF-Blocker-Therapie festgestellt werden (20,8%
TNF-Blocker, 17,4% keine TNF- Blocker, p=0,020) (Abbildung 1).
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HLAB27 pos. 16,7

r

keine Enthesitis 14,7
Enthesitis **** 21,3

keine Daktylitis 154
Daktylitis *** 21,8

keine axiale Beteiligung 16,3
axiale Beteiligung 19,6

TNF neg. 174
TNF pos. ** 20,8

Alter < 50 Jahre 15,4
nicht erosiv 16
erosiv 21,7

0 5 10 15 20 25

Abbildung 1: Subgruppenanalyse der Psoriasisarthropathie-Patienten Die
Abbildung zeigt die prozentuale Verteilung der PGRN-Autoantikdrper-positiven Patienten
in den unterschiedlichen Subgruppen der PsA-Patienten. *p=0,016; **p=0,020;
***p=0,002; ****p=0,001. Die Trendlinie kennzeichnet das durchschnittliche Vorkommen
von PGRN-Autoantikdrpern bei 19,23% der getesteten PsA-Patienten.

Abk.: PsA: Psoriasisarthropathie; TNF neg/pos: Patienten ohne/mit anti-TNF-a-Therapie;
PGRN-AK: Progranulin-Autoantikérper

Verglichen mit Psoriasis-Patienten ohne Gelenkbeteiligung und gesunden
Kontrollen zeigten PsA-Patienten ein hoch signifikant haufigeres Vorkommen von
PGRN-Autoantikérpern (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Vorkommen von Progranulin-Autoantikdbrpern bei Psoriaris-
arthropathie, Psoriasis ohne Gelenkbeteiligung und gesunden Kontrollpersonen
Die Abbildung zeigt die Haufigkeit von PGRN-Autoantikérpern bei der PsA im Vergleich
zur Psoriasis ohne Gelenkbeteiligung und zur gesunden Kontrollgruppe (p=0,00001)
(Thurner, et al. 2013)

Abk.: PsA: Psoriasisarthropathie; Ps: Psoriasis vulgaris

4.2 Immunglobulin-Klassen mit Immunglobulin-Subklassen

bei der Psoriasisarthropathie

Die  PGRN-Autoantikorper  enthaltenden  Seren  wurden auf ihre
Immunglobulinklasse untersucht. Die PGRN-Autoantikorper aller 50 seropositiven
Proben waren IgG-Antikorper (50/50). Daraufhin wurden die Autoantikdrper auf
ihre 1gG-Subklassen untersucht. Bei 44 von 50 Proben (88%) handelte es sich
um Antikdrper der IgG1l-Subklasse, eine Probe von 50 (2%) enthielt Antikorper
der IgG2-Subklasse. Bei 5/50 (10%) handelte es sich um Antikdrper der 1gG3-
Subklasse und kein Serum enthielt PGRN-Autoantikdrper der Subklasse 1gG4
(0%).
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Abbildung 3: Ig-Klassen und IgG-Subklassen der Progranulin-Autoantikérper bei
Psoriasisarthropathie-Patienten Das Diagramm zeigt die jeweiligen
Immunglobulinklassen und —subklassen von IgG der untersuchten PGRN-
Autoantikorper.

Abk.: Ig: Immunglobulin; PGRN: Progranulin

4.3 Plasmakonzentration von Progranulin

Die Plasmakonzentration von PGRN wurde mit einem kommerziell erhéltlichen
ELISA gemessen. Das Ergebnis zeigte eine deutliche Reduktion des
Plasmalevels von PGRN bei Patienten mit PSA (n=10), die Autoantikérper gegen
PGRN besitzen im Vergleich zu Patienten mit PsA (n=10) ohne diese
Autoantikorper (Mann-Whitney Test: p=0,001; Abb.4 x;). Auch im Vergleich zu
Patienten mit Psoriasis ohne Gelenkbeteiligung (n=10) (Mann-Whitney Test:
p<0,001, Abb.4 x;) und im Vergleich zu gesunden Kontrollen (n=10) (Mann-
Whitney Test: p<0,001; Abb.4 x;) zeigte sich eine deutliche Reduktion. PsA-
Patienten ohne PGRN-Autontikbrper zeigten eine tendenziell niedrigere
Plasmakonzentration als Psoriasispatienten ohne Gelenkbeteiligung (Mann-
Whitney Test: p=0,055; Abb.4 x,) und gesunde Kontrollen (Mann-Whitney Test: p
=0,019; Abb.4 xs).

PGRN-Autoantikdrper-positive Patienten mit RA hatten eine signifikant niedrigere
Plasmakonzentration im Vergleich zu den gesunden Kontrollen (p<0,001; Abb.4

Xs) und Patienten mit RA ohne PGRN-Autoantikorper (p=0,001; Abb.4 x;). Der
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Median der PGRN-Plasmakonzentration gesunder Kontrollpersonen wurde als
100%-Wert festgelegt.
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Abbildung 4: Progranulin-Plasmakonzentration gesunder Kontrollpersonen und
von Patienten mit Psoriasis, Psoriasisarthropathie und rheumatoider Arthritis Die
Abbildung zeigt die unterschiedliche PGRN-Plasmakonzentration der untersuchten
Gruppen. PGRN-Autoantikorper-positive Patienten mit PSA oder RA zeigen eine deutlich
niedrigere Plasmakonzentration als die Vergleichsgruppen. Beachtlich ist auRerdem die
vergleichsweise niedrige Plasmakonzentration bei PsA-Patienten, die keine PGRN-
Autoantikdrper besitzen.
Abk.: PGRN: Progranulin; PsA: Psoriasisarthropathie; RA: rheumatoide Arthritis;

Ab: Antibody/Antikdrper
X1: PsA PGRN-Autoantikdrper positiv zu PsA PGRN-Autoantikérper negativ
Xz: PSA PGRN-Autoantikdrper positiv zu Psoriasis ohne Gelenkbeteiligung
Xs: PSA PGRN-Autoantikérper positiv zu gesunden Kontrollen
X4 PSA PGRN-Autoantikdrper negativ zu Psoriasis ohne Gelenkbeteiligung
xs: PsA PGRN-Autoantikérper negativ zu gesunden Kontrollen
Xs: RA PGRN-Autoantikdrper positiv zu gesunden Kontrollen
X7: RA PGRN-Autoantikorper positiv zu RA PGRN-Autoantikdrper negativ
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4.4 Zytotoxizitatsassay

