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1 Einleitung und Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist, die Untersuchung und Interpretation von Biomarkern im Serum und
im Urin bei Patienten mit Granulomatose mit Polyangiitis (GPA,; friher: Wegnersche Gra-
nulomatose) und mikroskopischer Polyangiitis (MPA) aus der Gruppe der ANCA-assoziier-
ten Vaskulitiden (AAV). Es handelt sich dabei um entzlindliche Gefalierkrankungen, die zu

den priméaren Vaskulitiden gehoren, d. h. unabhéangig von anderen Erkrankungen entstehen.

1.1 Kilassifikation der priméaren Vaskulitiden

Die Atiologie und die Pathogenese dieser beiden primaren Vaskulitiden sind gegenwiértig
nur in Ansétzen bekannt. So ist eine Einteilung dieser Erkrankungen nach atiologischen und
pathogenetischen Gesichtspunkten bislang nicht méglich und erfolgt nach morphologischen
Kriterien (Art und GréRRe der befallenen GeféaRRe), die in der international gultigen phéano-
menologischen Klassifikation der ,Chapell Hill Consensus Conference‘ niedergelegt wurden
(CHCC; (Jennette et al. 1994; Jennette et al. 2013)).

Zu den GroRgefalvaskulitiden gehodren die Riesenzellarteriitis (RZA) (Late-onset-Aorti-
tis/Arteriitis) und die Takayasu-Acrteriitis (Early-onset-Aortitis/Arteriitis), bei welchen es ty-
pischerweise zu einer granulomatésen Entziindung der Aorta und ihrer groRen Aste kommt.
Vaskulitiden der mittelgro3en Gefale sind die Panarteriitis nodosa und das Kawasaki-Syn-
drom. Bei der Polyarteriitis nodosa handelt es sich um eine nekrotisierende Entziindung der
mittelgroRen und kleinen Arterien ohne Glomerulonephritis (GN) und bei dem vor allem im
Kindesalter auftretenden Kawasaki-Syndrom um ein mukokutanes Lymphknotensyndrom
mit einer Entzundung der Koronararterien, der Aorta, und seltener der vendsen Gefalie (Jen-
nette et al. 2013). Bei den KleingefaRvaskulitiden sind hauptsachlich Arteriolen, Kapillaren
und Venolen verschiedener Organe betroffen. In diese Gruppe gehéren die GPA, MPA und
die Eosinophile Granulomatose mit Polyangiitis (EGPA). Bei GPA und MPA, seltener bei
EGPA sind in der Regel zytoplasmatische Antikérper (ANCA) nachzuweisen. Zu den nicht
ANCA-assoziierten KleingefalRvaskulitiden gehoren die Purpura Schonlein-Henoch, eine

immunkomplexbedingte Vaskulitis mit dem Auftreten von IgA-Ablagerungen, vor allem in



Haut, Niere und Darm, die Kryoglobulindmische Vaskulitis, die durch subendotheliale Ab-
lagerungen von Kryoglobulinen in den kleinen GefaRen entsteht und haufig die Haut und die
Nieren betrifft, sowie die kutane Leukozytoklastische Vaskulitis, bei der es sich um eine
isolierte Angiitis der Haut ohne systemische Beteiligung handelt (Herold 2014; Réther et al.
1999).

Vaskulitis grofier

Gefiille
Takayasu-Arteriitis

Riesenzellarteriitis

Aorta >

Vaskulitis
mittelgrofier Gefiifie
Polyarteriitis nodosa
Kawasaki-Syndrom

Vaskulitis kleiner Gefiilie

Arterien >

Arteriolen > ANCA-assoziiert
GPA
MPA
Kapillaren > EGPA

Immunkomplex-assoziiert
anti-GBM-Erkrankungen

variable
Gefiillgrifie

Cogan-Syndrom

< Venolen

< Venen

Abbildung 1: Klassifikation der priméaren Vaskulitiden nach der CHCC (Jeanette et al. 1994; Jeanette
et al. 2013). Einteilung der Vaskulitiden nach der GroRe der GefaBlumina.

