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Deutsche Zusammenfassung  

 
Der systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine sehr heterogen verlaufende 

systemische Autoimmunerkrankung aus dem Formenkreis der Kollagenosen. Der 

variable Verlauf und die unterschiedlichen Symptome des SLE erschweren die 

Diagnosestellung. Das macht die Suche nach einem spezifischen und zugleich 

sensitiven diagnostischen Mittel so bedeutend. Die Autoantikörper-Bestimmung gegen 

Zellkernantigene ist ein wichtiger Bestandteil in der Diagnostik des SLE. 

Ziel dieser Arbeit war es zu beurteilen, ob ein Multiplex Assay (MA) mit erweitertem 

Antigenspektrum bei der Differenzierung des SLE einen zusätzlichen Nutzen bietet. Es 

wurde ein MA aus 31 Antigenen mit einem Magpix-basierten Verfahren untersucht und 

mit einem Standard Assay (SA) verglichen, der üblicherweise zum Screening 

verwendet wird. Der SA enthielt SSA (60kDa), SSA (52kDa), SSB, U1-RNP und Sm 

als Antigene, die mittels Immunoblot analysiert wurden. Seren von 153 SLE-Patienten 

(85 % weiblich, Alter 41 ± 13,5 Jahre) und 81 gesunden Kontrollen (76,8 % weiblich, 

43,3 ± 12,4 Jahre) wurden untersucht.  

Der Vergleich von in beiden Assays enthaltenen Antikörpern zeigte eine gute 

Übereinstimmung und einen guten diagnostischen Wert in der ROC-Analyse (AUC 

84,8-93,2) bei nur drei positiven gesunden Kontrollen im MA (3,7 %). Von den nur im 

MA zusätzlich enthaltenen Antikörpern waren bei SLE-Patienten sieben Antikörper 

signifikant erhöht (RPLP2, b2GP, HIST2H2AC, HIST1H4A, PRTN3, SRP, CENPB). 

Davon war HIST1H4A-IgG der Marker mit der besten Trennschärfe für die Diagnose 

des SLE (AUC 0,97, Sensitivität 95 % bei einer Spezifität von 90 %). Während der SA 

die Vorhersage der Krankheitsaktivität durch die Berücksichtigung von b2GP-

Antikörpern nur leicht verbesserte, zeigte sich eine deutliche Verbesserung durch die 

Berücksichtigung von HIST1H4A-Antikörpern. Der qualitative Nachweis von 

HIST1H4A-IgG ist wie Schaden (SDI), CRP, C3c und anti-dsDNS Antikörper 

unabhängig assoziiert zu der durch den SLAM erfassten Krankheitsaktivität. Dabei 

waren hohe Spiegel an HIST1H4A-IgG assoziiert mit einer niedrigen 

Krankheitsaktivität.  

Der in dieser Forschungsarbeit untersuchte MA kann einen potentiellen zusätzlichen 

Nutzen bieten bei der Diagnose und bei der Einschätzung der Krankheitsaktivität des 

SLE. 
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Englische Zusammenfassung  
 

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a very heterogeneous systemic autoimmune 

disease from the group of collagen diseases. The variable course and the different 

symptoms of SLE complicate the diagnosis. This is what makes the search for a specific 

yet sensitive diagnostic tool so important. The determination of autoantibodies against 

nuclear antigens is an important part of the diagnosis of SLE. 

The aim of this work was to assess whether a multiplex assay (MA) with an extended 

antigen spectrum offers additional benefit in the differentiation of SLE. A MA of 31 

antigens was analyzed using a Magpix-based method and compared to a standard assay 

(SA) commonly used for screening. The SA contained SSA (60kDa), SSA (52kDa), 

SSB, U1-RNP and Sm as antigens analyzed by immunoblot. Sera from 153 SLE 

patients (85 % female, age 41 ± 13.5 years) and 81 healthy controls (76.8 % female, age 

43.3 ± 12.4 years) were examined. 

Comparison of antibodies contained in both assays showed good agreement and 

diagnostic value in ROC analysis (AUC 84.8-93.2) with only three positive healthy 

controls in MA (3.7 %). Of the antibodies only additionally contained in the MA, seven 

antibodies were significantly increased in SLE patients (RPLP2, b2GP, HIST2H2AC, 

HIST1H4A, PRTN3, SRP, CENPB). Of these, HIST1H4A-IgG was the marker with the 

best selectivity for the diagnosis of SLE (AUC 0.97, sensitivity 95 % with a specificity 

of 90 %). While the SA only slightly improved the prediction of disease activity when 

b2GP antibodies were taken into account, a significant improvement was shown by 

including HIST1H4A. Like damage (SDI), CRP, C3c and anti-dsDNA antibodies, the 

qualitative detection of HIST1H4A-IgG is independently associated with the disease 

activity measured by the SLAM. High levels of HIST1H4A IgG were associated with 

low disease activity. 

The MA studied in this research may offer potential added value in the diagnosis and 

assessment of disease activity in SLE. 
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Abkürzungsverzeichnis: 

 
ABIM   American Board of Internal Medicine  

ACLE   Akut kutaner Lupus erythematodes 

ACR   American College of Rheumatology 

ALBIA  Adressable Laser Beads Immunoassays  

ANA   Antinukleäre Antikörper  

APS   Antiphospholipidsyndrom 

AUC   Area under the curve 

CAPS   Carotid Atherosclerosis Progression Study 

CarP   Carbamyliertes Peptid 

CCD   Charge-coupled-Device 

CCLE   Chronisch kutaner Lupus erythematodes 

CCP   cyklisch-citrulliniertes Peptid 

CT   Computertomographie 

DGRh   Deutsche Gesellschaft für Rheumatologie 

DILE  drug-induced lupus erythematosus =  

Medikamenten induzierter Lupus erythematodes 

DNA   deoxyribonucleic acid = Desoxyribonukleinsäure 

dsDNA  double-stranded DNA = doppelsträngige DNA 

ELISA   Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

ENA   Extrahierbare nukleäre Antikörper 

EULAR  European League Against Rheumatism 

ICC   Intraklassenkorrelation 

ID   Idiotyp 

IFT   Immunfluoreszenztest 

IIF   Indirekte Immunfluoreszenz 

IL   Interleukin 

INF   Interferon 

LIA   Line Immunoassay 

MA   Multiplex Assay 

MAK   Membran-Angriffs-Komplex 

MFI   Mittlere Fluoreszenzintensität  
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MMF   Mycophenolat-Mofetil 

MRT   Magnetresonanztomographie 

MTX   Methotrexat 

NA   Nicht Anwendbar 

NET  Neutrophil extracellular Traps = neutrophile extrazelluläre Netze 

NLE   Neonataler Lupus erythematodes 

NPV   Negativer prädiktiver Wert 

PPV   Positiver prädiktiver Wert 

PRTN3  Proteinase 3 

RPLP2   ribosomal protein lateral stalk subunit P2 

RIA   Radioimmunoassay  

RNA   ribonucleic acid = Ribonukleinsäure 

RNP   Ribonukleoprotein 

ROC   Receiver Operating Characteristics 

RPM   revolutions per minute = Umdrehungen pro Minute 

SA   Standard Assay 

SCLE   Subakut kutaner Lupus erythematodes 

SD   Standard deviation = Standardabweichung 

SDI   SLICC/ACR Damage Index = SLICC/ACR Schädigungsindex 

SLE   systemischer Lupus erythematodes 

SLEDAI  Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index 

SLICC   Systemic Lupus International Collaborating Clinics 

Sm   Smith 

snRNP   small nuclear ribonucleoprotein 

ssDNA   single-stranded DNA = einsträngige DNA 

SRP   signal recognition particle 

ZNS   Zentrales Nervensystem 
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1 Einleitung 

1.1 Systemischer Lupus erythematodes 

1.1.1 Einordnung der Erkrankung 

Der systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine systemische 

Autoimmunerkrankung mit variablem schubförmigem Verlauf, die zu den 

Kollagenosen gezählt wird. Ein Befall nahezu aller Organsysteme, z. B. von Haut, 

Gelenken, Nieren, serösen Häuten und des Nervensystems ist möglich (1). Insbesondere 

die Beteiligung von inneren Organen ist entscheidend für die Prognose und beeinflusst 

somit auch die Therapie (2). 

1.1.2 Epidemiologie 

Die Angaben zur Prävalenz des SLE variieren in der Literatur und Studien zur 

Epidemiologie sind oft Gegenstand der Forschung. 

Im Jahr 2002 lag laut einem Datensatz der gesetzlichen Krankenversicherung in 

Deutschland die Prävalenz von diagnostiziertem SLE in Deutschland bei 37/100.000 

mit einem Geschlechterverhältnis von Frauen zu Männern von 4:1 (3). In anderen 

Ländern reicht die Prävalenz von 10/100.000 bis 159/100.000 (4–11). Dabei ist die 

Prävalenz bei Afrikanern, Afroamerikanern, Lateinamerikanern, Asiaten und Personen 

aus der Karibik am höchsten und Afrikaner, Lateinamerikaner und Asiaten haben ein 

höheres Risiko eine schwerwiegendere Form des SLE zu entwickeln (9). 

Die Mortalität des SLE hat sich seit den 1950er Jahren deutlich verbessert, vor allem 

durch frühere Diagnosestellung und bessere Therapiemöglichkeiten (12). Die 4-Jahres-

Überlebensrate lag 1955 noch bei 51 % (13). Im Vergleich dazu liegt die 5-Jahres-

Überlebensrate seit den 1990er Jahren bei ungefähr 90 % und die 10-Jahres-

Überlebensrate bei ungefähr 80 % (14–19). Bernatsky et al. zeigten in einer 

internationalen Studie an 9.547 SLE-Patienten, dass die standardisierte Mortalitätsrate 

besonders hoch ist bei weiblichem Geschlecht, jüngerem Alter und einer 

Krankheitsdauer von unter einem Jahr (20). 
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1.1.3 Ätiologie und Pathogenese 

Es sind unterschiedliche genetische, hormonelle, umweltbedingte als auch das 

Immunsystem betreffende Faktoren bekannt, die an der Entstehung des SLE beteiligt 

sind (21–24). 

Für eine genetische Veranlagung des SLE sprechen unter anderem die Konkordanzraten 

bei monozygoten Zwillingen mit 24 % im Vergleich zu 2 % bei dizygoten Zwillingen 

(25). Ursächlich kann ein kombinierter Effekt von mehreren Genen oder seltener auch 

der Verlust eines einzelnen Gens sein (wie z. B. der Komplement-Komponenten C1q 

oder C4) (26–32). 

Zu den Hauptmerkmalen des SLE gehören die Autoantikörperproduktion, die 

Aktivierung des Komplementsystems und die Ablagerung von Immunkomplexen im 

Gewebe (33). Für die Produktion der typischen Autoantikörper werden vor allem 

fehlregulierte T-Helferzell- und B-Zell-Interaktionen verantwortlich gemacht (34–36). 

Dabei kommt es durch den Verlust der Immuntoleranz gegen körpereigene Antigene zu 

hyperaktiven B-Zellen, die Autoantikörper produzieren. Diese Autoantikörper sind vor 

allem gegen DNA (Desoxyribonukleinsäure) und RNA (Ribonukleinsäure)-assoziierte 

Epitope gerichtet und werden antinukleäre Antikörper (ANA) genannt (37). Allgemein 

werden unter ANA „alle Antikörper zusammengefasst, die mit nicht 

gewebespezifischen Zellkernantigenen reagieren“ und zu ihnen gehören z. B. 

Antikörper gegen einsträngige (single strand=ss) und doppelsträngige (double 

strand=ds) DNA, Histone und Nukleosome (38). 

 

Warum die Autoantikörper bei SLE vor allem gegen Zellkernbestandteile gerichtet sind, 

ist noch nicht endgültig verstanden. Während des Reifungsprozesses werden diese 

Zellkernbestandteile weniger wahrscheinlich dem Immunsystem ausgesetzt und 

durchlaufen nicht dieselben Mechanismen der Selbstpräsentation wie zytosolische und 

sekretorische Proteine. Daher könnten diese Zellkernbestandteile bei der Präsentation 

wahrscheinlicher als Nicht-Selbst erkannt werden (37). Es gibt jedoch auch Antikörper 

gegen zytoplasmatische Antigene wie das ribosomale P-Protein, gegen 

Komplementfaktoren, Zelloberflächenmoleküle oder Phospholipide (39). 

Sobald Antikörper im Gewebe oder im Blutstrom sind, können sie Immunkomplexe 

durch Vernetzung mit ihren Antigenen bilden. Diese Immunkomplexe lagern sich in 

Geweben wie der Haut, der Niere und dem zentralen Nervensystem (ZNS) ab und 
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führen so zu Entzündungen, indem sie das Komplementsystem aktivieren (40). 

Antikörper gegen Phospholipide führen eher zu einer Thrombophilie (41). 