Um die TNF-a-inhibierenden Eigenschaften von PGRN im Serum zu
untersuchen, wurden Zytotoxizitatsassays mit Seren gesunder Kontrollpatienten,
Patienten mit Psoriasis und von PGRN-Autoantikdrper-positiven und -negativen
Patienten durchgefuhrt. Die TNF-a induzierte Toxizitat an WEHI-S und HT-1080
Zellen konnte durch die Zugabe von Seren von gesunden Kontrollpersonen,
Patienten mit Psoriasis und PGRN-Autoantikorper-negativen PsA-Patienten
signifikant vermindert werden im Vergleich zu Seren von Patienten mit PGRN-

Autoantikorpern. Diese Unterschiede waren bis zu einer Verdiinnung von 1:64

signifikant.
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Abbildung 5: Zytotoxizitdtsassay WEHI-s-Zelllinie Die Extinktion von gefarbtem
Formazan bei 450nm als Vitalitatsmarker der murinen WEHI-s-Zellen nach Zugabe von
Serum und TNF-a

Abk: Ps: Psoriasis vulgaris; PGRN-AK:  Progranulin-Autoantikérper;  PsA:
Psoriasisarthropathie
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Abbildung 6: Zytotoxizitdtsassay HT1080-Zelllinie Die Extinktion von gefarbtem
Formazan bei 450nm als Vitalitdtsmarker der humanen HT-1080-Zellen nach Zugabe
von Serum und TNF-a
Abk: Ps: Psoriasis vulgaris; PGRN-AK:  Progranulin-Autoantikoérper;  PsA:
Psoriasisarthropathie

4.5 Progranulin-Autoantikdrper-ELISA bei der Psoriasis

vulgaris

100 Proben von Patienten mit Psoriasis vulgaris wurden getestet. Alle Proben
waren negativ. In dieser Patientengruppe befanden sich 31 weibliche und 69
mannliche Patienten. Das mediane Alter betrug 51 Jahre (Minimum: 26 Jahre;
Maximum: 80 Jahre). Die Erstdiagnose der Psoriasis vulgaris erfolgte im Median
im 33. Lebensjahr (Minimum: 6. Lebensjahr; Maximum: 74. Lebensjahr; Anzahl
Alter bei ED unbekannt: 54).

Die getesteten Patienten erhielten die in Tabelle 7 beschriebene Medikation.

Therapiemodus Anzahl der Patienten (n=100)
DMARDs Monotherapie 1

Biologicals 7

Andere (Fumarat, etc) 46

Unbekannt 46

Tabelle 7: Medikation Psoriasis vulgaris- Patienten
Abk.: Ps: Psoriasis vulgaris; DMARDs : disease modifying antirheumatic drugs
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4.6 Progranulin-Autoantikdrper-ELISA beim SAPHO-
Syndrom

10 Seren von Patienten mit SAPHO-Syndrom wurden auf den PGRN-
Autoantikorper  untersucht. Es  konnten keine  PGRN-Autoantikorper

nachgewiesen werden.

4.7 Progranulin-Autoantikdrper-ELISA bei der rneumatoiden
Arthritis

146 Proben von Patienten mit RA wurden auf das Vorhandensein von PGRN-
Autoantikorpern untersucht. Von diesen 146 Proben waren 41 seropositiv fur den
PGRN-Autoantikérper (28,1%).

In dieser Patientengruppe befanden sich 118 weibliche und 28 mannliche
Patienten. Das mediane Alter betrug 58 Jahre (Minimum: 25; Maximum: 84
Jahre). Die Erstdiagnose der RA erfolgte im Median im Alter von 53 Jahren
(Minimum 19, Maximum 73 Jahre; Anzahl Alter bei ED unbekannt: 14).

Weitere Patientencharakteristika:

Rheumafaktor 70,89% positiv (95/134) unbekannt:12
Anti-CCP 49,54% npositiv (54/109) unbekannt:37
Erosionen 44,36% positiv (59/133) unbekannt:13

Tabelle 8: Weitere Patientencharakteristika rheumatoide Arthritis-Patienten

Von den 41 PGRN-Autoantikdrper-positiven Patienten mit RA waren 27
zusatzlich seropositiv fir den Rheumafaktor (65,9%), 16 Patienten seropositiv fur
Anti-CCP (39,0%) und 20 Patienten zeigten einen radiologischen Nachweis von
Erosionen (48,79%).

Die Medikation der Patienten wurde in verschiedene Subgruppen eingeteilt:
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Therapiemodus Anzahl der Patienten (n=146) | davon = PGRN-AutoAK
positiv

DMARDs Monotherapie | 56 16

DMARDs Kombination |19 5

Biologicals 6 2

Biologicals + DMARDs | 30 9

Andere 26 7

Unbekannt 9 2

Tabelle 9: Medikation Patienten mit rheumatoider Arthritis
Abk.: DMARDs : disease modifying antirheumatic drugs; PGRN: Progranulin;
Auto-AK: Autoantikérper

63 von 146 Patienten erhielten zusatzlich eine Steroid-Therapie. Von den 41

PGRN-Autoantikérper-positiven Patienten erhielten 20 eine Steroidtherapie.

4.8 Progranulin-Autoantikdrper-ELISA bei verschiedenen

Kontrollgruppen

In der Kontrollgruppe von 97 gesunden Blutspendern konnte nur bei einem ein
niedriger Titer fir PGRN-Autoantikdrper nachgewiesen werden.

Zusatzlich wurden Patienten mit Adipositas (n=40), Bewohner eines Altersheims
(n=48), Patienten mit durchgemachter Sepsis (n=22) und Patienten mit Melanom
(n=98) auf den PGRN-Autoantikbrper untersucht. In der Gruppe der
Altersheimbewohner enthielt ein Serum den Autoantikdrper (1/48), die anderen

Seren waren alle negativ fir PGRN-Autoantikorper.

4.9 SLPI-Autoantikdrper-ELISA bei Patienten mit Psoriasis

und Psoriasisarthropathie

89 Psoriasis- und 118 PsA-Patienten wurden auf den SLPI-Autoantikbrper im

Serum untersucht. Dieser konnte bei keinem Patienten nachgewiesen werden.
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4.10 Serpin-B1-Autoantikdrper-ELISA bei Patienten mit

rheumatoider Arthritis

75 Patienten mit RA wurden auf einen Autoantikorper gegen Serpin-B1l

untersucht. Alle untersuchten Patienten waren seronegativ.