1.2 Klinik der ANCA-assoziierten Vaskulitiden

Bei der GPA und bei der MPA sind die fast obligat vorhandenen ANCA gegen zwei ver-
schiedene Zielantigene - die Proteinase 3 (PR3) und die Myeloperoxidase (MPO) - gerichtet.
Die nekrotisierende Vaskulitis betrifft vor allem kleine Arterien, Arteriolen und Kapillaren.
Da Immunablagerungen nur sporadisch nachzuweisen sind, spricht man von einer pauci-
immunen Vaskulitis (Herold 2014; Jennette et al. 2013). Neuerdings zeigen einige Arbeiten
eine Hypokomplementémie, d. h. erniedrigte Werte der Komplementfaktoren C3, C4 oder

der gesamten Komplementaktivitdt CH50 im Serum von Patienten mit AAV (Fukui et al.



2016). Villacorta at al. konnten Ablagerungen von C3d in den Nierenglomeruli als Risiko-

faktor fur schwere Organschaden identifizieren (Fukui et al. 2016; Villacorta et al. 2016a).

Die GPA betrifft charakteristischerweise den oberen und unteren Respirationstrakt in Form
einer granulomattsen nekrotisierenden Entziindung. Haufig kommt es zu einer Nierenbetei-
ligung mit im VVordergrund stehender Glomerulonephritis. Klinisch tritt im lokalisierten Sta-
dium eine chronisch blutig, borkige Sinusitis oder Rhinitis auf, teilweise mit Destruktionen,
die zu einer Sattelnase mit einer Septumperforation flihren. Eine chronische Otitis oder
Mastoiditis sowie Ulzerationen im Oropharnyx kénnen vorkommen. Ist der untere Respira-
tionstrakt betroffen, kdnnen Lungenrundherde, Einschmelzungen, eventuell auch Stenosen
in Bronchial- oder Trachealsegmenten zu klinischen Symptomen, wie Husten und Hdmorr-
hagie mit Hamoptoe, fihren. Im generalisierten Stadium steht die renale Beteiligung im
Sinne einer Glomerulonephritis, haufig verlaufend als rapid progressive Glomerulonephritis
(RPGN), im Vordergrund oder eine andere organbedrohliche Manifestation. Prinzipiell kann
jedes Organ bei der systemischen GPA betroffen sein, darunter in seltenen Féllen auch die
Haut, die Augen, das Nervensystem oder das Herz (Leavitt et al. 1990; Herold 2014; Jen-
nette et al. 2013).

Bei der MPA kommt es im Gegensatz zur GPA nicht zur Bildung von Granulomen. In 70%
der Félle sind die Nieren beteiligt. Im VVordergrund steht in der Regel die RPGN mit Glome-
rulusschlingennekrosen und halbmondférmigen Kapselproliferaten. Klinisch nachweisbare
Folgen sind jeweils unterschiedliche Schweregrade eines akuten Nierenversagens mit Ha-
maturie, Proteinurie und einer arteriellen Hypertonie. Zusatzlich kann eine pulmonale Ma-
nifestation mit nekrotisierender alveoléarer Kapillaritis und herdférmiger oder diffuser alve-
olarer Hamorrhagie entstehen. Treten Nierenbeteiligung und pulmonale Beteiligung neben-
einander auf, spricht man vom pulmo-renalen Syndrom. Weniger als die H&lfte der Patienten
haben eine Hautbeteiligung, klinisch als Purpura oder subkutane Knétchen einzuordnen. Au-
Rerdem kann eine Beteiligung des Nervensystems in Form einer Polyneuritis beobachtet
werden (Zashin et al. 1990; Jennette et al. 2001; Herold 2014; Jennette et al. 1994).

Die EGPA ist durch eine Eosinophilie mit Blutbild (>10%) und durch eosinophile interstiti-
elle Infiltrate in verschiedenen Organen (Lunge, Herz, ZNS) gekennzeichnet. Fakultativ



konnen auch eosinophilenreiche Granulome auftreten. Klinisch fallen die Patienten durch
allergisches Asthma oder eine allergische Rhinitis auf, ebenso kann es zu flichtigen Lunge-
ninfiltraten und einer Myokarditis oder Koronaritis im Rahmen einer kardialen Beteiligung
kommen. Die Erkrankung kann sich dartiber hinaus sowohl im peripheren Nervensystem als
Mono- oder Polyneuropathie als auch im zentralen Nervensystem (ZNS) als ZNS-Vaskulitis
manifestieren. Sie muss neben der GPA und der MPA auch gegenuber dem ,,Hypereosino-
philie-Syndrom* abgegrenzt werden. Letzteres gilt als neoplastische Erkrankungen und geht
wie die EGPA mit einer starken Eosinophilie einher. (Masi et al. 1990; Herold 2014; Jen-
nette et al. 2013).