Viele ANA-positive Menschen bleiben gesund, was andeutet, dass zusätzliche 

Immundysregulationen an der SLE-Pathogenese beteiligt sein müssen. Um 

herauszufinden, ob noch andere Signalwege bei SLE-Patienten fehlreguliert sind, 

untersuchten Lu et al. in ihrer Studie die Proben von 84 Individuen, denen vor der SLE 

Diagnosestellung (durchschnittlicher Zeitraum bis zur Diagnose: 5,98 Jahre) Seren 

abgenommen worden sind und verglichen sie mit gesunden Kontrollen. Es wurden 

SLE-assoziierte Antikörper und lösliche Mediatoren untersucht. Dabei fand man heraus, 

dass viele lösliche Mediatoren, einschließlich Interleukin (IL)-5, IL-6 und Interferon- γ 

(IFN-γ), in Krankheitsfällen signifikant erhöht waren, z. T.  mehr als 3,5 Jahre vor der 

Klassifikation, als auch vor oder gleichzeitig mit Autoantikörper-Positivität. Zusätzlich 

stiegen noch andere Mediatoren in den Fällen an, die sich der SLE Diagnosestellung 

annäherten, aber nicht in den Kontrollen. Aus diesen Ergebnissen lässt sich schließen, 

dass Immundysregulationen einschließlich mehrerer unterschiedlicher Signalwege zur 

SLE-Pathogenese beitragen. Insbesondere können bestimmte immunologische Profile 

prognostisch sein für die Entwicklung eines klinischen SLE und vielleicht sogar 

nützlich sein, um neue therapeutische Ziele zu entdecken (42). 

Neben dem erworbenen Immunsystem mit Antikörper-Bildung spielt auch das 

angeborene Immunsystem eine wichtige Rolle in der Entstehung des SLE. 2004 

entdeckten Brinkmann et al. einen neuen antimikrobiellen Abwehrmechanismus der 

neutrophilen Granulozyten. Bei dieser Art des Zelltodes bilden diese neutrophile 

extrazelluläre Netze (NET = neutrophil extracellular traps) um Erreger sozusagen 

einzufangen (43). Wenn NETs jedoch nicht rechtzeitig entfernt werden, schädigen sie 

das Gewebe und können ein Ursprung von neuen Autoantigenen sein (44). Zwei 

Studien aus den Jahren 2010 und 2012 zeigten außerdem, dass ein gestörter NET Abbau 

mit erhöhten anti-dsDNA Antikörper Titern assoziiert ist (45,46). Dies könnte also ein 

zusätzliches Ziel bei der Autoantikörper-Bildung sein. 

 

Ein weiterer wichtiger Bestandteil in der Ätiopathogenese des SLE scheint die 

Apoptose zu sein und zwar in Kombination mit einem Defizit an Elimination von 

apoptotischen Zellen bzw. Zellmaterial. Diese Beseitigung von Zellen oder Chromatin, 
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die bei der Apoptose entstehen, nimmt eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der 

Gewebe-Homöostase und bei dem Schutz des Gewebes vor entzündlichen und 

immunogenen Inhalten ein. Nach oxidativem Stress durch UV-Licht, Traumata und 

möglicherweise Virus-Infektionen gehen vermehrt Zellen in Apoptose und durch 

mangelnde Entfernung der apoptotischen Zellen kann es zu einer erhöhten Menge an 

potentiellen Autoantigenen kommen und somit die Bildung von Autoantikörpern 

begünstigt werden (47–50). 

 

Zusammenfassend ist die Ätiopathogenese des SLE komplex, wahrscheinlich durchaus 

mit interindividuellen Unterschieden und bis zum heutigen Tag noch unvollständig 

verstanden.  

1.1.4 Klinik 

Die Klinik des SLE ist äußerst variabel und kann sowohl auf die Haut beschränkt sein 

als auch innere Organe betreffen. Die meisten SLE-Patienten haben unspezifische 

Symptome wie Abgeschlagenheit oder Myalgien und eine B-Symptomatik (Fieber, 

Gewichtsverlust, Nachtschweiß). Typisch für den SLE sind Hautbeteiligungen, zum 

Beispiel in Form eines Schmetterlingserythems, Arthralgien, eine Beteiligung der 

serösen Häute in Form einer Pleuritis oder Perikarditis, außerdem Entzündungen der 

Nieren, des zentralen Nervensystems (ZNS) und des hämatologischen Systems. Die 

Lupusnephritis und der neuropsychiatrische Lupus gehören zu den schwerwiegendsten 

Verlaufsformen im Rahmen einer Organbeteiligung und können zu einer deutlich 

eingeschränkten Lebenserwartung führen (51). 

1.1.5 Diagnose 

Die frühzeitige richtige Diagnosestellung nimmt beim SLE eine entscheidende Rolle 

ein, da dadurch die frühestmögliche Therapie, der Krankheitsverlauf und somit die 

Prognose maßgeblich verbessert werden können (52). Erschwerend kommt hinzu, dass 

der SLE eine Erkrankung ist, die einen variablen rezidivierenden und remittierenden 

Verlauf nehmen und die potentiell jedes Organ betreffen kann. Es kann zum Beispiel 

zum einen Verläufe geben, die nur mit Allgemeinbeschwerden oder 

Gelenkbeschwerden beginnen, und zum anderen auch schwerwiegendere Verläufe mit 
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Organbeteiligungen von Beginn an. Das macht die Suche nach einem verlässlichen 

diagnostischen Mittel umso wichtiger (53).  

 

Bei der Diagnosesicherung, zumeist durch einen Spezialisten, spielen Antikörper eine 

wichtige Rolle. Durch eine schnelle Zuordnung über Antikörper und eine darauffolgend 

gezielte Therapie können nämlich Remissionsraten und die Prognose verbessert werden 

(54). Zudem können Antikörper die früheste Manifestation eines SLE sein und als erster 

diagnostischer Hinweis dienen, weil sie schon Jahre vor einer Diagnosestellung 

nachweisbar sein können (55–58). In Zukunft werden weitere Biomarker in der 

Diagnostik immer mehr an Bedeutung gewinnen, „um den SLE von anderen 

Krankheiten zu unterscheiden und um die Krankheitsaktivität zu überwachen“ (59).  

 

Eine Klassifikation für den SLE ist das erste Mal im Jahr 1971 von dem American 

College of Rheumatology (ACR) entwickelt worden. Seitdem folgten Überarbeitungen, 

unter anderem in den Jahren 1982 und 1997. 

Im Jahr 2012 wurden die SLICC Kriterien von den Systemic Lupus International 

Collaborating Clinics vorgestellt, die auf neuen Erkenntnissen über Autoantikörper und 

der Wichtigkeit von erniedrigten Komplementfaktoren basieren (59). Im Vergleich zu 

der ACR-Klassifikation zeigten die SLICC Kriterien bei einer Validierungsstichprobe 

bei 690 SLE-Patienten weniger Fehldiagnosen (62 im Gegensatz zu 74) und eine höhere 

Sensitivität (97 % versus 83 %), aber eine niedrigere Spezifität (84 % versus 96 %) 

(60). 

 

2019 wurden neue Klassifikationskriterien für die Diagnostik des SLE vorgestellt, die 

von der European League Against Rheumatism (EULAR) und dem American College 

of Rheumatology (ACR) erarbeitet wurden (siehe Tabelle 1). Hierbei gilt der 

mindestens einmalige Nachweis von ANA als Einschlusskriterium. Zudem gibt es 

sieben klinische und drei immunologische Gebiete, denen Kriterien zugeteilt sind, die je 

mit einer Punktzahl von 2 – 6 gewertet werden. Um die Kriterien für einen SLE zu 

erfüllen, muss eine Mindestpunktzahl von 10 erreicht werden.  
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Tabelle 1. Relative Wichtung der EULAR/ACR-Klassifikationskriterien des 
systemischen Lupus erythematodes. 

Gebiet Kriterium Wichtung 

Klinisch   

Konstitutionell Fieber 2 

Hämatologisch Leukopenie 3 

 Thrombozytopenie 4 

 Autoimmunhämolyse 4 

Neuropsychiatrisch Delir 2 

 Psychose  3 

 Krampfanfall 6 

Mukokutan Alopezie 2 

 Orale Ulzerationen 2 

 SCLE/DLE 4 

 ACLE 6 

Serosa Erguss 5 

 Akute Perikarditis 6 

Muskuloskeletal Gelenkbeteiligung 6 

Renal Proteinurie 4 

 Klasse II/V 8 

 Klasse III/IV 10 

Immunologisch   

Antiphospholipid-AK Antiphospholipid 2 

Komplement C3 oder C4 vermindert 3 

 C3 und C4 vermindert 4 

SLE-spezifische AK Anti-Sm 6 

 Anti-dsDNA 6 
Die vereinfachte relative Wichtung der EULAR/ACR-Klassifikationskriterien (European League Against 
Rheumatism/American College of Rheumatology), die aus dem Phase III Konsensmeeting aus dem Jahr 2019 
abgeleitet wurden. Für die Klassifikation eines SLE muss durch Addition der relativen Wichtung der Kriterien eine 
Mindestpunktzahl von 10 erreicht werden. ACLE = Akut kutaner Lupus erythematodes. AK = Antikörper. DLE = 
Diskoider Lupus erythematodes. SCLE = Subakut kutaner Lupus erythematodes. SLE = Systemischer Lupus 
erythematodes. 
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Zudem hat die European League Against Rheumatism (EULAR) Empfehlungen für die 

Überwachung von Patienten mit SLE in der klinischen Praxis entwickelt. Ziel dieser 

Empfehlungen ist es mittels eines validierten Aktivitätsinstruments eine standardisierte 

Einschätzung der Krankheitsaktivität, der Organbeteiligung und der Komorbiditäten, 

wie kardiovaskuläres Risiko, Osteoporose und Infektionsrisiko, zu bieten (61). 

 

Die Krankheitsaktivität kann beschrieben werden als die „reversible Manifestation des 

zugrundeliegenden inflammatorischen Prozesses“ und „reflektiert die Art und den 

Schweregrad der Organbeteiligung“ (62). Die Beurteilung der Krankheitsaktivität 

nimmt eine wichtige Rolle ein, da durch sie unter anderem ein Krankheitsschub 

definiert werden kann. Obwohl es keine allgemein gültige Definition des 

Krankheitsschubes gibt, sind sich viele Experten einig, dass ein Schub als ein messbarer 

Anstieg der Krankheitsaktivität definiert werden kann, der in einer Änderung der 

Therapie resultiert (63). 

Für die Beurteilung der Krankheitsaktivität gibt es unterschiedliche Scores, wie den 

„British Isles Lupus Assessement Group“  (BILAG), den „European Consensus Lupus 

Activtiy Measure“ (ECLAM), den „Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity 

Index“ (SLEDAI) oder den „Systemic Lupus Activity Measure“ (SLAM) (61).  

Zudem konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass erhöhte Spiegel an anti-dsDNA 

und verminderte Spiegel an C3 ein Risiko für einen Anstieg der Krankheitsaktivität 

darstellen (64–71). 

1.1.6 Therapie  

Durch den variablen klinischen Verlauf und die Beteiligung unterschiedlicher Organe 

ist die Therapie des SLE sehr komplex und muss bei jedem Patienten individuell an das 

Krankheitsbild angepasst werden. Ein wichtiger Bestandteil der Therapie ist unter 

anderem die Schulung der Patienten, damit sie UV-Licht und Rauchen meiden. Zudem 

sollten Patienten über kardiovaskuläre Risikofaktoren und die Behandlung von anderen 

Risikofaktoren, wie zum Beispiel der Osteoporose aufgeklärt werden (72–75). 

 

Allgemein kann man die Therapie des SLE in zwei Gruppen unterteilen, und zwar 

danach, ob keine, eine leichte und/oder eine mittelschwere Organbeteiligung vorliegt 

oder ob es sich um eine aktive Organbeteiligung handelt. 
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Alle Patienten sollten bei fehlenden Kontraindikationen eine Therapie mit einem 

Antimalariamittel (Hydroxychloroquin oder Chloroquin) erhalten, da hierfür zahlreiche 

präventive Effekte bekannt sind (76,77). Darüber hinaus richtet sich die Therapie nach 

der Aktivität und Organbeteiligung und umfasst den BLyS-Antikörper Belimumab, 

Azathioprin, Cyclophosphamid, Glukokortikosteroide und andere nicht zugelassene 

immunsuppressive Substanzen wie MTX, MMF oder Rituximab (61,78,79). 

Neue Therapiemöglichkeiten sind nach wie vor Gegenstand der Forschung (72,80–83). 

 

Um die Langzeitprognose des SLE weiter zu verbessern, sollten auch Strategien 

angewandt werden, die dazu beitragen Langzeit-Komplikationen zu reduzieren, 

einschließlich der Prophylaxe gegen Infektionen, der Kontrolle von Risikofaktoren für 

Arteriosklerose und der Tumor-Früherkennung (84).  

1.2 Rheumatologische Diagnostik 

1.2.1 Allgemein 

SLE ist die Autoimmunerkrankung mit der größten Anzahl an nachweisbaren 

Autoantikörpern (85). Die ersten Antikörper gegen DNA wurden im Jahr 1957 und die 

ersten Antikörper gegen Antigene außer DNA im Jahr 1966 beschrieben (86–88). In 

einem Review aus dem Jahr 2015 beschrieben Yaniv et al. insgesamt 180 bekannte 

Autoantikörper (89). Dabei gehören die häufigsten Antikörper des SLE zu den 

Antinukleären Antikörper (ANA), und die Mehrheit der Patienten (> 95 %) haben 

irgendwann zu einem Zeitpunkt ihres Krankheitsverlaufes einen positiven ANA-Titer 

(51).  

 

Entscheidend für ein gutes diagnostisches Verfahren ist vor allem, dass der Test eine 

gute Sensitivität hat (erkennt alle mit der Krankheit), eine gute Spezifität (erkennt nur 

diejenigen mit der Krankheit), einen hohen positiven prädiktiven Wert (PPV), d.h. Rate 

an richtig positiv getesteten Patienten von allen Positiven, und einen hohen negativen 

prädiktiven Wert (NPV), d.h. Rate an richtig negativ getesteten Patienten von allen 

Negativen. 