4.11 Ferritin-Autoantik6rper-ELISA  bei  Patienten  mit
Psoriasis, Psoriasisarthropathie und rheumatoider
Arthritis

Das Vorkommen von Autoantikdrpern gegen die Ferritin-Schwerkette (FTH)
wurde mithilfe eines ELISAs gegen FTH-Volllange und gegen ein FTH-Fragment
der N-terminalen 27 Aminosauren gemessen. Bei 89 Psoriasis-Patienten mit
ausschlielich kutanen Manifestationen und 48 PsA-Patienten konnte Kkein
Autontikorper gegen FTH-Volllange nachgewiesen werden. Bei neun von 39
Patienten mit RA konnte ein FTH-Autoantikdrper nachgewiesen werden (23%).

Ein Autoantikbrper gegen 27aa-FTH konnte bei einem von 89 Ps-Patienten
(1,5%) und einem von 48 (2%) PsA-Patienten nachgewiesen werden. Bei der RA

waren vier von 39 Patienten (10,5%) positiv fur den 27aa-FTH-Autoantikorper.
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Abbildung 7: Vorkommen von Autoantikérpern gegen Ferritin-Schwerkette Die

Balken stellen die Haufigkeiten von FTH-Autoantikdrpern bei Patienten mit Psoriasis,

PsA und RA dar. Der dunkle Balken entspricht der Haufigkeit fur FTH-Volllange-

Autoantikérper wahrend die hellen Balken die Haufigkeit der 27aa-FTH-Autoantikrper

darstellen.

Abk.: FTH: ferritin terminus heavy chain; Ps: Psoriasis vulgaris; PsA: Psoriasisarthro-
pathie; RA: rheumatoide Arthritis
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5 Diskussion

5.1 Progranulin-Autoantikdrper bei Psoriasis und Psoriasis-
arthropathie

Bei 19,23% der untersuchten PsA-Patienten lielRen sich PGRN-Autoantikorper
nachweisen. Nach gegenwartigem Kenntnisstand hat der PGRN-Autoantikérper
die hochste Pravalenz von allen bekannten Autoantikdrpern in Seren von
Patienten mit PsA. Die vorliegenden Ergebnisse haben zunéchst zwei
Einschrankungen in der klinischen Wertigkeit der entdeckten PGRN-
Autoantikdrper: Die Pravalenz ist verglichen mit Autoimmunmarkern anderer
rheumatologischer Erkrankungen gering: 50-80% der RA-Patienten sind positiv
fur Anti-CCP, 50-90% der SLE-Patienten sind ANA-positiv. Auf3erdem sind
PGRN-Autoantikdrper nicht spezifisch fur die PsA, sondern zeigen eine
vergleichbare Pravalenz bei Vaskulitiden oder RA.

Peluso et al. untersuchten das Vorkommen von Thyreoglobulin-Autoantikdrpern
(Anti-Tg) und Thyroidperoxidase-Autoantikérpern (Anti-TPO) bei 357 Patienten
mit seronegativen Spondylarthritiden, darunter Patienten mit PsA (n=108),
Morbus Bechterew (n=24), undifferenzierter Spondylarthritis (n=85), reaktiver
Arthritis (n=62), enteropathischer Arthritis (n=72) und 318 Kontrollpersonen. Die
PsA-Patienten zeigten zu 14% ein Vorkommen von Anti-Tg-Autoantikdrpern und
zu 23% von Anti-TPO-Autoantikdrpern, was jedoch durch die hohe Pravalenz von
24% der Hashimotothyreoditis bei den 357 Patienten mit Spondylarthritis zu
erklaren ist. Die gesunde Kontrollgruppe zeigte lediglich eine Pravalenz von 10%
(p<0,05) und ein Vorkommen von Anti-Tg-Autoantikorpern bei 8% und Anti-TPO-
Autoantikdrpern bei 9% (Peluso, et al. 2011). Hierbei wurde jedoch kein Vergleich
zur Psoriasis ohne Gelenkbeteiligung oder anderen chronisch entzindlichen
Erkrankungen gestellt. Colmegna et al. untersuchten das Vorkommen von anti-
20S-Proteasomen-Autoantikdrpern bei Patienten mit PsA(n=36), SLE (n=24), RA
(n=20) und gesunden Kontrollen (n=30). 27,8% der PsA-Patienten, 41,6% der
SLE-Patienten, 5% der RA-Patienten und 0% der Kontrollpersonen waren
seropositiv fir den Autoantikérper (Colmegna, et al. 2008). Auch hier fehlt der
Vergleich zu Patienten mit Psoriasis ohne Gelenkbeteiligung und die

entsprechenden  Ergebnisse bei den vergleichenden rheumatischen
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Erkrankungen  zeigen die  Unspezifitit des  anti-20S-Proteasomen-
Autoantikorpers.

Somit ist das Vorkommen von PGRN-Autoantikorpern bei PsA-Patienten mit
einer Pravalenz von 19,23% und einer Pravalenz von 0% bei der Psoriasis ohne
Gelenkmanifestation hoch signifikant und potentiell diagnostisch verwertbar. Um
zu erfahren, ob es einen Zusammenhang zwischen den Autoantikdrpern und
Manifestationsformen der PsA gibt, wurden die Patienten in verschiedene
Subgruppen nach Geschlecht, Alter, Symptomatik und Therapieregime eingeteilt
und daraufhin mit dem Chi*Test statistisch analysiert. Dabei zeigte sich eine
signifikant hohere Pravalenz der Autoantikdrper bei Patienten mit Daktylitis und
Enthesitis im Vergleich zu PsA-Patienten ohne diese Befallsart. Ein signifikant
haufigeres Auftreten der Autoantikorper bei Patienten, die TNF-a Blocker als
Therapie erhielten, kdnnte auf eine schwerere Verlaufsform der Erkrankung bei
PGRN-Autoantikdrper-positiven Patienten schlieRen lassen. Allerdings sind fir
einen gesicherten Zusammenhang mit einer TNF-a-blockierenden Therapie die
untersuchten Fallzahlen zu gering. Dies gilt auch fur die Analyse der retrospektiv
gebildeten Subgruppen.