Im Gegensatz zur GPA und zur MPA ist die EGPA somit eine nur fakultativ vaskulitische
Erkrankung. Im Folgenden sollen daher die Schwerpunkte dieser Arbeit auf der GPA und
der MPA liegen.

1.3 Bedeutung der antineutrophilen zytoplasmatischen Antikérper

Antineutrophile zytoplasmatische Antikdrper wurden 1982 das erste Mal beschrieben und
spater in Zusammenhang mit Kleingefalivaskulitiden gebracht (Davies et al. 1982; Jennette
et al. 1995). Es handelt sich bei ANCA um eine heterogene Gruppe von Antikorpern, die
mittels indirekter Immunofluoreszenz, an Ethanol-fixierten Granulozyten nachgewiesen
werden konnen (van der Woude et al. 1985; Csernok et al. 2006b). Die Zielantigene der
ANCA konnen sich in den Granula und im Zytosol der neutrophilen Granulozyten befinden.
Immunfluoreszenz-mikroskopisch werden an den Neutrophilen drei verschiedene Befund-
muster unterschieden: (1) Eine diffuse granuldre Positivitat im Zytoplasma (sogenannte c-
ANCA) (2) Eine perinukledre Positivitat (sogenannte p-ANCA) (3) Eine davon abweichende
uncharakteristische Positivitat (sogenannte a-ANCA) (Csernok et al. 2006Db).

Die zwei bedeutendsten Zielantigene der ANCA, sind die Proteinase 3 (PR3) und Myelo-
peroxidase (MPQO) und kénnen mittels direkter, sogenannter capture-ELISA voneinander
abgegrenzt werden. Sie lassen sich in der Regel dem c-ANCA Muster (PR3) bzw. dem p-
ANCA Muster (MPO) zuordnen (Csernok et al. 2006b).



Im Fruhstadium der GPA zeigen 50%, im Generalisationsstadium etwa 95% der Betroffenen
eine zytoplasmatische PR3-ANCA-Positivitat. Im Rahmen der MPA sind MPO-ANCA bei
60-80% der Patienten nachweisbar. Bei MPA konnen ebenfalls, wenn auch seltener, PR3-
ANCA vorkommen. Umgekehrt sind bei der GPA gelegentlich MPO-ANCA zu beobachten
(Kallenberg und Cees 2011; Jennette und Falk 2014). Es sind jedoch nicht bei allen Patien-
ten mit AAV ANCA nachzuweisen (Carrie et al. 1994; Takano et al. 1996; Villacorta et al.
2016b). Das Auftreten eines perinukledren MPO-ANCA-Musters wird auerdem unter an-
derem bei Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen, Autoimmunhepatitiden und in-
fektioser Endokarditis beobachtet (Rump et al. 1990; Calhan et al. 2014; Tan et al. 2014;
Langlois et al. 2016).

1.4  Pathogenese der AAV

An der Entstehung der primaren Vaskulitiden sind neben einer genetischen Préadisposition,
Infektionen, mikrobiellen Umweltfaktoren und toxischem Material auch das native und
adaptative Immunsystem und die Antikdrper selbst beteiligt (Kallenberg und Cees 2011).

Eine genetische Pradisposition durch verschiedene Assoziationen auf dem humanen Leuko-
zyten-Antigen (HLA) scheint die PR3-ANCA assoziierte Vaskulitis von der MPO-ANCA
assoziierten Vaskulitis zu unterscheiden, allerdings unabhéngig von der klinischen Manifes-
tation. Fir die PR3-ANCA-Vaskulitis wurde eine Assoziation mit HLA-DPB1*0401 auf
Chromosom 6p21.3, fir die MPO-ANCA-Vaskulitis tberwiegend eine Assoziation mit
HLA-DQ beschrieben. Zusétzlich ergaben sich bei PR3-ANCA positiver Vaskulitis Poly-
morphismen des Z-Allels des SERPINA1L- und des PRTN3-Gens. SERPINA-1 kodiert fir
al-Antitrypsin, wahrend PRTNS3 fur die Proteinase 3 kodiert (Lyons et al. 2012). Es besteht
flir die GPA eine Assoziation mit dem R620-Polymorphismus des Protein-Tyrosin-Phospha-
tase-Non-Rezeptors (PTPN22), welche auch bei anderen Autoimmunerkrankungen als Risi-
kofaktor identifiziert wurde (Cao et al. 2012).