Weiterhin wäre es wünschenswert neben der Diagnostik mittels eines geeigneten 

Testverfahrens Aufschlüsse über die Krankheitsaktivität zu gewinnen (90). 
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Grundsätzlich sollte ein Test reproduzierbar sein und in unterschiedlichen Laboren 

durchgeführt zu vergleichbaren Ergebnis kommen.  

 

Für den Nachweis von ANAs wird üblicherweise der Immunfluoreszenztest (IFT) 

angewandt, gelegentlich werden ANA auch mittels leichter automatisierbarer Enzyme-

linked Immunosorbent Assay (ELISA) oder Line Immunoassay (LIA) einer Mischung 

spezifischer Antigene bestimmt. Antigenspezifitäten (ENA) werden anschließend 

anhand von Immunoblots (z.B. Line Immunoassays), Immundiffusion, Line 

Immunoassays, Hämagglutination, Komplementfixierung, Festphasen-Immunassays 

(ELISA oder Western Blot) oder Radioimmunassays (RIA) berichtet, wobei 

Immunoblots und ELISA die am häufigsten verwendeten Verfahren darstellen. 

 

Der IFT erfolgt mittels Indirekter Immunfluoreszenz (IIF). Die IIF erfolgt an der 

Larynx-Karzinomzelllinie HEP-2 bzw. für den dsDNA-Nachweis mittels des 

Flagellaten Crithidia luciliae. Die Methode wurde das erste Mal im Jahr 1950 von 

Coons und Kaplan beschrieben. (91–93). Die Hep-2-Zelllinie ist abgeleitet von einem 

epithelialen Zelltumor und bietet ein standardisiertes Substrat für den Nachweis von 

ANA und hat die Nagetier-Schnitte größtenteils ersetzt. 

 

Einige Autoantikörper haben im klinischen Alltag eine Bedeutung über die 

Diagnosestellung hinaus und sind mit erhöhter Krankheitsaktivität (insb. dsDNA-

Antikörperkonzentrationen) oder mit bestimmten Organmanifestationen assoziiert (z. B. 

C1q-Antikörper mit der Lupusnephritis oder Ribosomales-P-Antikörper mit 

Neuropsychiatrischem Lupus) (55). Im Folgenden werden die wichtigsten in der 

Diagnostik des SLE zum Einsatz kommenden Autoantikörper näher beschrieben: 

 

Der Nachweis von ANA ist sehr charakteristisch für Patienten mit SLE und nur wenige 

Patienten mit SLE zeigen keine ANA (d. h. hohe Sensitivität). Andererseits sind ANA 

mit zunehmendem Alter in steigender Konzentration nachweisbar, sind gehäuft bei 

anderen Erkrankungen wie z. B. Lebererkrankungen, Infektionserkrankungen und 

Schilddrüsenerkrankungen sowie gelegentlich in meist geringen Konzentrationen auch 

bei Gesunden zu finden (d. h. geringe Spezifität für die Diagnose eines SLE). Da ein 

negatives Testergebnis die Diagnose eines SLE aufgrund der hohen Sensitivität sehr 
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unwahrscheinlich macht, werden ANA als Eingangskriterium in der neuen 

ACR/EULAR-Klassifikation genutzt (90,94–97). 

 

Die zusätzliche Bestimmung von antigen-spezifischen ANA wie unter anderem SSA-, 

SSB-, U1-RNP- und Sm-Antikörpern, die in den meisten Standard-Assays bestimmt 

werden (auch als extrahierbare nukleäre Antigene (ENA) bezeichnet) erlaubt eine 

weitere Differenzierung der ANA. Bestimmte ENA zeigen eine sehr hohe Spezifität für 

die Diagnose eines SLE, sind in ihrer Frequenz aber sehr gering. Umgekehrt sprechen 

manche Antigenspezifitäten von ANA sogar eher gegen die Diagnose eines SLE, z.B. 

DFS-70-Antikörper (51,91,98). Theoretisch wäre daher die laborchemische Diagnose 

eines SLE mit hoher Spezifität und ausreichender Sensitivität durch eine Kombination 

von sehr spezifischen ENA eine Erleichterung in der Diagnostik. 

 

Anti-dsDNA sind assoziiert mit der Krankheitsaktivität des SLE und einer renalen 

Beteiligung (85,99–102). Nur in wenigen Studien zeigte sich kein Zusammenhang von 

anti-dsDNA mit der Krankheitsaktivität, wobei hierbei mitunter verschiedene 

Labormethoden (ELISA, RIA) zum Einsatz kamen (103–105), die das Ergebnis 

beeinflussen. 

Anti-dsDNA erkennen unterschiedliche DNA-Strukturen und können auch an andere 

Antigene als DNA binden, wie zum Beispiel an Annexin II, Laminin, Kollagen III, 

Kollagen IV oder Komplementrezeptor Typ 1 (C1q) (106). 

Neben anti-dsDNA gibt es auch noch andere Antikörper für die Überwachung und die 

Vorhersage einer renalen Beteiligung, wie anti-Chromatin/Nukleosom-Antikörper und 

anti-C1q-Antikörper (33,107–110). 

 

Bei durchschnittlich 51% der SLE-Patienten sind Histon-Antikörper nachweisbar 

(111–114,100,115–117). 

Histone bilden zusammen mit der DNA und anderen Proteinen das eukaryotische 

Chromatin. Die Einheit aus Histonen und DNA bezeichnet man als Nukleosom 

(118,119). Dabei bilden die Histone ein Oktamer, das aus je zwei H2A, H2B, H3 und 

H4 besteht, um das sich die DNA windet. H1-Proteine binden an die Linker-DNA 

zwischen den Nukleosomen (118,120).  

Die Gene der Histone sind in Clustern organisiert, was zu multiplen Kopien jedes Gens 

und unterschiedlichen Histon-Proteinen führt, deren funktionelle Besonderheiten noch 
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nicht vollständig erforscht sind (118,119). Antikörper gegen Nukleosome und gegen 

Ablagerungen von entstehenden Immunkomplexen sind beteiligt an der Pathogenese 

des SLE (120). Daher ist das Testen von Nukleosom-Antikörpern eine 

vielversprechende Möglichkeit bei der Verbesserung des diagnostischen Potenzials von 

Labortests für SLE. Allerdings wurde betont, dass Nukleosome eine große Vielfalt an 

individuellen Komponenten enthalten, wie unterschiedliche Histone oder 

doppelsträngige DNA, und dass Versuche unternommen werden sollten, das Ziel von 

potentiellen diagnostischen Antikörpern genau zu definieren (121). 

 

Anti-Ro/SSA und Anti-La/SSB Antikörper gehören zu den häufigsten gemessenen 

ENAs und treten bei SLE mit einer Prävalenz zwischen 20 und 30 % auf (122). 

Außerdem sind sie mit dem Sjögren Syndrom, dem subakut kutanen Lupus 

erythematodes (SCLE) und dem neonatalen Lupus erythematodes (NLE) assoziiert; 

anti-RO/SSA sind im Durchschnitt 3,4 Jahre vor der Diagnose eines SLE nachweisbar 

(56,123–126). 

Anti-Ro sind assoziiert mit kutaner Vaskulitis, Photosensibilität und Sicca-Syndrom, 

aber mit einer niedrigeren Prävalenz für Thrombozytopenie (122). Anti-La sind 

assoziiert mit einem Schmetterlingserythem, Photosensibilität, Arthritis, Serositis und 

Thrombose (122,127,128). 

Zudem haben schwangere Frauen, bei denen anti-Ro nachweisbar sind, ein höheres 

Risiko ein Kind mit einem angeborenen Herzblock zu gebären (129–133). 

Bei anti-Ro/SSA kann man zwischen zwei Antigenen unterscheiden, die sich durch ihre 

Molekularmasse unterscheiden, dem SSA/Ro60 und dem SSA/Ro52 (134). Beide 

bestehen aus unterschiedlichen Proteinen, die von unterschiedlicher DNA kodiert 

werden und unterscheiden sich biochemisch und immunologisch (134,135). Ro60, auch 

TROVE2 genannt, und Anti-La sind RNA-bindende Proteine und Ro52, auch TRIM52 

genannt, ist eine Ubiquitin-E3-Ligase (135–138).  

 

Anti-Sm sind mit einer Spezifität von 98 % spezifischer als anti-dsDNA-Antikörper, 

aber mit einer Sensitivität von 24 % nicht so sensitiv für den SLE. Sie treten 

vorwiegend bei Patienten mit oralen Ulzerationen und Myositis auf und seltener bei 

Patienten mit Sicca-Syndrom (55,122,139–141).  

Anti-Sm richten sich gegen 7 Proteine (B/B`, D1, D2, D3, E, F, G), die den 

gemeinsamen Kern von U1-, U2-, U4- und U5-Partikeln des snRNP (small nuclear 
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ribonucleoprotein) bilden (139). snRNP bestehen aus snRNA (small nuclear RNA) und 

unterschiedlichen Proteinen und sind Teil des Spliceosoms (139). 

 

Anti-U1 RNP (Ribonukleoprotein) Antikörper sind assoziiert mit dem SLE und 

Mischkollagenosen. Diese sind durch das Vorhandensein von Merkmalen 

unterschiedlicher rheumatischer Krankheitsbilder wie dem SLE, der Systemischen 

Sklerose, der Polymyositis und der rheumatoiden Arthritis gekennzeichnet (142,143). 

Das Vorhandensein von anti-U1 RNP in Liquor ist zudem assoziiert mit 

neuropsychiatrischen Manifestationen (144). Die Prävalenz der anti-U1 RNP lag in 

einem Euro-Lupus-Projekt aus dem Jahr 2006 bei 13 % und Patienten mit diesen 

Antikörpern hatten eine höhere Inzidenz für ein Raynaud-Phänomen, Myositis und 

Lymphadenopathie (122). Die Anti-RNP Antikörper richten sich gegen die Proteine A, 

C und 70K, die mit U1-RNA assoziiert sind und U1-snRNP bilden (143,144,139). 

 

Das Komplementsystem spielt eine wichtige Rolle in der Ätiopathogenese des SLE 

und auch die Spiegel der Komplementkomponenten und der Antikörper gegen diese 

scheinen eine Aussage über die Krankheitsaktivität zu erlauben (145). Das 

Komplementsystem ist ein Teil der unspezifischen Immunabwehr und ist zum einen an 

der Elimination von Immunkomplexen und apoptotischen Zellen als auch an 

Entzündungsprozessen im Rahmen von Autoimmunerkrankungen beteiligt (146). Man 

unterscheidet unterschiedliche Aktivierungswege, die jedoch alle in der Aktivierung 

einer C3-Konvertase münden und eine gemeinsame Endstrecke mit der Bildung eines 

Membran-Angriffs-Komplex (MAK) haben (147). Dabei ist C3 gemessen an der 

Konzentration das am häufigsten vorkommende Komplement-Protein mit normalen 

Plasma-Spiegeln von 90-180 mg/dl und C4 das zweithäufigste, mit normalen 

Konzentrationen von ungefähr 12-50mg/dl (148). 

Swaak et al. untersuchten die Seren von 78 SLE Patienten und verglichen die anti-

dsDNA-Spiegel und die Krankheitsaktivität mit den Spiegeln der Komplementfaktoren 

C1q und C3. Bei allen Patienten mit einem niedrigen C1q- und einem niedrigen C3-

Spiegel und einer deutlichen Abnahme von anti-dsDNA nahm die renale Funktion ab 

oder ein schon vorherrschender Nierenschaden wurde schwerwiegender. Der Abfall der 

anti-dsDNA Antikörper kommt dabei wahrscheinlich durch eine Komplexbildung mit 

DNA zustande (69). In einer weiteren Studie untersuchten Swaak et al. bei 143 SLE 

Patienten den Zusammenhang zwischen Klinik, anti-dsDNA und dem Gehalt an 
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Komplementkomponenten. Diese Ergebnisse gaben Anhalt dafür, dass man durch 

Beachten der Komplement- und anti-dsDNA-Spiegel nicht nur Exazerbationen 

hervorsagen kann, sondern auch Hinweise auf das Krankheitsmuster erlangen kann 

(149). Diese Ergebnisse wurden so aber nicht validiert. 

Andere Studien von Garin et al. und Buyon et al. belegten ebenfalls den 

Zusammenhang zwischen dem C3-Spiegel und der Krankheitsaktivität, und Weinstein 

et al. zeigten, dass anti-dsDNA- und C3-Spiegel zusammen einen guten Vorhersagewert 

für die Diagnose eines SLE haben (70,71,150). 

Des Weiteren gibt es Antikörper, die gegen Komponenten des Komplementsystems 

gerichtet sind, wie zum Beispiel den Anti-C1q-Antikörper, der die erste Komponente 

des klassischen Komplementsystems als Ziel hat, und der der beste Prädiktor in der 

Beurteilung der Organbeteiligung vor allem in Bezug auf Lupusnephritis ist (151–153). 

 

Das Antiphospholipidsyndrom (APS) ist durch rezidivierende Aborte und 

Thrombosen gekennzeichnet (41). Zu den laborchemischen Klassifikationskriterien des 

APS gehört zudem der Nachweis von Lupus Antikoagulans, Anticardiolipin-

Antikörpern oder anti-beta(2)-Glykoprotein-Antikörper (154–157). Die Häufigkeiten 

bei SLE-Patienten variieren in unterschiedlichen Studien: 10-30 % der SLE-Patienten 

haben das Lupus Antikoagulans, 35-45 % anti-beta2GP1 und bis zu 17 % - 86 % haben 

einen positiven Test für Anticardiolipin-Antikörper (158–161). 