Bei den Untersuchungen der Plasmakonzentration von PGRN bei Patienten
verschiedener Vergleichsgruppen wurde festgestellt, dass PGRN-Autoantikorper-
positive Patienten eine deutlich niedrigere Plasmakonzentration an PGRN hatten
als gesunde Kontrollen und Patienten mit Psoriasis ohne Gelenkbeteiligung. Da
PGRN durch Bindung des TNFR1, TNFR2 und DR3 (Liu, et al. 2014, Tang, et al.
2011) einen physiologischen Gegenspieler zu TNF-a darstellt, fuhrt eine niedrige
PGRN-Plasmakonzentration zu einem proinflammatorischen Milieu. Dieser
antagonistische Effekt von PGRN auf TNF-a bestatigte sich im
Zytotoxizitatsassay. Es zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen PGRN-
Autoantikorper-positivem und —negativem Serum. So konnte die TNF-a-induzierte
Toxizitat durch das Serum von gesunden Kontrollen, Patienten mit Psoriasis und
PGRN-Autoantikdrper-negativen PsA-Patienten signifikant vermindert werden.
Bei PGRN-Autoantikdrper-positiven Seren von PsA-Patienten war dieser Effekt
deutlich schwacher. Eine erniedrigte PGRN-Konzentration im Plasma fuhrt also
direkt zu einem schwéacheren Antagonismus der TNF-a-induzierten Toxizitat.
Dieses Ergebnis ist ein weiterer Beweis flr die Bindung von PGRN an den TNF-

Rezeptor die zuletzt von Chen et al. kontrovers diskutiert wurde, da weder mittels
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Co-Immunopréazipitation noch mittels einer Oberflachenplasmonen-
resonanzspektroskopie eine Interaktion zwischen PGRN und den TNF-
Rezeptoren nachgewiesen werden konnte (Chen, et al. 2013). Diese Ergebnisse
wiederum wurden in einem Report von Liu et al., die zuvor Uber die Bindung
zwischen PGRN und TNFR-1 und TNFR2 berichtet hatten (Tang, et al. 2011),
kritisch hinterfragt. Liu et al. gehen davon aus, dass Chen et al. nicht ausreichend
aufgereinigtes PGRN verwendeten und deswegen keine Bindung zwischen
PGRN und den TNF-Rezeptoren entstand. Bei einer weiteren Untersuchung der
Interaktion zwischen PGRN und TNF-Rezeptoren konnten die Ergebnisse von Liu
et al. bezuglich einer Bindung von PGRN an den TNF-Rezeptor bestatigt werden.
Dabei konnten die extrazellularen cysteinreichen Doméanen (cystein-rich domain,
CRD) CRD2 und CRD3 von TNFR1 und TNFR2 als PGRN-Bindungsregionen
identifiziert werden (Jian, et al. 2013). Zusatzlich konnte eine Interaktion zwischen
dem PGRN-Derivat Atsttrin und einem weiteren Rezeptor der TNF-
Rezeptorsuperfamilie, TNFRSF25 oder Death receptor 3 (DR3), festgestellt
werden. Atsttrin bindet direkt an DR3, wodurch die Bindung des TNF-like
Liganden 1A (TL1A) an DR3 verhindert wird. Die darauffolgende TL1A-vermittelte
Genexpression wird ebenfalls inhibiert (Liu, et al. 2014)

Die Beeintrachtigung der TNF-a-induzierten Toxizitat zeigt die besondere Rolle
von PGRN in der Entstehung einer chronischen Entziindungsreaktion. Diese
Beobachtung ist fur die vorliegenden Ergebnisse von herausragender Bedeutung,
da die zuvor genannten Autoimmunerkrankungen ihre autoinflammatorische
Aktivitat zu einem wesentlichen Anteil Gber TNF-a entfalten. So konnte bei 75
Patienten mit granulomatéser Polyangiitis (GPA) eine Assoziation zwischen
positivem PGRN-Autoantikérper-Status und der Krankheitsaktivitat festgestellt
werden (Thurner, et al. 2012).

Bei den untersuchten PsA-Patienten fiel auRerdem das tendenziell geh&ufte
Auftreten der PGRN-Autoantikdrper unter den Patienten mit erosivem Befall
(p=0,061) auf. Durch die proinflammatorische Wirkung der neutralisierenden
Autoantikorper konnte der Nachweis von PGRN-Autoantikérpern als
prognostischer Marker fir einen schwereren Krankheitsverlauf und eventuell
Ansprechen auf TNF-Blocker-Therapie verwendet werden. Der Nachweis
neutralisierender PGRN-Autoantikdrper kénnte die Suche nach einer passenden

Therapievariante erleichtern. Bei PGRN-Seropositivitat ist demnach davon
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auszugehen, dass ein Ungleichgewicht in der TNF-a-Kaskade vorliegt, da der
physiologische Antagonist in Form von PGRN eine deutlich reduzierte
Konzentration hat, was wiederum zu einer vermehrten TNF-a vermittelten
chronischen  Entzindungsreaktion fuhrt.  Entsprechend koénnte diese
Patientengruppe moglicherweise von einer Dosiserhéhung der TNF-a-Blocker-
Therapie profitieren oder aber den Einsatz von Biologika unabh&ngig von der
TNF-a-Blockade wie z.B. Ustekinumab bevorzugen.

Die genannten Erwagungen deuten daraufhin, dass PGRN-Autoantikérper das
Potential fur die klinische Anwendung als Biomarker in Diagnostik und Therapie
der PsA haben. Voraussetzung hierfur ist aber, dass prospektive Studien an PsA-
Patienten unter TNF-a-inhibierender Therapie mit Bestimmung des PGRN-
Serostatus durchgefuhrt werden. Erst wenn anhand grofRer Fallzahlen und nach
multivariaten Analysen PGRN-Autoantikdrper einen unabhangigen Risikofaktor
fur das Therapieversagen TNF-a-blockierender Therapie darstellen, kdnnten
PGRN-Autoantikdrper als Therapie-Biomarker in Betracht kommen. In der
vorliegenden Arbeit konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass PGRN-
Autoantikorper bevorzugt bei PsA-Patienten mit ausgepragter Krankheitsaktivitét
vorkommen: Enthesitis, Daktylitis, tendenziell auch erosive Gelenkzerstorung.
Damit spiegelt zunachst das vermehrte Vorkommen der PGRN-Autoantikdrper-
positiven PsA-Patienten mit TNF-a-Blocker-Therapie eher die erhdhte

Krankheitsaktivitat wieder.