Eine chronische nasale Besiedelung von Staphylococcus aureus besteht bei ca. 60-70% der
Patienten mit AAV, vor allem bei Patienten mit GPA, und zeigte ein hohes Risiko fir eine
refraktére Erkrankung (Stegeman et al. 1994). Kain at al. stellten die Hypothese einer mole-
kularen Mimikry zwischen dem bakteriellen Adhésionsprotein ,,FimH* und dem hLAMP-2,



die sich zu 100% gleichen. Eine Immunisierung von Ratten mit FimH, fiihrte zur Bildung
von FimH-Antikorpern. Diese kreuzreagierten mit hLAMP-2. Die Ratten entwickelten eine

pauci-immun-Glomerulonephritis (GN) (Kain et al. 2008).

Exogene Faktoren, wie Bakterien oder Toxine, scheinen sowohl als Trigger der Erkrankung
als auch im Verlauf der Erkrankung eine relevante Rolle zu spielen. So ist eine Assoziation
zwischen der Exposition von Silikonen und dem Auftreten einer renal-limitierten Verlaufs-
form der AAV bekannt (Ntatsaki et al. 2010).

Madglicherweise sind die in den meisten Fallen im Patientenserum nachweisbaren ANCA
urséchlich an der systemischen nekrotisierenden Vaskulitis, einschlie3lich der nekrotisieren-
den pauci-immunen Glomerulonephritis beteiligt. So kdnnen die Zielantigene PR3 und MPO
eine Aktivierung und Degranulierung neutrophiler Granulozyten mit konsekutivem En-
dothelschaden hervorrufen (Falk et al. 1990). Eine zusatzliche Aktivierung des Komple-
mentsystems konnte den entzundlichen Gefallwandschaden verstarken (Xiao et al. 2007).
ANCA kdnnen die Freisetzung von sog. neutrophil extracellular taps (NET’s) ausldsen, die
weitere Freisetzung von PR3 und MPO begiinstigen und zu einer Verstarkung der nekroti-
sierenden Entziindung an den kleinen GeféaRen fihren (Sangaletti et al. 2012; Kessenbrock
et al. 2009).

Im Gegensatz zur MPA werden bei der GPA Granulome in verschiedenen Organen beo-
bachtet (Fahey et al. 1954; Godman und Churg 1954; Lamprecht und Gross 2007). Wahr-
scheinlich sind an der Bildung der Granulome sowohl das humorale als auch das zellulére
Immunsystem beteiligt (Franssen et al. 2000). In den Granulomen sind neutrophile Gra-
nulozyten, Monozyten, Lymphozyten und daneben ein-oder mehrkernige Makrophagen
(Riesenzellen) zu finden. Im Zentrum konnen neben einer zentralen Nekrose neutrophile
Mikroabszesse und in den Randbereichen palisadenartig angeordnete mononukleare Histo-
zyten (Epitheloidzellen) beobachtet werden (Lamprecht und Gross 2007). In Clustern orga-
nisierte Monozyten und neutrophile Granulozyten exprimieren grof3e Mengen an PR3 (Wiik
2000; Csernok et al. 2006a). Diese sind umgeben von Antigen-prasentierenden-Zellen
(APZ), sowie T- und B-Zellen, die verschiedene Effektormarker exprimieren (Capraru et
al. 2008). Zusétzlich wird eine T-Zell-abh&ngige B-Zell-Aktivierung angenommen, die eine



Steigerung der ANCA-Produktion bewirken konnte (Voswinkel et al. 2006). Auch die In-
duktion der Proliferation von TH17-Zellen und die damit verbundene Hemmung von regu-
latorischen T-Helferzellen (TH-Zellen) scheint ber die Ausschuttung spezifischer Zytokine

eine Rolle bei der Entstehung des Endothelschadens zu spielen (Abdulahad et al. 2008).