Dabei sind vor allem IgG Antiphospholipid-Antikörper klinisch relevant, da Antikörper 

vom IgM-Typ auch unspezifisch bei Gesunden, nach Infektionen oder nach Untergang 

von Gewebe erhöht sein können (157,162–166). 

Das Antiphospholipidsyndrom wurde zum ersten Mal im Rahmen eines SLE 

beschrieben und im Anschluss auch als eigenständiges primäres 

Antiphospholipidsyndrom. Aber auch Patienten mit einem primären 

Antiphospholipidsyndrom weisen häufig ANA oder anti-dsDNA auf, was die enge 

Beziehung des Antiphospholipidsyndroms zum SLE widerspiegelt (154). 

Zudem können Antiphospholipid-Antikörper einen frühen Schaden bei SLE 

vorhersagen und SLE-Patienten mit Antiphospholipid-Antikörpern sind anfälliger dafür 

eine pulmonale Hypertension zu entwickeln (167,168). Diese pulmonale Hypertension 

entwickelt sich möglicherweise auf dem Boden von Mikrothromben (168). 

Weitere Manifestationen können die Herzklappen betreffen, zum Beispiel als Libman-

Sachs-Endokarditis oder Mitralklappenverdickungen oder sich als neurologische, 
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nephrologische, dermatologische und muskuloskeletale Manifestationen äußern, wie 

zum Beispiel Migräne, Epilepsien, thrombotische Mikroangiopathie der Niere, Livedo 

reticularis oder racemosa oder avaskuläre Knochennekrosen (169,169,162). 

1.2.2 Multiplex Assays 

Bei der IIF werden Zellen als Antigen-Substrat genutzt, um Autoantikörper zu 

detektieren. Dafür wird das Patientenserum auf den Zellen inkubiert und nach einer 

Waschung ergeben hinzugegebene fluoreszierende anti-IgG Antikörper ein 

Fluoreszenzmuster, das man wiederum bestimmten Autoantigenen zuordnen kann. Die 

Auswertung erfolgt mit einem Fluoreszenzmikroskop. Veränderungen der 

Inkubationszeiten, der Verdünnungen oder der Puffersysteme können zu Abweichungen 

bei der Auswertung führen. Die Mikroskopie mittels Fluoreszenzmikroskop und die 

Musterbewertung sollte zudem von erfahrenen Mitarbeiter/innen erfolgen (170). 

 Das Ergebnis der ANA-IIF enthält immer die folgenden drei Dinge: Das 

Fluoreszenzmuster, das verwendete Substrat und den Titer eines positiven Ergebnisses 

(171,172). Zur Auswertung der Fluoreszenzmuster wurde von einer internationalen 

Expertengruppe eine Nomenklaturempfehlung mit 30 verschiedenen Mustern definiert 

(173). 

 

Neben der klassischen IIF gibt es in den letzten Jahren auch immer mehr neue IIF-

Verfahren, die automatisiert sind und den Anspruch haben einen besseren Vergleich 

zwischen verschiedenen Laboren zu bieten. Diese haben eine Übereinstimmung mit der 

indirekten Immunfluoreszenz von 80 % - 99 % (174–178). 

 

ELISA ist ein Festphasen-Immunassay, bei dem der Nachweis von Antikörpern durch 

einen Detektionsantikörper erfolgt, an den ein Enzym gekoppelt ist. Festphase bedeutet, 

dass Antigene oder Antikörper in einem ersten Schritt an eine feste Phase, wie zum 

Beispiel eine Platte gekoppelt werden. In einem nächsten Schritt wird die Platte mit der 

Probe inkubiert, sodass darin enthaltene Antigene oder Antikörper erkannt und 

gebunden werden und dann wird der Detektionsantikörper, der an ein Enzym gekoppelt 

ist, hinzugefügt. Als letzter Schritt wird ein passendes Substrat hinzugefügt, mit 

welchem das Enzym reagiert. Diese Reaktion kann als eine Farbreaktion oder Emission 

von Fluoreszenz oder Lumineszenz ausgewertet werden. In der Regel werden für 
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ELISA Mischungen von natürlichen und rekombinanten gereinigten Antigenen 

verwendet (179,180). 

 

Einige Studien haben sich mit dem Vergleich der IIF und ELISA oder anderen 

Verfahren beschäftigt und sowohl Vor- als auch Nachteile für die unterschiedlichen 

Verfahren aufgezeigt (94,175,181–186). 

Die Nachteile der IIF sind die Subjektivität der Interpretation der Ergebnisse, Intra- und 

Inter-Variabilität zwischen unterschiedlichen Laboren, die mangelnde Standardisierung 

und Automatisierung und die Unterschiede in Sensitivität und Spezifität beim 

Verwenden unterschiedlicher Substrate. (175). Dagegen ist ELISA sensitiver, aber 

weniger spezifisch als die IIF, kann automatisiert werden und ist kostengünstiger 

(175,187). 

 

Eine Möglichkeit mehrere ENAs in einem Durchgang zu bestimmen ist das Anwenden 

von Multiplex Assays, wie zum Beispiel der xMAP Technologie von Luminex. Diese 

Technik basiert auf Polystyrol-Beads, die unterschiedlich gefärbt und mit Antigenen 

gekoppelt sind. Sie werden auch ALBIA (adressable laser bead immunoassay) genannt; 

es sind mehrere kommerzielle ALBIA Kits bekannt (188). Es ist aber auch möglich 

individuelle Assays zu erstellen, indem die gewünschten Antigene entsprechend des 

Protokolls mit Beads gekoppelt werden. Der Vergleich von einigen ALBIA mit 

Verfahren wie Immundiffusion oder ELISA zeigte meist eine gute Übereinstimmung, 

aber manchmal auch Unstimmigkeiten bei der Bestimmung einzelner Autoantikörper 

(189–205). Ein Vergleich dieser Studien ist jedoch schwer, da sie teilweise sehr 

heterogen sind in Bezug auf das Studiendesign, die selektiven Populationen und die 

Herkunft der Antigene. 

Eine Studie von Hanly et al. verglich drei verschiedene Multiplex Assays miteinander 

und zeigte eine akzeptable Übereinstimmung der Assays, aber Unterschiede in der 

Sensitivität bei der Bestimmung von einigen Autoantikörpern (206). 

Copple et al. verglichen drei verschiedene Multiplex Assays miteinander. Dabei wurden 

169 Seren von gesunden Kontrollen und 104 Seren von Personen mit SLE und 

Mischkollagenosen untersucht auf das Vorhandensein von Sm, RNP, SSA, SSB, Scl-70 

und dsDNA oder Chromatin. Dabei zeigte sich, dass die Assays nur bei dem Nachweis 

von SSA übereinstimmten. Verantwortlich für diese Unterschiede zwischen den 

verschiedenen Assays kann unter anderem das Anwenden oder Fehlen von 
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Waschschritten sein oder die Anwendung von rekombinanten oder natürlichen 

Antigenen (196). 

 

Die Vorteile der Multiplex Assays sind, dass in einem Durchgang gleichzeitig viele 

Autoantikörper bestimmt werden können, die Verfahren kostengünstiger sind, im 

Vergleich nur wenig Serum (5 μl) benötigt wird und dass durch die Automatisierung 

mithilfe der xMAP Technologie ein Vergleich zwischen unterschiedlichen Laboren 

ermöglicht wird. 

 

Festphasen-Immunassays wie ELISA und Multiplex Bead Assays haben jedoch auch 

Nachteile. So wurde von hohen Falsch-Negativ Raten berichtet, da Patienten eventuell 

Autoantikörper haben, die durch IIF nachweisbar sind, aber nicht durch Festphasen-

Substrate, die nur eine limitierte Anzahl an Antigenen verwenden. Wegen dieses 

Problems hat sich eine Arbeitsgruppe des ACR (American College of Rheumatology) 

mit dem Vergleich von IIF mit Verfahren wie ELISA und Multiplex Assays befasst. 

Dabei kamen sie zu dem Ergebnis, dass die IIF der Gold Standard für den Nachweis 

von ANA bleiben sollte. Bei der Verwendung von ELISA oder auf Beads basierenden 

Multiplex-Verfahren sollten auf Nachfrage Daten darüber zur Verfügung gestellt 

werden, dass der verwendete Assay die gleiche oder eine bessere Sensitivität und 

Spezifität hat als die IIF (186). 

 

Um einen besseren Vergleich der Ergebnisse der Autoantikörper-Bestimmungen zu 

ermöglichen sollten die Immunassays und andere diagnostischen Verfahren auf 

einheitlichen Referenzproben mit definierten Spezifitäten basieren. Das könnte die 

Entwicklung und Bewertung von spezifischen Krankheits-Screening Assays beinhalten 

(207). 
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1.3 Ziele der Arbeit 

Die Arbeit will folgende Fragestellungen beantworten: 

• Hat der von uns verwendete Multiplex Autoantikörper Assay eine ausreichende 

Retest-Reliabilität? 

• Hat der von uns verwendete Multiplex Autoantikörper Assay mit erweitertem 

Antigenspektrum eine bessere diagnostische Aussagekraft als ein 

Autoantikörper-Screening mittels herkömmlichem Standard-Assay (SA)? 

• Tragen insbesondere die im Multiplex Autoantikörper Assay enthaltenen 

Histon-Antikörper zu einer verbesserten diagnostischen Differenzierung bei? 

• Sind Autoantikörper-Konzentrationen aus dem Multiplex Autoantikörper Assay 

mit Markern der Krankheitsaktivität von SLE-Patienten assoziiert? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Patienten und Kontrollen 

Es wurden die Seren von 153 Lupus Patienten aus der Arteriosklerose-Studie 

vermessen. Diesen Seren wurden 81 geschlechts- und altersgematchte Kontrollpersonen 

aus dem Projekt Rheumatruck zugeordnet. Beide Projekte sind durch die 

Ethikkommision der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf genehmigt worden 

(Studiennummer 2546 und 4336).  

 

In die Arteriosklerose-Studie wurden in den Jahren 1999 und 2000 200 konsekutive 

Patienten mit SLE eingeschlossen, die an der Poliklinik für Rheumatologie des 

Universitätsklinikums Düsseldorf in Behandlung waren. Dabei erfüllten alle Patienten 

die überarbeiteten ACR-Kriterien von 1997 (208) und gaben ihr schriftliches 

Einverständnis für die Untersuchungen (209). Die Studie basierte auf einem Protokoll 

der „Carotid Atherosclerosis Progression Study“ (CAPS) (210), zu dem 

unterschiedliche Untersuchungen und ein standardisiertes Interview gehörten. Die 

Untersuchungen umfassten standardisierte Laboruntersuchungen, eine klinische 

Untersuchung und eine standardisierte Messung der Krankheitsaktivität mittels 

Systemic Lupus Acticity Measure (SLAM) Index und SLICC/ACR (Systemic Lupus 

International Collaborating Clinics/American College of Rheumatology) 

Schädigungsindex (SLICC-Damage Index = SLICC-DI) (60,209,211–213). Die mittlere 

Krankheitsdauer betrug 9,4 (7,3) Jahre und die Patienten wurden mit verschiedenen 

Medikamenten behandelt (zum Beispiel 61,6 % Glukokortikosteroide (mittlere Dosis 

7,5mg), 48,7 % Antimalariamittel). Einzelheiten sind in Tabelle 2 aufgeführt (209). 
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Tabelle 2. Eigenschaften der Patienten (209). 

Weiblich, % 85 

Alter, Durchschnitt (SD), Jahre 41,0 (13,5) 

Dauer SLE, Durchschnitt (SD), Jahre 9,4 (7,3) 

SLAM, Durchschnitt (SD) 8,0 (5,1) 

SLICC-DI, Durchschnitt (SD) 1,39 (1,77) 

Sm, % 7,5 

U1RNP, % 11,6 

SSA, % 35,4 

SSB, % 10,2 

C3c, Durchschnitt (SD), mg/dl 84,1 (26,2) 

C4, Durchschnitt (SD), mg/dl 15,1 (10,1) 

IgG, Durchschnitt (SD), mg/dl 1313,4 (499,5) 

DNA Antikörper RIA, Durchschnitt (SD), UI/ml 64,5 (163,6) 

Glukokortikosteroide, % 61,6 

Cyclophosphamid, % 9,4 

Azathioprin, % 22,7 

Ciclosporin, % 4 

Antimalariamittel, % 48,7 

Mycophenolatmofetil, % 7,9 
SD: standard deviation = Standardabweichung; SLAM: Systemic Lupus Activityy Measure; SLICC: SLICC-Damage 
Index; RIA: Radioimmunoassay  
 
Der Rheumatruck im Jahr 2013 war eine Zusammenarbeit des Kooperativen 

Rheumazentrums Rhein-Ruhr e.V. und der RWE Power AG als Vorsorgeuntersuchung 

für rheumatische Krankheiten. Die Mitarbeiter der RWE Power AG konnten freiwillig 

an diesem Angebot teilnehmen, das innerhalb von 6 Wochen an 28 unterschiedlichen 

Standorten zur Verfügung stand und gaben ihr schriftliches Einverständnis für die 

Teilnahme. Um gesunde Personen als Kontrollgruppe für die aktuelle Studie zu 

rekrutieren wurde nur den Personen Seren abgenommen, bei denen eine rheumatische 

Erkrankung ausgeschlossen werden konnte (209). Dafür wurden die Personen an 

unterschiedlichen Stationen im Truck untersucht. Zu den Untersuchungen gehörten 

Kapillarmikroskopie, Ultraschall der Fingergelenke, ein CCP-Schnelltest (für AK gegen 

cyklisch-citrulliniertes Peptid) und zwei Fragebögen für rheumatische Erkrankungen 
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(RheumaCheck und RheumaRückenCheck). Die Untersuchungen wurden von 11 

Humanmedizin-Studenten der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf durchgeführt. An 

jedem Standort war zudem ein Rheumatologe anwesend, der die Personen über die 

verschiedenen Formen von Rheuma und deren Therapiemöglichkeiten aufklären 

konnte. 