5.2 Progranulin-Autoantikbérper bei der rheumatoiden
Arthritis

Bei 28,1% der untersuchten Patienten mit RA konnten PGRN-Autoantikorper
nachgewiesen werden. Somit zeigte sich ein etwas geringeres aber &hnlich
hohes Vorkommen wie in den zuvor veroffentlichen Ergebnissen von Thurner et
al.. Diese konnten PGRN-Autoantikdrper mit einer Pravalenz von 36,4% bei 44
Patienten mit RA nachweisen (Thurner, et al. 2012). Von den 41 Proben, die im
Rahmen dieser Doktorarbeit positiv auf PGRN-Autoantikorper untersucht wurden,
konnten bei 27 Proben aufRerdem Rheumafaktoren und bei 16 Proben Anti-CCP-
Antikorper nachgewiesen werden. 20 von den 41 PGRN-Autoantikérper-positiven

Patienten zeigten einen erosiven Befall, was eine &hnliche Tendenz zur
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Assoziation der PsA-Patienten mit erosivem Befall und PGRN-Autoantikdrpern
zeigt. Grofllere Studien mit Subgruppenanalysen zum erosiven Verlauf und
Seropositivitdt sind hier noch ausstehend. Studien zum TNF-a-Therapie-
Ansprechen konnten eine Assoziation mit PGRN-Seropositivitéat, ahnlich der
Therapie mit TNF-a-Blockern bei der PsA, zeigen. Fir eine weiterfihrende

Auswertung mit Subgruppen der Patienten mit RA ist die Fallzahl jedoch zu

gering.

5.3 Progranulin-Autoantikdrper beim SAPHO-Syndrom

Bei keinem untersuchten Patienten mit SAPHO-Syndrom (n=10) konnten PGRN-
Autoantikorper nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass es sich beim
SAPHO-Syndrom um eine PsA-unabhangige Entitat handelt. Die vorsichtige
Schéatzung hatte ein bis zwei PGRN-Autoantikorper-positve SAPHO-Patienten
erwarten lassen. Obwohl das SAPHO-Syndrom nach Einzelberichten auf eine
Therapie mit TNF-Blockern anspricht (Ben Abdelghani, et al. 2010) scheinen
PGRN-Autoantikérper hier offensichtlich keine vorwiegende Rolle zu spielen. Um
jedoch eine abschlieRende Aussage treffen zu kdnnen, muss das Vorkommen
der Autoantikorper bei einem deutlich grof3eren Kollektiv untersucht werden.

5.4 Ferritin-Autoantikorper bei Patienten mit Psoriasis,
Psoriasisarthropathie und rheumatoider Arthritis

Die Ergebnisse von Mewar et al.,, die ein Vorkommen von Anti-Ferritin-
Autoantikorpern bei 16% der Patienten mit manifester RA und bei 19% der
Patienten im frihen Krankheitsstadium der RA beschrieben (Mewar, et al. 2005),
konnten durch unsere Ergebnisse bestatigt werden. So konnte bei 9 von 39
(23%) Patienten Autoantikbrper gegen die Ferritin-Schwerkette nachgewiesen
werden. Autoantikdrper gegen den N-Terminus der Ferritin-Schwerkette (27aa-
FTH) konnten bei 1,5% der untersuchten PsA (n=85), 2% der untersuchten PsA-
Patienten (n=48) wund 10,5% der untersuchten RA-Patienten (n=39)
nachgewiesen werden.
Baerlacken et al. publizierten 2012 eine Studie, die eine hohe Sensitivitat und
Spezifitdt von hochtitrigen Autoantikdrpern gegen den N-Terminus der Ferritin-
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Schwerkette fur eine aktive Riesenzellarteritis nachwies (Baerlecken, et al. 2012).
Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte bei 89 untersuchten Psoriasis- und 39
untersuchten PsA-Patienten nur bei jeweils einem das Vorkommen von Anti-FTH-
Volllange nachgewiesen werden. Obwohl Ferritin ein bekannter Mediator im
Entzindungsgeschehen des Gelenks ist (Ohno, et al. 1978), scheint ein
Autoimmunprozess gegen Bestandteile des Ferritins somit nicht an der
Pathophysiologie der PsA beteiligt zu sein. Weitere Aussagen lassen sich anhand

der niedrigen seropositiven Fallzahlen nicht machen.

5.5 SLPI-Autoantikdrper bei Patienten mit Psoriasis und
Psoriasisarthropathie

Die verminderte PGRN-Konzentration bei PsA-Patienten kann nach
pathophysiologischen Erwagungen neben dem neutralisierenden Effekt der
PGRN-Autoantikérper auch durch eine abgeschwachte Inhibition des
physiologischen PGRN-Abbaus verursacht werden. Zhu et al. beschrieben 2002
die Hemmung des Abbaus von PGRN durch SLPI, welches durch Bindung an
PGRN eine Spaltung durch die neutrophile Elastase verhindert (Zhu, et al. 2002).
In einem ELISA auf der Suche nach Anti-SLPI-Autoantikdrpern bei 89 Psoriasis-
und 118 PsA-Patienten konnte er allerdings bei keinem Patienten nachgewiesen
werden, so dass dieser Mechanismus bei PsA-Patienten keine Rolle zu spielen

scheint.

5.6 Serpin B1l-Autoantikorper bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis

Der Abbau von PGRN wird auRerdem durch Serpin Bl beeinflusst, da es die
Funktion der neutrophilen Elastase inhibiert und somit zu einem verminderten
Abbau von PGRN flhrt (Uchiyama, et al. 2012). Daher wurden 75 Patienten mit
RA auf Autoantikdrper gegen Serpin B1 untersucht. Die Autoantikdrper konnten
in dieser Patientengruppe nicht nachgewiesen werden. Die Konzentration
weiterer PGRN-spaltender Enzyme wie MMP-12, MMP-14 und ADAMTS-7 wurde
im Rahmen dieser Doktorarbeit nicht untersucht. Die vorgelegten Ergebnisse

lassen hier keine weiteren Schlussfolgerungen zu.
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10 Anhang: Patientencharakteristika

Patientendaten Psoriasisarthropathie

Legende:

Geschlecht m= mannlich w= weiblich

Alter bei: PE = Probenentnahme; ED= Erstdiagnose; PsA= Psoriasisarthropathie; Ps= Psoriasis

1= positiv; 0= negativ; n= unbekannt;

Befall: Ent. = Enthesitis; Dak. = Daktylitis

RF= Rheumafaktor; FA = Familienanamnese

Med.(Medikation): 1= DMARDs; 2=DMARDs Kombi; 3=Biologicals; 4= DMARDs + Biologicals,
5= NSARs/keine