1.5 Therapie

Fur die GPA und die MPA empfiehlt die ,European League Against Rheumatism*
(EULAR), je nach Krankheitsschwere verschiedene Therapieansédtze. Die Therapie der
ANCA-assoziierte Vaskulitiden gliedert sich in eine Remissionsinduktionstherapie, die
durchschnittlich drei bis vier Monate dauern sollte, und eine Remissionserhaltungstherapie,
die sich fir mindestens 18 Monate anschlie3t. Nach der Induktion sollte eine Re-Evaluation
der Krankheitsaktivitat erfolgen (Mukhtyar et al. 2009a). Wichtiger Bestandteil der Initial-
therapie sind die Glukokortikoide (GC), die zunachst mit 1 mg/kg/KG und dann in abstei-
gender Dosierung oral gegeben werden sollen, mit dem Ziel einer Erhaltungsdosis < 7,5 mg.
In schweren Fallen konnen initiale hoher Glukokortikoiddosen von 250 mg/d gegeben wer-
den (Mukhtyar et al. 2009a). Im Fruhstadium wird zu einer zusétzlichen parenteralen oder
subkutanen Therapie mit Methotrexat (MTX) geraten (initial 15 mg/w, Steigerung auf 25
mg/w moglich, unter Folséuresubstitution) (Holle et al. 2010). Im generalisieren Stadium
sollte die Glukokortikoidtherapie mit der i.v. Gabe von Cyclophosphamid (CYC) (Holle et
al. 2010) oder dem CD20-Antikdrper Rituximab (RTX) kombiniert werden (Stone et al.
2010). RTX wird vor allem als eine Therapiealternative bei jungen Patienten zur Erhaltung
der Fertilitat oder bei Patienten mit Kontraindikationen fur CYC sowie bei Rezidiven nach
CYC-Therapie eingesetzt. Bei schwerwiegender Nierenbeteiligung kann zuséatzlich eine
Plasmapheresetherapie sinnvoll sein, um die Durchfiihrung einer Dialyse akut zu vermeiden.
Langzeitdaten belegen allerdings, dass es trotzdem im spateren Verlauf zu einer Dialyse-
pflichtigkeit kommen kann (Walsh et al. 2013). Lokalisierte Stadien kbnnen versuchsweise
durch eine alleinige Cotrimazol-Gabe therapiert werden (Holle et al. 2010). Zur Remissi-
onserhaltung koénnen, die vergleichbar wirkenden Medikamente Azathioprin (AZA) oder
MTX verwendet werden (Pagnoux et al. 2008b). Bei Unvertraglichkeiten kann auf Lefluno-
mid oder Mycofenolat-Mofetil (MMF) ausgewichen werden. Moéglicherweise wird in Zu-

kunft auch alternativ eine Erhaltungstherapie mit RTX Uber einige Monate mdglich sein



(Guillevin et al. 2014). Die Glukokortikoidtherapie sollte dauerhaft unterhalb der Cushing-
Schwelle von 7,5 mg/d liegen und durch eine Osteoporose-Prophylaxe ergénzt sein. Bei
Kortikoiddosen lber >20 mg/d sollte eine Pneumocystis jirovecii-Prophylaxe mit Cotrima-
zol erfolgen. 10-15% der Patienten sprechen nicht auf die Standardtherapie an, mogliche
Ausweichpraparate sind dann RTX, Infliximab oder auch intravends verabreichte Immun-
globuline (IVIG) (Holle et al. 2010; Mukhtyar et al. 2009a).

Zur prognostischen Einschatzung und therapeutischen Planung im Einzelfall werden ver-
schiedene klinische Merkmale (B-Symptomatik, Arthralgien, Myalgien, Organmanifestati-
onen), laborchemische Parameter (Kreatinin, ALT, AST, AP, GGT, LDH, CRP, BSG,
ANCA-Status), Blutbild und Differentialblutbild, Urinuntersuchungen (Protein, Status, Se-
diment), Bildgebende Verfahren (Réntgen-Thorax, CT-Thorax, MRT-Schadel) und die Nie-

renbiopsiediagnostik eingesetzt.