2.2 Materialien 

2.2.1 Lösungen und Geräte 

Tabelle 3. Lösungen und Geräte. 

Produktname Bezugsquelle 

Goat-anti-human-PE(Phycoerythrin)-

Detection Antikörper 

Jackson ImmunoResearch Laboratories, 

Inc., West Grove, PA, USA 

PBS (Phosphate buffered saline) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

BSA (Albumin from bovine serum) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Tween® 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

LCB (Low Cross Buffer) Candor Bioscience GmbH, Wangen 

Bead Puffer CBS + LCB 1:2 

Wasch Puffer PBS + 0,1 % Tween 

Sheath Fluid Luminex Corporation, Austin, TX, USA 

Drive Fluid Luminex Corporation, Austin, TX, USA 

MAGPIX® Calibration Kit Luminex Corporation, Austin, TX, USA 

MAGPIX® Verification Kit Luminex Corporation, Austin, TX, USA 

Isopropanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

NaClO 

96 well half area Platte 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Greiner Bio-One International AG, 

Kremsmünster 

Mikroplattenschüttler Corning Incorporated, Action, MA, USA 

Protein LoBind Tubes 1,5 ml Eppendorf AG, Hamburg  

Tubes (15ml + 50 ml) Greiner 

Vortex-Mixer Janke & Kunkel, Staufen im Breisgau 

Zentrifuge 5417R Eppendorf AG, Hamburg  
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2.2.2 Multiplex Antikörper Assay 

Für den Multiplex Antikörper Assay wurden insgesamt 31 Antigene ausgewählt, für die 

Zusammenhänge mit entzündlich-rheumatischen Erkrankungen bekannt sind. Diese 31 

rekombinanten Antigene wurden in E. coli produziert und gereinigt (209). Alle 31 

Antigene (in Tabelle 4 ausgeführt) wurden kovalent an magnetische Mikrosphären 

(Beads) gekoppelt wie in vorhergegangenen Studien beschrieben und entsprechend der 

Herstelleranleitung (Luminex Corp, Austin, TX, USA) (209,214,215). 

Der diagnostische Antikörper zum Nachweis der gebundenen Antikörper war ein mit 

Phycoerythrin gekoppelter Goat-Anti-Human-IgG, der spezifisch für das Fc-Fragment 

von Antikörpern ist (209). 

 

Tabelle 4. Antigene des Multiplex Assays. 

Pipetten und Pipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg 

Vacutainer ® SST™ II Advance 

Röhrchen 

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 

 

Vacutainer® Safety-Lok™ 

Blutentnahmeset 

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 

Vacutainer® Einmalhalter Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 

Zentrifuge Varifuge-3.0R Heraeus Sepatech GmbH, Osterode  

Zentrifuge EBA 20 Typ 2002 Andreas Hettich GmbH & Co.KG, 

Tuttlingen 

Antigen Abkürzung 

TROVE2 SSA (60kDa) 

TRIM21 SSA (52kDa) 

SSB SSB 

SNRNP70 U1-RNP 

SNRPB Sm 

XRCC5 Ku 

AQP4 AQP4 

RPLP2 RPLP2 

FBL FBL 
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Die Antigene des Multiplex Assays entsprechend ihrer Gen ID und mit Abkürzungen. ID = Idiotyp 

2.3 Luminex® xMAP® 

Die Messungen des Multiplex Assays erfolgten mit dem Gerät MAGPIX® und der 

xMAP®-Technologie der Firma Luminex® (209). Mit Hilfe von magnetischen 

Mikrosphären, sogenannten Beads, ist es möglich in einem Durchlauf bis zu 50 

verschiedene Parameter (pro Well auf einer 96er Half Area-Platte) zu bestimmen.  

Es erfolgten Dreifach Bestimmungen jedes Patienten und zusätzlich wurden auf jeder 

Platte eine Negativkontrolle, sechs gesunde Probanden, drei Positivkontrollen und ein 

gepooltes Serum gemessen wie beispielhaft in Abbildung 1 dargestellt. Somit konnten 

pro Platte 21 Seren gemessen werden. 

APOH b2GP 

GARS EJ 

CHD3 Mi2 

POLR3B RNAP 

CHD4 Mi2b 

CENPC CENPC1 

HIST2H2AC HIST2H2AC 

POP1 MRP 

HIST2H2AA3 HIST2H2AA3 

FTH1 FTH1 

HARS Jo1 

MPHOSPH10 MPP10 

CENPB CENPB 

EXOSC10 PmScl 

PRTN3 PRTN3 

TARS PL7 

HIST1H4A HIST1H4A 

SRP54 SRP 

XRCC6 Ku2 

YARS Ha 

TOP1 Scl70 

CCP Anti-CCP 
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Abbildung 1. Beispielhafte Darstellung einer 96er half area-Platte mit 3-fach 
Bestimmungen. 
 
Wie in Abbildung 2 dargestellt unterscheiden sich die Beads in ihrem Farbton im 

Bereich des roten und infraroten Spektralbereichs und dadurch ergeben sich 

unterschiedliche Bead-Gruppen mit einem einzigartigen Farbstoffgemisch, das eine 

genaue Zuordnung jedes einzelnen Beads erlaubt. 
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Abbildung 2. Darstellung der Beads und der unterschiedlichen Kombinationen aus einem 
roten und einem infraroten Farbstoff. 
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Mit Hilfe eines Bestimmungslasers (roter LED, 635nm) lassen sich die 

unterschiedlichen Konzentrationen der Farbstoffe unterscheiden. Der Nachweis der an 

die Beads gebundenen Antikörper erfolgt mit einem mit Phycoerythrin (PE)-markierten 

anti-human-IgG-Sekundärantikörper. Durch den Farbstoff Phycoerythrin ist eine 

Quantifizierung der gebundenen Antikörper mit einem Reporterlaser (grüner LED, 

532nm) möglich (216). Dieses Verfahren ist zur Verdeutlichung in Abbildung 3 

dargestellt. 

 

 

Abbildung 3. Überblick über das Verfahren des Luminex xMAP Immunassay.  

 

Zu Beginn eines jeden Testdurchlaufs wurden die Seren gevortext und anschließend für 

zwei Minuten bei 2200 rpm (rpm = revolutions per minute/Umdrehungen pro Minute) 

zentrifugiert um grobe Partikel zu sedimentieren. Für die 1:100-Serumverdünnung 

wurden 495 μl Bead-Puffer mit 5 μl Serum gemischt und der Ansatz gevortext. 

 

Im Assay sollten jeweils 1000 Beads jeder Region in jedem Well vermessen werden. 

Dafür wurde aus Beads und Bead-Puffer ein Beadmix angesetzt. Um eine gleichmäßige 

Verteilung der Beads zu gewährleisten wurden die Beads gevortext und fünf Minuten in 

Angeregter 
Bead-Farbstoff 

durch den roten Laser 

Identifikation der 
Beadregion und des 
gebundenen Analyts

Antigen

Analyt

Phycoerythrin

Angeregter 
Detektions-Farbstoff 

durch den grünen Laser 
Quantität
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ein Ultraschallbad gegeben. Für den Beadmix wurden die Beads mit dem Bead-Puffer 

in einem Verhältnis von 2:3 gemischt und der Ansatz anschließend noch einmal 

gevortext und fünf Minuten ins Ultraschallbad gegeben. 

 

Mit einer Magnetplatte konnten die magnetischen Beads an dem Boden der Wells 

fixiert werden. Dafür wurde die 96er Half Area-Platte auf die Magnetplatte gestellt und 

je 50 μl Beadmix pro Well pipettiert. Dabei wurde der Beadmix immer nach zwei 

Spalten gevortext, um eine möglichst gleichmäßige Verteilung der Beads zu 

gewährleisten. Danach wurde die 96er Half Area-Platte zwei Minuten auf der 

Magnetplatte stehen gelassen, damit sich die Beads setzen konnten und dann der 

Überstand abgeschüttet. 

 

Dann folgte die Inkubation der Beads mit den Seren. Dafür wurden je 50 μl der kurz 

davor gevortexten Serum-Verdünnung pro Well pipettiert. Daraufhin wurde die Platte 

lichtgeschützt für 22 Stunden bei 4°C auf einem Schüttler (900 rpm) inkubiert. 

 

Nach Ablauf der 22 Stunden wurde der Bead-Serum-Ansatz dreimal gewaschen. Dafür 

wurde die 96er Half Area-Platte wieder auf die Magnetplatte gestellt und der Überstand 

nach zwei Minuten abgeschüttet. Das Waschen erfolgte mit je 100μl Wasch-

Puffer/Well, einer Minute auf dem Schüttler (900 rpm), zwei Minuten ruhen lassen auf 

der Magnetplatte und dann wieder Abschütten. Dieser Vorgang wurde zweimal 

wiederholt. 

 

Nach dem letzten Waschdurchgang wurde nach dem Abschütten des Überstandes 50μl 

der Sekundär-Antikörper-Verdünnung/Well hinzugefügt. Dieser Ansatz wurde wieder 

lichtgeschützt für eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schüttler inkubiert.  

 

Nach der Inkubation wurde der Ansatz wieder dreimal gewaschen. 

Nach dem letzten Waschdurchgang wurden dann 100μl SheathFluid/Well hinzugefügt. 

 

Die 96er Half Area-Platte konnte nun ins MAGPIX®-System gelegt werden. 

 

Das MAGPIX®-System besteht aus einem mechanischen, einem elektronischen, einem 

optischen und einem Fluidik-System. 
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Die 96er Half Area-Platte wurde in das mechanische System eingelegt und mit Hilfe 

einer Probensonde konnten die Proben in das Fluidik-System aufgenommen werden und 

gelangten hierdurch zum optischen System. 

Hier wurden die Beads von einem Magneten festgehalten und von einer roten und einer 

grünen LED beleuchtet. Die rote LED dient dabei der Bead-Klassifizierung und die 

grüne LED der Quantifizierung der gebundenen Antikörper. Von jeder Beleuchtung 

wurde in dem optischen System ein Bild mit einem CCD-basierten Aufnahmegerät 

(Charge-coupled-Device) gemacht und danach wurde der Magnet zurückgezogen, damit 

die Beads nicht mehr festgehalten wurden und die nächste Probe konnte analysiert 

werden. 

 

Die Auswertung der Bilder erfolgte mit der xPonent-Software, die die rot und grün 

beleuchteten Bilder analysierte und die Ergebnisse in Form von mittlerer 

Fluoreszenzintensität (MFI) des Farbstoffs Phycoerythrin und von Anzahl an positiven 

Antikörpern mitteilte. (Vgl. 217) 

2.4 Statistische Methoden 

Die Eingabe der Daten erfolgte mit dem Programm Microsoft® Excel (Version 15.32, 

Microsoft, USA) und die statistische Auswertung mit dem Programm R (Version 3.2.2, 

www.r-project.org) (209). Dabei wurde ein p-Wert < 0,05 als signifikant angesehen. Es 

wurden Intraklassenkorrelationen (ICCs) berechnet zum Vergleich der Routine ENA 

des SAs mit den ENA innerhalb des MAs zur Bestimmung der Retest Reliabilität (209). 

Um die diagnostische Güte des MAs zu bestimmen und Sensitivität und Spezifität des 

MAs mit dem Standard Assay (SA) zu vergleichen, wurde eine Receiver Operating 

Characteristics (ROC)-Analyse durchgeführt und die Area Under the Curve (AUC) 

bestimmt. Zudem wurde eine ROC Analyse durchgeführt, um die individuelle 

diagnostische Leistung eines jeden Parameters für die Unterscheidung SLE vs. Gesund 

zu bestimmen (209). Um positive Seren in der Kontrollpopulation zu bestimmen, 

wurden optimale Schwellenwerte durch den Youden-Index der ROC bestimmt. Die 

anderen Parameter wurden als positiv angesehen, wenn die MFI höher war als +2 

Standardabweichungen der Kontrollgruppe. Die Rate an positiven Ergebnissen wurde 

zwischen den Gruppen mithilfe des X²-Test verglichen, einschließlich einer Korrektur 

nach Bonferroni für Mehrfachtestungen. Um Verbindungen zwischen den Antikörper-

http://www.r-project.org)/
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Messungen zu den Routine-Parametern aus Klinik und Labor einzuschätzen, wurde ein 

stufenweise multivariates Regressionsmodell mit Rückwärtselimination angewandt. 

Sofern angebracht wurden die Modelle mit ANOVA verglichen. Die relative 

Auswirkung von jedem Parameter mit 95 % Konfidenzintervall für die Vorhersage des 

SLAM wurde nach dem Bootstrapping der Probe beurteilt. 

In einem nächsten Schritt wurden die Proben zufällig in eine Trainingsgruppe (75 %) 

und in eine Validierungsgruppe (25 %) aufgeteilt (209). Binäre logistische 

Regressionsanalysen wurden durchgeführt für die Routine-Autoantikörper im Vergleich 

zu den Modellen, die Histon-Antikörper enthielten (Vergleichsmodelle) (209). 