Steroide: 1=zuséatzliche Glukokortikoidgabe; 0=keine zusatzliche Glukokortikoidgabe

Alter
bei Anti- Befall:

Nr. Geschl.| PE EDPsA EDPs PGRN Ent. Dak. axial erosiv|RF HLA-B27| FA| Med. Steroide
1 m 38 34 23 0 n 1 1 n| 0 n 1 5 0
2 m 51 56 29 0 n n 1 1 n n n 4 0
3 w| 51 53 48 1 n n 1 nji n 0 0 5 0
4 w| 48 40 28 0 n n n 1] 0 0 0 3 0
5 m 58 51 28 0 n n n 0] n n 1 5 0
6 w 57 53 42 1 n n n nf n n 1 n 0
7 m 56 52 19 0 n 1 n 0] O n 1 5 0
8 m 79 75 n 1 n n n 1] O n n n 0
9 m 60 33 n 1 n n n 1/ 0 1 0 1 0

10 m 60 56 52 0 n n n nji n n 1 1 0
11 w 54 28 n 1 n n n n| 0 n 1 4 0
12 w 43 30 n 0 n 1 n 0] n n n 1 0
13 w| 48 34 35 0 n n n 1] 0 n 0 4 0
14 m 59 51 n 0 n n n 1 n 0 1 4 0
15 w 43 38 n 0 n n n nji n 0 1 1 0
16 m 61 53 n 0 n n n n| 0 n 0 1 0
17 w 62 53 n 0 n n n nji n 0 n 1 0
18 w 53 49 n 0 n n 1 1] 0 n n 1 0
19 w 70 58 n 0 n n n 0] 1 n n 1 0

20 m 59 55 n 0 n n n 0] 1 1 0 1 0

21 m 55 46 n 0 n n n 1 n 0 1 3 0

22 m| 59 50 n 0 1 n 1 0| O 1| n 3 0

23 w 56 52 n 0 n n n o[ O 1 0 5 0

24 m 78 69 n 1 n n n 1] O 0 n 1 0

25 w| 49 45 n 0 1 n n 0] n n n 4 0

26 w| 43 39 25 0 1 n n 0| O n n 5 0

27 w 37 23 14 0 n n n nl 0 n 1 5 1

28 w| 48 47 n 1 n 1 n 0] n n 1 5 0

29 w 57 53 n 0 n n n 0] O n n 2 0

30 w 55 49 42 0 1 1 n 1] 0 1 1 1 0

31 m 48 34 n 0 1 n n 0] n 1 n 4 0

66




o| ol | o] | o] of o] of ol o of of o of o] o of 4| | of of of g 4| d|l o of of | o of A < A < «| 4| < A 4 4 | | ~
| o v o cf o v v A9 cf A o A A A ] ’w| ®of v = | | w| cf A d | A W | A | A < | » | A | | »w]| A A 4| ~
< e < — < — o o e o o c < = o o < < = < = o = = o o < = — < o o = < = = < = < < < < < < <
o c o c c c c c o c c o c c c o c c c c c c c c c c c c c c o e < e o o — o o o o o < ot <
< o — e < o o o o o o — o e < o o < e c o c c c c o c c c c o c o c c c c c c < c c < c <
c c i - c i - o o o — o — o — o o — — — o e < < e < o < o — o — — = — o o o — — — o o o o
< c c — c - c c c - — c c c c c c c c c c - - c c c c - c c - c - c o — o o - o o o — o <
< c c c c c c c — - — — c - - - - c c - c c c c - c c c c — — — — e o — — o o o o o o o o
c c c c c c c c c c c c c c i c c c c c c c c c i c c c c c c c c c o — o o — — — o o — —
| o o] d| o o] o| «| o of d| o of o d| «d| o of o] o of o o d| d| of «H| o] d|l «d| o| o o ol o] o| «| o] ol o] H| o| o] o| o
cl | g ¢f g d df 9o < 9o = & o = @ g | | o W»f ~| @ | g o | € ©f | € ~f 9 € ® @ © x| o © o ~ o o o o

N| o < ™ | ™ < N N N N o~ S o < < o < O] | M| o < ©| o N & ™M
o vl ™ o cf d 9 o © o vl of ~ @ o o o o S| w N = ~| = o o x| o © = o o w o o o o | o 9 | o o o ™
0| o © o N| <| v ¥ B O] ® bl O B o <| O M M < o~ ®| < ™ © N o JF| | O v | M N N ©f ©V O K N
o o of | © | | o | o ~ | | ® A o < o 9 o o N « ol © @ d = | | © v o S| 0 o | v o 9 o © ~| o
N S| | 1| o © 3| ~ ©f N~ b o o JF| ;v O ¢ ¥ O | B v I ©| ©f ™ o ¥ v | F| N O v I M ;v K © O N ~| v
E| E| E| E| E| E| E| E| 2| E| 2| 2 2| = E| | 2| E| 2| E| E| E| E| 3| 2 =2 E| = = E| = E| =3 2 E|l 2 £ E| 2 = B 2 E| £ E
ol @ | W o X o o 9 d @ | v © ~ o 9| o | W o | o o o dl o M x| W © V| o o o N »of < vl © ~| o o 9 o
o O o ®of G o o o F| | | | | I < I | v 0| 0| 0O v O O O ©f O ©V O © © O O N ~ N~ N~ N N N NN ® ©