1.6 Zytokine

Zytokine sind von essentieller Bedeutung bei der Entstehung und Steuerung der Immunant-
wort. Sie wurden erstmals 1974 von Stanley Cohen beschrieben (Cohen et al. 1974). Sie
wurden zuerst als Lymphokine bezeichnet, kénnen jedoch auch von anderen Kdrperzellen
freigesetzt werden. Zur Gruppe der Zytokine gehoren die Interferone, Interleukine, Chemo-
kine, Tumor-Nekrose-Faktor-a-Familie (TNF-a ,,Transforming-Growth-Faktor*“-Familie
(TGF) und die ,,Colony-Stimulating-Faktor“-Familie (CSF) (Cohen 2004). Zytokine sind
Peptide oder Glykoproteine (bis zu 30kDa grof8) und kommen mit Ausnahme von IL-12 und
IL-23 (Heterodimer) als Homodimere oder Homotrimere vor. Zytokine regulieren die Akti-
vierung von Lymphozyten und Phagozyten, sowie die Differenzierung und Teilung hdmato-
poetischer Stammzellen. Sie erhalten die Balance zwischen zelluldrer Immunantwort und
Antikdrperproduktion und wirken als Mediatoren bei Entziindungsreaktionen (Male und-
Wand-Wirttenberger 2005). Sie haben h&ufig mehr als eine Funktion und kdnnen Gber spe-
zifische membranstdndige Rezeptoren auf verschiedene Zelltypen wirken. Dies wird als
Pleiotropie bezeichnet. Verschiedene Zellarten synthetisieren unterschiedliche Zytokinkom-
binationen. Die Reaktion einer Zelle auf ein Zytokin, ist vom Vorhandensein des spezifi-

schen membranstandigen Rezeptors und von der Signalintensitat abhangig. Fiir eine Antwort



der Zelle kann mehr als ein Zytokinsignal notwendig sein. Verschiedene Zytokine wirken
hier synergisch oder auch antagonistisch. Sie wirken meist nicht auf die das jeweilige Zyto-
kin produzierende Zelle, sondern auf andere Zellen (parakrine Wirkung) in der unmittelba-
ren Nachbarschaft (juxtrakrine Wirkung). Nur in einigen Féllen wirken sie autokrin auf die
produzierende Zelle selbst (Fernandez und Lolis 2002). Die Zytokinrezeptoren haben eine
hohe Affinitat zu ihren Liganden, was zu einer niedrigen Zytokinkonzentration (pg/ml und
ng/ml Bereich) im Serum fiihrt. Vor allem T-Helfer-Zellen sind ein wichtiger Entstehungsort
von Zytokinen. An den verschiedenen Zielzellen wie B-Zellen, Makrophagen oder auch
Thymuszellen kdnnen Zytokine auf translationaler Ebene Effekte wie Proliferation, Aktivie-
rung und Differenzierung sowie Induktion und Blockierung von Klassenwechseln bei B-
Zellen, auslosen. Funktionell kann man drei verschiedene Zytokingruppen unterscheiden:
TH1-assoziierte, vorwiegend proinflammatorische Zytokine, darunter u.a. TNF-a, IL-1, IL-
6, IL-8 und INF-y, TH2-assoziierte vorwiegend antiinflammatorisch wirkende Zytokine, u.a.
IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 und TNF-B und andere Zytokine, die sowohl pro-als auch antiin-
flammatorisch wirken konnen. Die Differenzierung von nativen T-Zellen zu TH1-Zellen
wird durch IL-12 getriggert und fuhrt zur zellularen Immunitét, wéhrend die Differenzierung
zu TH2-Zellen durch IL-4 getriggert wird und zur Ausbildung einer antikorpervermittelten
humoralen Immunitét fiihrt. Durch den Mechanismus der negativen Rickkopplung inhibie-
ren sich TH1-und TH2-Zellen gegenseitig (Male und Wand-Wiirttenberger 2005).

Bei der Pathogenese von chronischen Entziindung scheinen aulerdem TH17-Zellen eine
Rolle zu spielen. Die Differenzierung zu TH17-Zellen wird von 1L-6, TNF-f getriggert und
von IL-27 inhibiert. Ein wichtiger Uberlebensfaktor ist IL-23. TH17-Zellen sezernieren vor-
wiegend Zytokine der IL-17-Familie und wirken ganz Uberwiegend proinflammatorisch.
(McKenzie et al. 2006; Weaver et al. 2006; Veldhoen und Stockinger 2006; Iwakura und
Ishigame 2006) Regulierende T-Zellen (Treg) wirkend tiber TNF-B inhibierend auf alle an-
deren T-Helferzelltypen. Die Differenzierung zu den Treg-Zellen, welche durch ihre inhi-
bierende Funktion Gewebeschaden durch die Autoimmunitat verhindern, kann durch IL-6
inhibiert werden, und zur Differenzierung zu TH17-Zellen fihren (Bettelli et al. 2006). Der

Mechanismus der Suppression der regulatorischen T-Zell und der vermehrten Expression
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von TH17-Zellen und damit die Verstarkung und Aufrechterhaltung der chronischen Ent-
zlindung ist auch fir die AAV beschrieben (Abdulahad et al. 2008; Morgan et al. 2010).