Vergleiche der Routine-Antikörpern mit den Vergleichsmodellen in der 

Trainingsgruppe erfolgten mit Likelihood-Ratio-Test (209). Die Genauigkeit der 

Zuordnung zu ‚Gesund’ und ‚SLE’ wurde bei den Validierungsproben für alle Modelle 

beurteilt (209). Außerdem wurden Generalisierte Lineare Modelle angewendet 

einschließlich aller Multiplex-Parameter und klinischer Routine-Informationen, um zu 

beurteilen ob die Vorhersage der Krankheitsaktivität durch den SLAM verbessert 

werden kann (209). Klinische Informationen und Ergebnisse von Referenzstandards  

(z. B. SLE Klassifikation) waren nicht zugänglich für die Leser des MAs und 

Ergebnisse von letzterem waren nicht zugänglich für Untersucher der Referenzstandards 

(209). Es gab keine fehlenden Daten in den Referenzstandards oder Index Tests in der 

aktuellen Kohorte (209). 

Die Grafiken in dieser Arbeit wurden mit GraphPad Prism erstellt (Version 7.0c, 

GraphPad Software, Inc., USA).  
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3 Ergebnisse 
Die Auswertung der Daten erfolgte mit Unterstützung des Co-Betreuers Professor Dr. 

med. Stefan Vordenbäumen. 

3.1 Vergleich des Multiplex Assay mit einem Standard Assay 

Zunächst sollte die Retest-Reliabilität des Multiplex Assays (MA) untersucht werden. 

Dafür wurden ICC (Intraklassenkorrelationen) für diejenigen Parameter berechnet, die 

im Standard Assay (SA) enthalten waren (d.h. SSA (52kDa), SSA (60kDa), SSB, U1-

RNP, Sm). Diese fünf Proben wurden 12-mal auf verschiedenen Platten gemessen. Wie 

in Tabelle 5 dargestellt lag der durchschnittliche ICC bei 0,85, von 0,73 bis 0,99 

reichend. Damit ist eine gute Übereinstimmung zwischen den zwölf Messungen 

vorhanden (209). 

 

Tabelle 5. Retest-Reliabilität des Multiplex ENA Assays. 

 ICC (95 % KI) 

Probe 1 

Probe 2 

0,84 (0,62-0,98) 

0,79 (0,53-0,97) 

Probe 3 0,73 (0,45-0,96) 

Probe 4 0,90 (0,74-0,99) 

Probe 5 0,99 (0,96-1,00) 

Durchschnitt 0,85 
Intraklassenkorrelation (ICC) mit entsprechenden Konfidenzintervallen (KI) von 12 wiederholten Messungen von 
fünf Antikörpern (SSA (60kDa), SSA (52kDa), SSB, U1-RNP und Sm) in dem Multiplex Assay. 
 

Um die Diagnostikleistung des MAs zu bestimmen, wurden die Messungen der 

Routineparameter SSA (60kDa), SSA (52kDa), SSB, U1-RNP, Sm im MA und SA 

durch ROC Analyse verglichen mit Berechnung der Sensitivität und Spezifität wie in 

Tabelle 6 beschrieben. Die Area under the curve (AUC) reichte von 0,85 (für U1-RNP) 

bis 0,9 (für SSA). Beim Anwenden von optimalen thresholds für den Test waren nur 3 

(3,7 %) Proben in der Kontrollgruppe positiv (2 SSA60kDa, 1 SSB) (209). 

Da keine Routine Tests vorhanden waren, mit denen die anderen Parameter des MAs 

verglichen werden konnten, wurden Mittelwerte der Kontrolle +2 

Standardabweichungen als Grenzwert für das Fluoreszenzsignal verwendet.  
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Tabelle 6. Diagnostische Leistung des ENA Multiplex Assays. 

 AUC (95 % KI) Sensitivität bei 90 % 

Spezifität (95 % KI) 

Threshold 

(Sens./Spez.) 

SSA60 0,90 (0,85-0,96) 0,83 (0,71-0,94) 1243,5 (0,96/0,81) 

SSA52 0,88 (0,82-0,95) 0,77 (0,52-0,88) 11631,8 (0,92/0,78) 

SSB 0,93 (0,86-1,00) 0,80 (0,53-1,00) 4983,2 (0,99/0,73) 

U1RNP 0,85 (0,72-0,98) 0,76 (0,53-0,94) 4632,2 (0,95/0,76) 

Sm 0,87 (0,72-1,00) 0,36 (0,72-1,00) 4514,1 (0,82/0,91) 
Area under the curve (AUC) und 95 %-iges Konfidenzintervall (95 % KI) entsprechend der Receiver Operating 
Characteristics (ROC) Analyse mit Bestimmung von Sensitivität (Sens.) und Spezifität (Spez.). Optimaler threshold 
mit entsprechender Sensitivität und Spezifität nach Youden. 
 

3.2 Diagnostische Leistung von individuellen Antikörpern 

Anschließend wurde die Rate an positiven Signalen zwischen SLE-Patienten und 

gesunden Kontrollen verglichen wie in Tabelle 7 dargestellt. Nach der Bonferroni-

Korrektur zum Ausgleich einer Alphafehler-Kumulation waren insgesamt sieben 

Antikörper signifikant erhöht bei SLE, einschließlich Antikörper gegen typischerweise 

SLE-assoziierte Antigene (RPLP2, b2GP, Histone) als auch Antigene, die 

charakteristisch sind für andere entzündliche rheumatische Erkrankungen (PRTN3, 

SRP). 
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Tabelle 7. Nachweis von Autoantikörpern bei SLE und Kontrollen durch Multiplex 
Assay. 

 Kontrollen (n / %) SLE (n / %) p-Wert (X²-Test) 

Ku 4 / 4,9 25 / 16,3 0,0209 

AQPA 5 / 6,2 1 / 0,7 0,0352 

RPLP2 2 / 2,5 78 / 51,0 <0,0001 

FBL 5 / 6,2 11 / 7,1 0,9833 

b2GP 4 / 4,9 34 / 22,2 0,0013 

EJ  2 / 2,5 6 / 3,9 0,8387 

Mi2 6 / 7,4 11 / 7,2 1,0000 

RNAP 6 / 7,4 12 / 7,8 1,0000 

Mi2b 5 / 6,2 6 / 3,9  0,6531 

CENPC1 2 / 2,5 10 / 6,5 0,3029 

HIST2H2AC 6 / 7,4 53 / 34,6 <0,0001 

MRP 5 / 6,2 29 / 19,0 0,0015 

HIST2H2AA3 7 / 8,6 40 / 26,1 0,0026 

FTH1 5 / 6,2 27 / 17,6 0,0257 

Jo1 2 / 2,5 5 / 3,3 1,0000 

MPP10 4 / 4,9 16 / 10,5 0,2337 

CENPB 5 / 6,2 56 / 36,6 <0,0001 

PmScl 5 / 6,2 7 / 4,6 0,8293 

PRTN3 2 / 2,5 75 / 49,0 <0,0001 

PL7 6 / 7,4 15 / 9,8 0,7115 

HIST1H4A 5 / 6,2 138 / 90,2 <0,0001 

SRP 5 / 6,2 46 / 30,1 <0,0001 

Ku2 15 / 18,5 60 / 39,2 0,0021 

Ha 3 / 3,7 12 / 7,8 0,3424 

Scl70  6 / 7,4 11 / 7,2 1,0000 

CCP 4 / 4,9 11 / 7,2 0,6977 
Nachweis von Autoantikörpern durch das Luminex-basierte Multiplex Assay bei Systemischem Lupus erythematodes 
(SLE) Patienten (n=153) gegen gesunde Kontrollen (n=81). Die Häufigkeit des Antikörper-Nachweises wurde 
zwischen den Gruppen verglichen durch den X²-Test. Signifikante Ergebnisse nach der Bonferroni-Korrektur sind 
fettgedruckt. 
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Als nächstes wurde eine ROC Analyse durchgeführt, um die Sensitivität bei einer 

fixierten Spezifität von 90 % zu ermitteln. Dieses Vorgehen wurde gewählt, da eine 

Spezifität von mindestens 90 % als klinisch bedeutsam eingeschätzt wurde und damit 

andererseits die Sensitivitäten der einzelnen Parameter untereinander einfacher 

vergleichbar sind. Wie in Tabelle 8 ausgeführt, reichte die AUC von 0,72 bis 0,97. Die 

HIST1H4A Antikörper zeigten mit einer Sensitivität von 0,95  den besten Wert unter 

den Parametern (209). 

 

Tabelle 8. Diagnostische Leistung von ausgewählten individuellen Antikörpern aus 
dem Multiplex Assay für die Diagnose ‚SLE’ vs. ‚Gesund’. 

Antikörper AUC (95 % KI) Sens. bei 90 % Spez. (95 % KI) 

SSA60 0,72 (0,66 – 0,79) 0,41 (0,33 – 0,50) 

SSA52 0,87 (0,82 – 0,91) 0,63 (0,50 – 0,75)  

SSB 0,90 (0,86 – 0,95) 0,76 (0,62 – 0,92)  

U1RNP 0,85 (0,80 – 0,90) 0,67 (0,54 – 0,80) 

Sm 0,90 (0,86 – 0,94) 0,65 (0,52 – 0,80) 

RPLP2 0,90 (0,86 – 0,94) 0,75 (0,56 – 0,86) 

HIST2H2AA3 0,75 (0,68 – 0,81) 0,33 (0,20 – 0,58) 

HIST2H2AC 0,81 (0,75 – 0,87) 0,50 (0,28 – 0,65) 

HIST1H4A 0,97 (0,96 – 0,99) 0,95 (0,88 – 0,98) 
Area under the curve (AUC) und 95 %-iges Konfidenzintervall (95 % KI) gemäß der Receiver Operating 
Characteristics (ROC)-Analyse mit Bestimmung von Sensitivität (Sens.) und Spezifität (Spez.) für die Diagnose von 
systemischem Lupus erythematodes vs. gesunde Kontrollen. 

 

Es waren keine dsDNA-Antikörper Messungen für die Kontrollen vorhanden. 

Nichtsdestotrotz sollte sichergestellt werden, dass HIST1H4A-IgG-Spiegel nicht nur die 

dsDNA-Antikörper-Spiegel widerspiegeln. Als Erstes wurde eine Spearman-

Korrelation bewertet, die eine schwache Assoziation mit einem Koeffizienten von 0,23 

(p=0,0094) zeigte. Als Nächstes wurden dsDNA-Antikörper-Spiegel aufgeteilt (positiv 

(z.B. > 7 IU/ml) oder negativ) und mit HIST1H4A-IgG Positivität bei optimalem 

threshold verglichen (entsprechend Youden mit einer Sensitivität von 95,4 % und einer 

Spezifität von 92,6 %). Während dsDNA-Antikörper in 47 Fällen falsch negativ waren, 

haben HIST1H4A-IgG nur vier Fälle nicht erkannt. Der Chi-Quadrat-Test als eine 

Messung der Assoziation zwischen den beiden Markern war wie in Tabelle 9 dargestellt 

nicht signifikant (p = 0,62) (209). 
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Tabelle 9. Kontingenztabelle für die Häufigkeit von dsDNA-Antikörpern im Vergleich 
zu HIST1H4A-IgG bei SLE-Patienten. 

Chi-Quadrat-Test p = 0,62. 
 
 

3.3 Einschätzung der Krankheitsaktivität 

In einem nächsten Schritt sollte exploriert werden, ob Antikörperkonzentrationen des 

Multiplex Assays auch eine Assoziation zur Krankheitsaktivität zeigen. Daher wurden 

in dieser Querschnittsuntersuchung Routine-Laborparameter (C3c, C4, dsDNA-AK, 

CRP) sowie klinische Parameter (SLICC, Krankheitsdauer, Alter, Geschlecht) 

zusammen mit den Autoantikörperkonzentrationen aus dem Multiplex Assay mittels 

schrittweiser linearer Regression hinsichtlich ihrer Assoziation zur Krankheitsaktivität 

(gemessen am SLAM) untersucht. Signifikante Prädiktoren in der Reihenfolge ihrer 

relativen Auswirkungen bestehen in CRP, Schadensindex (SLICC), C3c, dsDNA und 

HIST1H4A-IgG. Hohe Spiegel von HIST1H4A-IgG waren assoziiert mit einer 

niedrigen Krankheitsaktivität (209). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  HIST1H4a-IgG  

  Negativ Positiv 

dsDNA Negativ 1 46 

 Positiv 3 78 
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Tabelle 10. Schrittweise Regression mit Rückwärtselimination der Krankheitsaktivität 
(SLAM) einschließlich Antikörper und Klinik- und Labor-Parameter. 

Einfluss Schätzung Standardfehler p-Wert 

RPLP2 8,52e-5 4,46e-5 0,06 

HIST1H4A -8,59e-4 3,67e-4 0,02 

Krankheitsdauer -7,24e-2 4,32e-2 0,10 

SLICC-DI 4,92e-1 1,79e-1 0,01 

CRP 1,31 3,49e-1 0,0002 

C3c -3,04e-2 1,21e-2 0,01 

dsDNA 4,71e-3 2,18e-3 0,03 
Schrittweise lineares Regressionsmodell mit Rückwärtselimination für die Vorhersager der Krankheitsaktivität 
(SLAM). Antikörper gegen RPLP2 (Ribosomales P), Histon H4 (HIST1H4A), Krankheitsdauer des SLE, 
Schädigungsindex (SLICC-DI), C-reaktives Protein (CRP), Komplement C3c Spiegel (C3c) und dsDNA-Antikörper 
mittels Radioimmunassay gemessen. Signifikante Prädiktoren (p<0,05) sind fettgedruckt.  
 