67



c c c — - c c c c c c c c i — c — c c c c — i c i c i c c — c i c c — i — c i c c c c c c
| <] W | A A M| | A A - N| «H| N| | N Hd d| < N N| N HdAf H| H| H| 0] | < 1o N M| | | < o | | o0 | < | ™
< c < - c < c < c c - c < < = - = < = = < = < = < < = < = < - = < = — = < < < < < < < < <
o o o o < o o o < o o o e o o o o o < < — o o < < — < e < e o < o c c c c o c o c o o c i
< c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c < o < c < < c
o] o] o —A| Ol Ol O] O] «Hl o —| O] O «H| O] O] «Hl «H O] «Hf «H| O] «| «Hf «H| «| O Ol O| «H O «H o «H «Hl «H O] O Ol O O] ol ol o o
o] | « —A| O O «H| O] Oof « of Ol O] O] | o] ol o O dH «H o] ol «H «H O] «H ol ol «HA O O O ol o ol o dH ol ol ol ol dH o] -
ol ol o ol O] O O] «H| ol o —A| O] Ol O O] O] O O O] «f O O] | -« «H O] « o O O] «f «H « « O «H «| O O «H O] -l «H| «| O
| | o| Ol o «H «H| ol o O O] H| O O] O] Hf O] dH -« «H O O] O « c| Ol ol o (=3 B | c| | «H O] «H| O O O O] o o o «
o| «H| O o| O] O] o] o] ©o| © Oof O O] O] O] «| Ol O O O] O] O] Oof Ol O] O] O o] of A o o] o] «H ol ol o «H ol ol ol ol o o «
Nl O MO N O «dl O N~ O MO | O © W O < Cl 1 M N df odf ©f 1 M W0 O W Wl o N~ O M M | O O v O «dHl M O I o o
Q Q
X X

| M O ol N| O O O N O O | O O | O O © © D | Nl O © M W W N O I W M W O Nl Nl O N| O O M © «d O
< M < < WO N~ M S S M Ol 1O O 1 < | W N~ W M M O N~ LWL S W O WL M S M TS LW WL S M NN NS M NS ™
ol <l ™ wl M o O O] O T O I ©| O N| | O N N| S| | M df 1 © d| «d N O W | T S| O Of M N O O N O v O O
< | o < © N M| B B M O WO O N~ O W O N~ O 1 < W O ©f O W O N~ O L < W W © O W W < N~ | © MO M v v
2| 2| gl 3| B 2| 2| B B B 3 3 3 3 E 32 2 El = =2 Bl 2 2 El 2 € 2 € 2 = =2 2 3 €| 3 E| 2 €| B = = =2 £ g =
ANl M < Il © | O O Of Nl O S| W © | O O O d| N| M | W O x| ¥ @D O —df Nl M| | W ©f K~ O O O | N| M I W ©
| 0| oo | 0| 0| | | O O O O O O O O O O O O O] O] Oof ol O O o o] d d d| | «H| - - - | | N} N| Nf N| N| N|

| A | | | A | | A A | | A | | | A | | | A | | A | | o

68



c c c — - c - - c c i — c c c c c — c c c c c c c c c i — i — c c — i c c c c c i i i c
o | | A A A o~ & A= A A ] A o] & A | o] ] o o ] & | A A | A 1] A A ] oo | A o A A ] N o ] A
< — < - c e c — - c < < c < = = < = < = < < = - = < = - < = < < = < = = < < < < < < < <
c| o| | o | of €| of H| H| o] of of «| of of of of of of H| | o] «| | ol of of of d| o A o | | €| o] | of of € < < o
< c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c < c < c c < c
ol o] of o] of d| d| ol of of d| d| 4| «d| o o d| o] of of d| d| o] o d| | | | o] o] of d| o d| «d| «d| 4| o] o H| | o of o
o | of o] of d| d| d| o d| d| o A4 o] d| o] o] | of d| o of o] d| o o o o| o] o ol of of ol o| o o of o H| | of of o
o ol 4| ol o ol o] o] o] of of of of o] d| g o of o of d| o of | 4| of 4| d| o] o of o ol o «d| d| o] of o ol of o o «
o - i i o o o o o o o i c o i o i i c i i i i c o o i o o o i i i o o i o o i i o o c i
o ol 4| o o|f ol o] o] o] ol of o] of o] o | o ol o] d| of o ol o d| o o of o| o d| o] A4 o o| of o of o d| o o of «
olo n| olo | m o N S|o v d o o ole v o o o of o o of o M ~ o of wo ol A o o ~ o ole vl © o of o o w H o w
meal A|lca| © 3| N w|ecd| | ® O d|lca| d | | N Q H B »| O ™ N F| Mol ] O «f m o Qcao| I d O F| Q 4 ;| | 0
5 o o 5] o o
X X X X X X
|l o o d o o o o w o o w o o | o o S| @ o 9 o | ~f & @ v w O o ®f o d ®m o o © o od o o ©| o w
0| < ® v O < b I | | @ O F| F| o O | O | 0| O ® | @ b | | | | o0 O q | © ;v | I ® | O @ © O 0
ol ol o of r~| o o ~ N~ 4 o w d o o d o o ~ 0 o o o @ M ~ o ©o ~ M of ] o §f N df o @ @ M ™ © o o
~ | @ O ~ B O ;v | o | N | F| @ ©f b O O | ®» © o | O bl O < | W ~ | |~ o ~ B | W | @ ~ O ©
gl 3| 2| 3| 2| 3| E| 3| B B g B 3 =B 2 3 2 3 E| 2 g B 2 2 2 € E| g € 3 2 2 3 3 2 €E 3 3 3 8 2 € 3 =8
~ o o o d of o | w| o ~ o o o d N o | v O ~ | o o 4 o o | v © ~ ® o o d o m S| vl o ~ o o o
Nl N | @ o o o o M o o o o S < < < 2| §| < | ¥ | ®] v v B v VB v v v b © o © © o Y © o © o =~
T T T 1 ] B B I T I T | ] B B T T I B T I | B ] e I T T T e T T = = = = =1 =1 =1 =1 I =1 =1 I "