IL-17AF
} P
hemmt
l IeG
TNF +1IL-1
Schutz vor nicht-viralen Schutz gegen Anti-inflammatorische Rekrmtierung und Aktivierung

intrazelluldren extrazellulire Pathogene Funktion von neutrophilen
Pathogenen Granulozyten,

proinflammatorische
organspezifische Wirkung

Abbildung 2: Darstellung der Differenzierung und Funktion der TH-Subpopulationen und deren Zy-
tokine (modifiziert nach Alber und Kamradt 2007; Male und Wand-Wiirttenberger 2005).

1.7 Nierenbiopsiediagnostik

Besteht bei Patienten mit AAV eine Nierenbeteiligung, so sind die Morbiditat und Mortalitat
in der Regel erhdht (Mukhtyar et al. 2008). Goldstandard in der Diagnostik, der bei ANCA-
assoziierten Vaskulitiden auftretenden nekrotisierenden pauci-immunen Glomerulonephritis
ist die Nierenbiopsie. Der Nierenbiopsiebefund ist entscheidend fiir die Prognose der Nie-
renfunktion, dies geschieht anhand folgenden Schemas, in dem die Nierenbiospsie in einer
der vier Gruppen eingeteilt wird: 1. focal >50% normale Glomeruli, 2. cresentic >50% Glo-
meruli mit zelluldren crescents, 3. mixed <50% normale, <50% cresentic und <50% sklero-
tische Glomeruli und 4. sclerotic >50% global-sklerotische Glomeruli. Die Kategorien kor-
relieren jeweils signifikant mit der renalen Funktion, wobei der sklerotischen Form die un-

gunstigste Prognose zuzuordnen ist (Berden et al. 2010).
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1.8 Urindiagnostik

Die Urindiagnostik bei AAV umfasst neben dem Urinstatus mit Bestimmung der Erythro-
zytenzahl und der Eiweil3ausscheidung eine makroskopische Beurteilung (Farbe des Urins)
und eine Mikroskopie der Erythrozytenmorphologie (,,glomeruldr verformte Erythrozyten®,
,,Erythrozytenzylinder). Im 24-h-Sammelurin kann die Proteinurie mittels der Bestimmung
von Albumin, al-Makroglobulin und p2-Mikroglobulin, sowie des Kreatinins bezuglich ih-
res Ursprungs (glomeruldr, tubul&r) weiter differenziert werden (Herold 2014). Die Urinun-
tersuchung ist ein fester Bestandteil fir die Frihdiagnostik mit Risikoeinschatzung und der

spateren Verlaufskontrolle bei Patienten mit AAV.

1.9 Zielsetzung

Die derzeitige Diagnostik und Therapie von Patienten mit AAV kann maoglicherweise durch

die Bestimmung verschiedener Biomarker erweitert und verbessert werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, Biomarker im Serum und im Urin von Patienten mit GPA und MPA
zu erfassen und die auf diese Weise gewonnenen Befunde mit epidemiologischen und klini-
schen Parametern, mit anderen Laborwerten, mit den Organmanifestationen, sowie den
Krankheits- bzw. Behandlungsverlaufen zu vergleichen. Dartber hinaus kénnen sich auf
diese Weise auch zusatzliche Information zur Krankheitsentstehung und zur Prognose erge-

ben.
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2 Methoden

Mittels eines Beads-basierten-Multiplex Immunoassays wurden verschiedene Biomarker im
Serum und im Urin von Patienten mit AAV untersucht. Die Methode wurde bereits zur Su-
che nach relevanten Biomarkern bei verschiedenen inflammatorischen Erkrankungen ange-
wandt, darunter die Lupus-Nephritis (Sigdel et al. 2016) und die neonatale Early Onset Sep-
sis (He et al. 2016).