 

3.4 Diagnostische Leistung und Vergleich von Autoantikörper-

Kombinationen einschließlich Histon-Antikörpern 

Die bisher dargestellten Ergebnisse legten nahe, dass die Ergänzung von Histon-

Antikörpern zu dem Standard Assay das diagnostische Potenzial erhöhen könnte. Um 

dieses Ergebnis zu untersuchen wurde der Datensatz zufällig aufgeteilt in einen 

Trainingsdatensatz (75 % der Fälle) und einen Validierungsdatensatz (25 % der Fälle). 

Dann wurden binäre logistische Regressionsmodelle berechnet für die Diagnose ‚SLE’ 

im Gegensatz zu ‚Gesund’ für den Standard Assay und mit je einem Histon-Antikörper 

eingeschlossen. Die Anpassungsgüte der unterschiedlichen Modelle zu den 

tatsächlichen Daten wurde in dem Trainingsdatensatz verglichen. Die Genauigkeit, die 

Krankheitsaktivität bei allen Modellen korrekt vorherzusagen, wurde innerhalb des 

Validierungsdatensatzes beurteilt. Wie in Tabelle 11 zu sehen, ergab das Hinzufügen 

von HIST2H2AC oder HIST2H2AA3 Antikörpern ein geringfügig besseres Ergebnis. 

Das Hinzufügen von HIST1H4A Antikörpern hingegen verbesserte das Ergebnis und 

die Genauigkeit bei der Vorhersage der Krankheitsaktivität deutlich auf einem hohen 

signifikanten Niveau. Tabelle 12 zeigt die Details des binären logistischen 

Regressionsmodells mit HIST1H4A Antikörpern (209). 
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Tabelle 11. Vergleich der binären logistischen Regressionsmodelle für die Vorhersage 
SLE vs. Gesund. 

Modell Antikörper Residuen-

Devianz 

p-Wert Genauigkeit 

(Training) 

(%) 

Genauigkeit 

(Validierung) 

(%) 

Standard SSA (60kDa), 

SSA (52kDa), 

SSB, U1-RNP, 

Sm, RPLP2 

97,1 NA  89,1 86,4 

Modell 1  Standard + 

HIST2H2AA3 

87,5 0,02 90,3 86,4 

Modell 2 Standard + 

HIST2H2AC 

87,4 0,02 89,1 86,4 

Modell 3 Standard + 

HIST1H4A 

45,9 4,3 x  

10-11 

95,4 89,8 

Binäre logistische Regressionsmodelle für die Vorhersage ‚SLE’ vs. ‚Gesund’. Ein Standard Modell mit den 
aufgeführten Antikörpern wurde verglichen mit Modellen mit zusätzlichen Histon-Antikörpern (Modelle 1-3). 
Mittels Residuen-Devianz wurde das Standard Modell mit jedem Modell mittels Likelihood-Ratio-Tests verglichen 
(p-Wert). Genauigkeit: Genauigkeit der Zuweisung zu SLE oder Gesund im Trainings- und Validierungsdatensatz. 
NA= nicht anwendbar. 
 
 
 
 
Tabelle 12. Details des binären logistischen Regressionsmodells mit HIST1H4A für die 
Vorhersage ‚SLE’ vs. ‚Gesund’. 

Einfluss Schätzung Standardfehler p-Wert 

SSB 6,06e-5 2,76e-4 0,83 

SSA52 -9,35e-5 1,50e-4 0,53 

Sm 4,10e-4 3,85e-4 0,29 

U1RNP 6,76e-5 2,32e-4 0,77 

SSA60 4,11e-4 7,00e-4 0,56 

RPLP2 3,64e-4 9,93e-4 0,71 

HIST1H4A 1,32e-2 3,16e-3 <0,0001 
Binäres logistisches Regressionsmodell für die Berechnung der Diagnose ‚SLE’ vs. ‚Gesund’. Signifikante 
Prädiktoren (p<0,05) sind fettgedruckt. 
  



35  
 

4 Diskussion 

4.1 Allgemein 

Die Bildung von Autoantikörpern ist ein Markenzeichen des SLE und deren Nachweis 

ein etablierter Bestandteil in der Diagnostik und Verlaufskontrolle. 

Krankheitsspezifische Autoantikörper sind nur in einer niedrigen Frequenz vorhanden. 

Deshalb erfordert eine verlässliche Diagnostik, die auf Autoantikörper-Analysen 

basiert, die Untersuchung mehrerer Autoantigene. Durch technische Verbesserungen ist 

die Untersuchung einer großen Anzahl von Autoantikörpern in einem einzigen Test 

möglich und es gibt bereits einige Beispiele unterschiedlicher Assays, die in Bezug auf 

SLE untersucht worden sind (191,192,197,199,201,203,206,218–226). 

 

Multiplex Assays basieren auf der Anwendung von sogenannten Beads. Bei diesen 

handelt es sich um 5,6 Mikrometer große Polystyrolpartikel, an die zu testende 

Antigene / Proteine gebunden werden können. Bei Multiplex Assays des Herstellers 

Luminex kann man zwischen unterschiedlichen Systemen wie dem Luminex® 

100/200™, dem FLEXMAP 3D® und dem in dieser Arbeit verwendeten MAGPIX® 

wählen.  

Zudem gibt es andere Instrumente, die auf der Luminex-Technologie basieren, wie das 

Bio-Plex 200, 2200 und 3D (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), das AtheNA 

Multi-Lyte® Instrument (ZEUS Scientific Inc, Branchburg, NJ, USA) oder das 

FIDIS™ System (Theradiag, Croissy Beaubourg, FRA) und unterschiedliche 

kommerzielle Assays für die Untersuchung von Autoantikörpern. In vorangegangenen 

Studien wurden diese verschiedenen Systeme bei unterschiedlichen Krankheiten 

untersucht und mit ELISAs oder IIF verglichen. Es gab Untersuchungen mit dem 

Luminex® 100/200™ (192,195,199,204,225), dem Bio-Plex System 

(190,194,197,205,206,220,222,226–230), dem AtheNA Multi-Lyte Test System 

(191,195,198,199,231) oder dem FIDIS™ System (203,232). 

Trotz der zahlreichen Studien zu unterschiedlichen Multiplex Assays ist ein Vergleich 

dieser Studien sehr schwierig, da es keine Standardisierung der Verfahren gibt (233). 
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In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob ein Multiplex Assay mit erweitertem 

Antigenspektrum Vorteile in der Differenzierung eines SLE von Gesunden gegenüber 

einem Screening mit einem konventionellen ENA-Test bringt und ob im Multiplex 

Assay erfasste Antikörper zur Krankheitsaktivität bei SLE-Patienten assoziiert sind. Es 

wird gezeigt, dass insbesondere durch die Hinzunahme bestimmter Histon-Antikörper 

eine Verbesserung der diagnostischen Sensitivität und Spezifität erzeugt werden konnte, 

und dass HIST1H4A-Antikörper Assoziationen zur Krankheitsaktivität zeigen. 

Die Auswahl an Antigenen, die im Multiplex Assay verwendet wurden, basierte auf 

einer Auswahl an häufig bei verschiedenen rheumatischen Erkrankungen detektierbaren 

Antikörpern. Eine empirische Optimierung dieser Auswahl erfolgte nicht, so dass eine 

optimierte Auswahl an Antigenen oder eine Hinzunahme von noch unbekannten 

Antigenen die diagnostische Wertigkeit eines Multiplex Assays vermutlich noch weiter 

steigern kann. Der Vorteil einer variablen Auswahl an Antigenen mit z. B. nicht 

typischerweise mit dem SLE-assoziierten Antikörpern hat jedoch den Vorteil eines 

klinisch breiteren Einsatzes unabhängig von der Verdachtsdiagnose (z. B. SLE vs. 

rheumatoide Arthritis oder anderen entzündlich-rheumatischen Erkrankungen). Damit 

wäre ein solcher Assay potentiell auch leichter von Nicht-Experten einsetzbar. 

 

Insgesamt waren von den 31 in unserem Multiplex Assay enthaltenen Autoantikörpern 

sieben Antikörper (RPLP2, b2GP, HIST2H2AC, CENPB, PRTN3, HIST1H4A, SRP) 

signifikant bei SLE erhöht. Hiervon war eine Assoziation mit der Diagnose SLE bereits 

für RPLP2, b2GP oder Histon-Antikörper bekannt. Wir fanden allerdings auch 

signifikant erhöhte Antikörper gegen Proteinase 3 (PRTN3) oder gegen SRP (signal 

recognition particle). Antikörper gegen PRTN3 wurden bei 49,0 % der SLE-Patienten 

nachgewiesen (Tabelle 7). PRTN3 sind typischerweise assoziiert mit Vaskulitiden, am 

häufigsten mit Granulomatose mit Polyangiitis (234,235), und gehören zu den 

antineutrophilen zytoplasmatischen Antikörpern (ANCA). Zuvor wurde von 

Detektionsraten von ANCA bei SLE bis zu 37 % berichtet (236), während die PRTN3-

Spezifität dieser ANCA eigentlich selten zu sein scheint (237). Manolova et al. 

entdeckten in ihrer Studie hingegen Antikörper gegen PRTN3 bei 12,7 % von 55 SLE-

Patienten (238). Die Häufigkeiten in anderen Studien lagen bei 0-1,7 % (239–242). Zu 

beachten ist hierbei, dass der PRTN3-Grenzwert in unserem MA nicht im Vergleich zu 

einem Gold-Standard wie Immunblot oder ELISA bestimmt wurde.  
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ANCA konnten bei SLE bisher keine klinische Bedeutung zugeordnet werden (243) 

und das gleichzeitige Auftreten eines SLE und einer ANCA-assoziierten Vaskulitis ist 

sehr selten (244). Ein Zusammenhang wurde in unserer Studie nicht untersucht.  

Autoantikörper gegen SRP treten häufig bei Dermatomyositis und Polymyositis und 

insbesondere bei einer schweren nekrotisierenden Myopathie auf (245). Anti-SRP sind 

zudem vor allem mit einer Herz- und Lungenbeteiligung assoziiert (246–248).  

Bisher wurde nur eine Assoziation von SRP-Antikörpern mit pädiatrischer 

Lupusnephritis berichtet (249). Das Durchschnittsalter unserer Patienten lag bei 41,0 

Jahren (s. Tabelle 2) und es gab keine pädiatrischen Patienten, sodass dieser 

Zusammenhang in unserer Studie nicht belegt werden konnte. 

Ebenfalls enthalten im Multiplex Assay war ein citrulliniertes Peptid zum Nachweis 

von spezifischen Antiköpern für die rheumatoide Arthritis, der gelegentlich bei 

Patienten mit Overlap-Syndromen aus SLE und RA auffällig und dann auch in SLE-

Kohorten gelegentlich erhöht ist (250–252). In der aktuellen Untersuchung waren diese 

Autoantikörper bei SLE nicht erhöht, was möglicherweise auf das Fehlen von Patienten 

mit entsprechenden Overlap-Syndromen in der aktuellen Kohorte zurückzuführen ist.  

 

4.2 Vergleich des Multiplex Assay mit einem Standard Assay 

Die Konkordanz zwischen dem von uns untersuchten MA und den Routineverfahren lag 

zwischen 73 % und 99 %; daraus ergab sich eine durchschnittliche Retest-Reliabilität 

von 85 % (209). 

 

In einigen Studien, die die Multiplex Verfahren mit den bisherigen Testsystemen, die in 

der Routine Anwendung finden, verglichen, zeigte sich ebenfalls eine gute Konkordanz 

der unterschiedlichen Verfahren: 

Shovman et al. untersuchten unter anderem die Seren von 113 SLE-Patienten auf das 

Vorhandensein von unterschiedlichen ANAs mit dem Athena MultiLyte ANA System 

und verglichen diese Ergebnisse mit Messungen mittels ELISA. Dabei lag die 

Konkordanz bei der Untersuchung von Patienten mit Autoimmunerkrankungen bei  

92 – 97,7 % und die Sensitivität des Multiplex Assays bei 80,5 % verglichen mit einer 

Sensitivität von 82,3 % bei dem Nachweis mit ELISA (195).  
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Rouquette et al. verglichen ANA-Messungen mittels des FIDIS Immunassay auf dem 

Luminex® 100 System mit etablierten Methoden wie Immunfluoreszenz. Dabei lag die 

Konkordanz bei 99,1-100 % (225). 

Im Gegensatz zu den vorangegangenen Studien hatte die Studie von Bonilla et al. hatte 

eine Konkordanz von 95,6 % bei negativen Ergebnissen und bei positiven Ergebnissen 

eine Konkordanz von nur 41,9 %. (253). 

Die in unserer Studie festgestellte Konkordanz war somit im Einklang mit den 

Vergleichen aus anderen Studien. 

 

4.3 Einschätzung der Krankheitsaktivität 

In einem nächsten Schritt wurde analysiert, ob es Assoziationen zwischen der 

Krankheitsaktivität und den Parametern des Multiplex Assays gibt. Einschränkend muss 

angemerkt werden, dass diese Studie eine Querschnittsstudie ist, daher keine 

longitudinalen Messungen möglich waren und so die vorliegende Analyse zu diesem 

Thema nur eine Abschätzung erlaubt. 

 

Um zu explorieren, ob die Antikörperkonzentrationen des Multiplex Assay eine 

Assoziation zu der Krankheitsaktivität zeigen, wurden die Routine-Laborparameter 

(C3c, C4, dsDNA-AK, CRP) sowie klinischen Parameter (SLICC, Krankheitsdauer, 

Alter, Geschlecht) zusammen mit den Autoantikörperkonzentrationen aus dem 

Multiplex Assay mittels schrittweiser linearer Regression hinsichtlich ihrer Assoziation 

zur Krankheitsaktivität (gemessen am SLAM) untersucht.  