69



50
18
44
23

27

58

47

48

10
33

53

48

39

13
12
39

44
19

31

39

16
30

46

35

18
61

65

28

36

22

66

41

71

44
48

43

28

23

56

33

27

52
45

48

50
39

63
62
48

49

45

33
54
47

44

22

42

49

41

52
19
47

43

26
34

46

46

37
58

66
58
36
26
67

46

71

44
48

45

38
21

52
58
28

75
56
56
61
56

66
70
51
60
53
36
60
52

48

25
49

54
48

59

47

51

47

42

37

52
58
37

61

74
63
41

32
75

71

77

49

60
61

42

26
70
65
72

171

172
173
174
175

176
177
178
179
180
181
182
183

184
185
186
187
188
189
190
191

192
193

194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210

211

212

213

214

215

70



c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c i c c c c i c c c c c c c c c c c c c c
[Te] — - — [Te] - wn [Te] — - ™ — [Te] - - - - - - - - - ™ - - - — N — ™ - < = < = = < = < c c c c c c
o c e c e < c e c < c c < = < = < < = < = < = = < = < = < < = — o ol O - — - < < — < < — o
c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c — o — i i — i i i i i c i i
o c < c < < c < c < c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c ol O ol O o ol O o| © o o < ol O©
i - o o o i - i - o - o i i ol O i ol O i i i o o o i o i i i o i i o i i o i i o i c i i
o] O] ©of o o© o] Ol ©of o o] ol o o© | O O O] O O O O] O «H O] O] Ol O O] O O «H «| ol ol o] o ol o o o o « cl Of «
o c < c < < c < c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c c ol O o - o ol O c < o c < — o
o] O] ol ol o o] O Hl O] O] Ol O O] O] +Hf O O] ol O O O] ol «H o] ol ol o o] o] o « | - | O O -l O| c| O] -
ol of ol of o | o | o of of of o of o of o] of | o of «| of o of o «| o] of of of of «| of o of o of o «| o] of of «| =
[ee] — N [32] < o (@) < N~ [ce] — (2] — < [ee] - N o N (o] N~ < © L < (o] < (o] < < © N o O © — c [Te) < < © < < N~ N~
< ©f M M| N < WO S S| | ©f M o M N N~ N ™M M M < | M M W I M N —| N ™M WO N| N < N 0| N
D | O M O ©| Of O © d| Ol I © < | o ~ < C| Nl O | O © 0l O «d| o] N < [N c c c c c c c e c c c c c c
[Te] O ™ ™ ™ < wn < wn o © < o [a2] ™ M~ N [82] < [a2] < N [a2] < o < [s2] N N N

o | O M AN| N S © Q0 —Hf O © <| ©Of o o < N o9 I b < | | nl O O c c c c c c c c c c c c c c
O N < S| < | ©Of vl © W N~ v © < v~ < M < < © ™ < S| O | S| < < ™

el 2| g| €| 2| g| g| | 2| g| 2| g| 2| | g|] 2| g| | 2| €| | 2| €| | | 2| g| 2| | g| g | €| €| €| €| €| €| €| €| €| € € €| <
©| N~ o o O | N[ ™M < | ©f I~ O O Of | M [ W © | O O O | N M < | O N~ O O O | N M| < | O N~ © O O
Al | | «| N Nl N| N| N| N| Nl N N| N O] O] O MOf M| M| M| M MO MO < NAR < S < WA NABA 7o) 0 W W W w w wm w w o
AN| N| N[ N| N AN| N[ N[ N N| N[ N| N| N| N N| N AN| N[ N[ N| N| N[ N| N| N| N N N AN| N[ N[ N| N| N N| N| N| N N AN| N N N

71



39

261

262
263
264

72



Patientendaten Psoriasis

Legende:

Geschlecht: m= méannlich w= weiblich
Alter bei: PE = Probenentnahme; ED= Erstdiagnose
1= positiv; 0= negativ; n= unbekannt;

Medikation: 1= DMARDs; 2=DMARDs Kombi; 3=Biologicals; 4= DMARDs + Biologicals,

5= NSARs/keine

Nr. Geschlecht | Alter bei PE | Alter bei ED | PGRN-AK | Medikation
1 m 45 n 0 n
2 m 44 40 0 5
3 w 37 9 0 3
4 m 68 45 0 n
5 w 54 n 0 5
6 w 70 68 0 5
7 m 64 n 0 n
8 m 60 54 0 5
9 w 46 16 0 5

10 m 38 34 0 5
11 m 48 n 0 n
12 m 71 n 0 n
13 w 74 36 0 n
14 m 59 42 0 5
15 w 49 19 0 5
16 m 49 23 0 5
17 w 46 n 0 n
18 w 76 n 0 n
19 w 53 n 0 n
20 m 41 6 0 3
21 m 45 n 0 n
22 m 43 n 0 n
23 m 61 n 0 n
24 m 44 n 0 n
25 m 51 n 0 n
26 m 25 n 0 n
27 m 58 51 0 5
28 w 63 n 0 n
29 w 68 40 0 5
30 w 23 16 0 5
31 m 47 n 0 n
32 m 63 n 0 3
33 m 72 48 0 5
34 w 25 20 0 5
35 w 76 74 0 5
36 m 47 17 0 5
37 m 61 33 0 3
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Patientendaten rheumatoide Arthritis

Legende:

Geschlecht m= ménnlich w= weiblich
Alter bei: PE = Probenentnahme; ED= Erstdiagnose
1= positiv; 0= negativ; n= unbekannt;

RF= Rheumafaktor

Meds: 1= DMARDs; 2=DMARDs Kombi; 3=Biologicals; 4= DMARDs + Biologicals,

5= NSARs/keine

Steroide: 1=zusétzliche Glukokortikoidgabe; O=keine zusétzliche Glukokortikoidgabe

Nummer | Geschlecht | Alter bei PE | Alter bei ED PGAp{tII\I RF | erosiv| Medikation | Steroide | A-CCP
1 w 61 61 0 1 1 1 0 0
2 m 64 63 0 0 0 1 0 1
3 w 63 54 0 1 1 4 1 n
4 m 56 55 1 0 0 1 0 0
5 w 54 40 0 1 1 1 0 0
6 w 66 56 1 1 1 1 1 0
7 m 61 60 0 0 0 2 1 0
8 w 64 63 0 1 1 4 1 1
9 w 57 55 1 0 0 4 0 0

10 m 56 55 1 1 1 4 0 0
11 w 72 66 1 1 0 4 1 1
12 w 49 34 0 1 0 4 0 0
13 m 58 53 1 1 1 2 0 0
14 w 77 63 1 1 1 2 0 n
15 m 66 62 0 1 0 2 0 1
16 w 67 58 0 1 1 2 0 0
17 m n 41 1 0 1 4 0 1
18 m 59 58 0 0 0 4 1 1
19 W 39 30 1 1 1 1 1 1
20 w 56 56 0 0 0 5 0 0
21 w 72 64 0 0 0 1 0 1
22 m 66 49 0 1 n 5 1 0
23 w n 62 0 1 1 4 1 1
24 w 42 25 1 1 0 2 1 0
25 w 54 47 0 1 1 2 0 0
26 w 56 50 0 1 0 3 1 n
27 w 58 58 0 1 0 5 0 1
28 w 72 72 1 1 0 5 0 1
29 w 58 53 0 0 0 2 0 n
30 w n 49 0 0 1 4 0 0
31 W 52 43 0 1 1 1 0 n
33 m 63 49 0 1 0 1 1 0
34 W 60 53 1 1 1 4 1 1
35 w 71 64 1 1 1 1 1 n
36 w 48 46 0 1 0 4 0 1
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