 

Signifikante Prädiktoren der Krankheitsaktivität (SLAM) bestehen in CRP, 

Schadensindex (SLICC), C3c, dsDNA und HIST1H4A-IgG (s. Tabelle 10). Dabei 

waren niedrige HIST1H4A-IgG-Konzentrationen mit einer höheren Krankheitsaktivität 

assoziiert. 

 

Die in unserer Studie mit der Krankheitsaktivität assoziierten anti-dsDNA 

Konzentrationen (gemessen mittels Radioimmunassay) sind bekanntermaßen 

Prädiktoren einer Nierenschädigung im Rahmen des SLE , wobei dies v. a. für die 

Messung von dsDNA mittels RIA gezeigt wurde (102,254). Zudem konnte 
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nachgewiesen werden, dass ein Anstieg der anti-dsDNA Spiegel einer Exazerbation des 

SLE vorausgehen kann, gefolgt von einem Abfall der Spiegel (64,69,255). 

  

Abgesehen von dem Nachweis von dsDNA-Antikörpern waren nur HIST1H4A-IgG mit 

der Krankheitsaktivität assoziiert. In anderen Studien konnten bisher keine anti-ENA 

gefunden werden, die signifikant mit der Krankheitsaktivität korrelieren (256,257). 

Jedoch untersuchten Gussin et al. die Seren von 128 SLE-Patienten und verglichen die 

Spiegel von anti-Scl-70 Antikörpern mit der durch den SLAM erfassten 

Krankheitsaktivität und konnten bei 25 % der Patienten, bei denen anti-Scl-70 

nachweisbar war, eine Korrelation mit der Krankheitsaktivität nachweisen (258).  

 

Das C-reaktive Protein (CRP) hatte im Rahmen der multivariaten schrittweisen 

Regressionsanalyse in unserer Studie den größten Einfluss auf die Schätzung der 

Krankheitsaktivität (SLAM). CRP ist in der Regel im Rahmen eines SLE nicht erhöht. 

Obwohl der SLE vor allem durch die Bildung von Autoantikörpern und 

Immunkomplexen gekennzeichnet ist, sind die meisten Organmanifestationen 

entzündlich (259). Erhöhte CRP-Werte können also auch für aktive Infektionen, oder 

alternativ für eine Serositis oder eine Lupusarthritis, sprechen und können zum Beispiel 

im Rahmen einer Pleuritis oder Perikarditis einen Einfluss auf die durch den SLAM 

erfasste Krankheitsaktivität haben (55,260–265,259,266). 

 

Hohe Spiegel von HIST1H4A-IgG waren in der vorliegenden Arbeit assoziiert mit einer 

niedrigen Krankheitsaktivität. Histon-Antikörper sind in dem Zusammenhang mit 

einem SLE schon mehrfach untersucht worden und in einigen Studien konnte ebenfalls 

ein Zusammenhang mit der Krankheitsaktivität nachgewiesen werden (111,112,267–

269).  

Im Gegensatz zu den vorangegangenen Studien gab es aber auch einige Studien, die 

keinen Zusammenhang von Histon-Antikörpern und Krankheitsaktivität zeigen konnten 

(270–275). 

Erhöhte Histon-Antikörper können auch im Rahmen eines Medikamenten induzierten 

Lupus erythematodes (drug induced lupus erythematosus, DILE) nachgewiesen werden 

(276). Typisch für den DILE ist ein Rückgang nach Absetzen des Medikaments und ein 

damit einhergehender Abfall des Titers der Histon-Antikörper (276). Neben 

Hautmanifestationen können auch eine Arthritis oder Serositis auftreten (276).  
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Histone sind potentielle Aktivatoren des Immunsystems via Bindung an die Toll-Like-

Rezeptoren 2 und 4 (277). Dieser entzündungsfördernde Zustand konnte durch Histon-

Antikörper in experimentellen Entzündungsmodellen gehemmt werden (278). 

HIST1H4A-IgG sind dann vielleicht eine Antwort des Immunsystems auf die 

Aktivierung beim SLE, die gegen die aktive Krankheit schützen soll durch 

Unterdrückung der proentzündlichen Aktivität des Histons H4.  

 

Der Schadensindex SLICC-DI dient zur standardisierten Erfassung von 

Einschränkungen der Organfunktionen im Rahmen eines SLE und erfasst Schäden seit 

dem Beginn der Erkrankung (213). Erhöhte Scores des SLICC-DI sind unter anderem 

assoziiert mit einer erniedrigten Lebensqualität und einer erhöhten Mortalität (279–

283). Dabei nimmt der Schaden mit der Zeit zu und die Krankheitsaktivität oder eine 

immunsuppressive Therapie sind assoziiert mit einem künftigen Schaden (282).  

In unserer Studie waren wie zu erwarten die Krankheitsaktivität und der Schadensindex 

assoziiert. 

 

Die Komplementfaktoren C3 und C4 sind bekannte Marker für die Krankheitsaktivität 

eines SLE und in unserer Studie war niedriges C3c ein Prädiktor für eine höhere 

Krankheitsaktivität (284,285). C3c ist ein stabiles Fragment des Komplementfaktors C3 

und dient als Marker für den Umsatz an C3. In Zukunft werden Komplementfaktoren 

eventuell auch therapeutisch an Bedeutung gewinnen. C3- und C5-Blocker befinden 

sich aktuell in Entwicklung für unterschiedliche Indikationen (286,287). 

 

In unserer Studie gab es keine unabhängige Verbindung von anti-Sm Antikörpern zu 

der durch den SLAM repräsentierten Krankheitsaktivität ebenso wie in anderen Studien, 

die auch keine prädiktive Korrelation von anti-Sm Antikörpern und Krankheitsaktivität 

gefunden haben (257,288). Es gibt jedoch einige Berichte, die anti-Sm Antikörper mit 

der durch den SLEDAI gemessenen Krankheitsaktivität in Verbindung bringen 

(197,219). Bei der Bewertung von anti-Sm Antikörpern muss jedoch auch ihre erhöhte 

Prävalenz bei Afrikanern und Asiaten im Vergleich zu Kaukasiern bedacht werden 

(289).  
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4.4 Diagnostische Leistung von individuellen Antikörpern 

Grundsätzlich ist der Nachweis eines Antikörpers oder ANA-Titers nicht allein 

ausreichend für die Diagnose eines SLE, sondern hiermit zu vereinbarende klinische 

Symptome oder Zeichen sollten ebenfalls vorhanden sein. Dies wird zum Beispiel auch 

in den EULAR/ACR-Klassifikationskriterin für den SLE berücksichtigt (Tabelle 1). 

Dennoch leisten Antikörper einen wichtigen Baustein bei der Diagnose, aber prinzipiell 

sollte nur bei einem konkreten klinischen Verdacht auf eine Kollagenose eine 

Untersuchung auf ANA erfolgen. 

  

Nach der Bonferroni-Korrektur zum Ausgleich einer Alphafehler-Kumulation waren 

insgesamt sieben Antikörper signifikant erhöht bei SLE, einschließlich Antikörper 

gegen typischerweise SLE-assoziierte Antigene (RPLP2, b2GP, Histone) als auch 

Antigene, die charakteristisch sind für andere entzündliche rheumatische Erkrankungen 

(PRTN3, SRP, CENPB). 

 

Unter den untersuchten Parametern des Multiplex Assays zeigten Histon-Antikörper, 

insbesondere HIST1H4A, eine besonders hohe diagnostische Sensitivität und Spezifität, 

die auch dem Vergleich mit den Parametern des Standard Assays standhielt. Im 

Vergleich der binären logistischen Regressionsmodelle für die Vorhersage ‚SLE‘ oder 

‚Gesund‘ verbesserten HIST1H4A Antikörper zudem das Ergebnis und die Genauigkeit 

bei der Vorhersage der Krankheitsaktivität signifikant im Vergleich zu HIST2H2AC 

oder HIST2H2AA3 Antikörpern. 

 

Im Gegensatz zu anderen Histon-Antikörpern, vor allem zu H2A und H2B, wurde 

bisher von Histon H4-Antikörpern angenommen, dass sie einen schlechteren 

diagnostischen Nutzen haben (112,267,290,291). Einige der Studien zu H4-Antikörpern 

verwendeten jedoch unterschiedliche Technologien oder nicht-rekombinantes H4 mit 

zusätzlichen anderen Histonen (112) oder nicht-humanen Proteinen (290,209). 

Beispielsweise untersuchten Gioud et al. die Seren von 131 Patienten mittels ELISA auf 

das Vorhandensein von Antikörpern gegen komplette Histone und gegen die Histon-

Fraktionen H1, H2a-H4, H2b und H3. Dabei waren bei 52,4 % der SLE-Patienten 

Histon-Antikörper nachweisbar und nur bei einem Patienten mit Systemischer Sklerose. 

Dabei ist besonders beachtenswert, dass die Antikörper bei 87 % der Patienten mit 
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einem aktiven SLE nachweisbar waren und nur bei 18 % der Patienten mit einem 

inaktiven SLE (112). 

 

4.5 Schwächen der Studie 

Schwächen unserer Studie liegen in der heterogenen Patientenbehandlung, dem Fehlen 

von einer Krankheitskontrollgruppe und von Gold-Standard-Tests, um einige der 

verwendeten Antikörper zu bestimmen, abgesehen von den Cutoffs, die im Vergleich zu 

gesunden Kontrollen definiert worden sind (209). Zudem ist diese Studie eine 

Querschnittsstudie und daher waren keine longitudinalen Messungen möglich und es ist 

keine Aussage möglich zu dem Beginn der Erkrankung. 
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5 Zusammenfassung und Schlussfolgerung 
Autoantikörper sind ein zentrales Element für die Diagnostik des Systemischen Lupus 

erythematodes. Die verfügbaren Autoantikörper sind häufig wenig spezifisch (ANA) 

oder wenig sensitiv (ENA) und werden daher mit der Klinik kombiniert für eine 

Diagnosesicherung.  

Das Ziel dieser Arbeit war es zu beurteilen, ob für einen erweiterten sog. Kollagenosen-

assoziierten Multiplex Assay (MA) im Vergleich zu einem für den SLE typischen 

Standard Assay (SA) ein zusätzlicher diagnostischer Nutzen vorliegt und ob Parameter 

des erweiterten Assays die Krankheitsaktivität widerspiegeln. 

In diesem aktuellen prototypischen MA kombinierten wir SLE-assoziierte Antigene mit 

Antigenen, die mit anderen entzündlich-rheumatischen Erkrankungen assoziiert sind 

und in dem verwendeten Assay-System für diese auch schon geprüft waren. Die 

Untersuchung erfolgte mit einem Magpix-basierten Verfahren auf einer Luminex 

Plattform an 153 SLE-Patienten und 81 gesunden Kontrollen. 

 

Der Multiplex Assay zeigte im Vergleich zu dem Standard Assay eine gute Retest-

Reliabilität und Diagnostikleistung (209). 

Von den 31 in dem MA enthaltenen Antikörpern waren für sieben Antikörper erhöhte 

Spiegel bei SLE-Patienten nachweisbar. Darunter sowohl SLE-typische Antikörper 

(RPLP2, b2GP, HIST2H2AC, HIST1H4A) als auch Antikörper, die charakteristisch 

sind für andere Autoimmunerkrankungen (PRTN3, SRP54, CENPB).  

 

Es konnte zudem gezeigt werden, dass HIST1H4A-IgG Antikörper hoch spezifisch und 

sensitiv für die Diagnose eines SLE gegenüber gesunden Kontrollen waren mit einer 

überlegenen diagnostischen Leistung im Gegensatz zu konventionellen Markern. 

HIST1H4A-IgG Antikörper sollten daher weiter untersucht werden in der 

Diagnosestellung des SLE (209). 

 

In der multivariaten Datenanalyse ergab sich unter Einbeziehung klinischer Parameter 

ein Zusammenhang der durch den SLAM erfassten Krankheitsaktivität mit 

eingetretenem Schaden (SLICC), CRP, C3c-Abfall und DNS-Antikörpern (R²=0,19). 

Für die Fluoreszenzintensität und die Anzahl an positiven Antikörpern konnte ein 

Zusammenhang zu IgG-Serumspiegeln und ein inverser Zusammenhang zu C4 (jeweils 
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p= 0,0019 und p=0,0014) festgestellt werden. Unter Einbeziehung der b2GP-

Serumlevel aus dem Multiplex Assay verbesserte sich die Vorhersage des SLAM 

geringfügig, aber signifikant (R²=0,23, p=0,0009). 

 

SRP-Antikörper wurden bei SLE Patienten mit einer hohen Frequenz nachgewiesen im 

Vergleich zu Kontrollen und verdienen weitere Aufmerksamkeit als ein potentieller 

diagnostischer Autoantikörper.  

 

Folgende Resultate der vorliegenden Arbeit sind hervorzuheben: 

1. HISTH4A-Antikörper haben eine hohe diagnostische Wertigkeit bei der 

Abgrenzung eines SLE von gesunden Personen und sollten weiter validiert 

werden. 

2. Durch einen Multiplex Ansatz können potentielle neue diagnostische Marker 

wie HIST1H4A-IgG Antikörper vergleichend zu etablierten Markern evaluiert 

werden und somit die Auswahl geeigneter Kandidaten zur Weiterentwicklung 

mit diagnostischem Mehrwert erleichtern. 
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