2.1 Beads-basierter Multiplex-Immunoassay

Das Bioplex-200-System ist methodisch eine Kombination aus ,,Enzym-linked Immunosor-
bent Assay“ (ELISA) und Durchflusszytometrie. Es bedient sich des Prinzips eines Sand-
wich-ELISA und arbeitet mit Hilfe von magnetischen Beads. Beads sind, Fluoreszenz-mar-
kierte Polystyren-Partikel, die durch verschiedene Mischverhéltnisse zweier Fluorochrome
jeweils einen bestimmten Farbcode erhalten. Dies ermdglicht die Detektion von 100 ver-
schiedenen Molekilen in einer einzigen 96-well-Mirkoplatte. Als capture-Antikdrper fun-
gieren monoklonale, jeweils fur das zu detektierende Molekiil spezifische, Antikorper. Diese
sind kovalent an die unterschiedlichen Beads gekoppelt. Jedes spezielle Molekul kann einem
spezifischen Bead zugeordnet werden. Die Antigen-Antikdrper-Komplexe entstehen durch
die Inkubation mit der zu testenden Probe, verschiedenen Standardverdiinnungen und den
Kontrollen. Mehrere Waschvorgénge schliefen sich an, um ungebundene Proteine zu ent-
fernen, bevor biotinylierte spezifische Sekundarantikdrper gebunden werden. Streptavidin-
Phycoerythrin bindet den Sekundarantikérper und ermdglicht so die Detektion und Quanti-
fizierung durch das Luminex-System. Die Molekile werden nacheinander durch einen roten
Laser klassifiziert und durch einen grinen Laser quantifiziert. Die Bioplex-Manager Soft-
ware ermdglicht die Bestimmung der jeweiligen Molekilkonzentration durch den Vergleich
mit der Standardkurve. Diese wird durch die zusétzliche Messung der Standardverdinnun-
gen erstellt. Das Bioplex System stellt damit die Mdglichkeit der Messung vieler verschie-

dener Molekile in einer einzigen Probe mit einem geringen Probenvolumen dar.
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Abbildung 3: Darstellung des Bioplex-Sandwich Immunoassay

2.2  Studienkollektiv

Die Studienteilnehmer sind Patienten der Abteilung fir Nephrologie und Rheumatologie der
Universitat Gottingen und wurden unter Einhaltung der medizinischen Ethik und nach aus-
fuhrlicher Aufklarung und schriftlicher Einwilligung tber die Stationen 3021, 3024, 1021,
die Rheumatologische Ambulanz und die Immunologische Tagesklinik 6022 rekrutiert. Die
Ethikkommission der Universitatsmedizin Gottingen hat den Antrag gepriift und genehmigt.
Die Antragsnummer lautet 09/10/15. Es wurden 62 Patienten (39 weiblich, 23 méannlich) im
Alter zwischen 24 und 83 Jahren mit positivem PR3- oder MPO-ANCA-Status (45 PR3-
ANCA positive Patienten, 17 MPO-ANCA positive Patienten) und/oder den klinischen
Symptomen einer Kleingefalvaskulitis in Studie eingeschlossen. Die Patienten mit GPA
wurden anhand der Klassifikationskriterien des ,American College of Rheumatology*
(ACR) eingeteilt (Leavitt et al. 1990; Masi et al. 1990), welche im November 2016 als Uiber-
arbeitete Version in Washington DC vorgestellt wurden (New ACR-/EULAR classification
criteria for ANCA-associated vasulitis, 14.11.2016, San Diego, R Lugmani et al.). Es handelt
sich um eine Punkteskala mit 9 Kriterien aus dem klinischen und dem diagnostischen Be-
reich, wobei eine Punktzahl von >5 eine GPA wahrscheinlich macht. Ausgeschlossen wur-

den Patienten mit der Diagnose einer Tumorerkrankung neben der Vaskulitis. Die Patienten
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wiesen verschiedene Stadien und Aktivitatsgrade der Erkrankung auf und waren zum Zeit-
punkt der Rekrutierung groRtenteils medikamentds vorbehandelt.
Tabelle 1: Die neuen Klassifikationskriterien nach ACR/EULAR. Darstellung der neuen Klassifika-

tionskriterien nach ACR/EULAR mit einem Punktesystem flir Ergebnisse aus Anamnese, klinischer
Untersuchung und Diagnostik.

Blutiger nasaler Ausfluss, Ulzerationen, borkige | 3
Rhinitis/Sinusitis

Nasale Polypen -4
Klinisch Horminderung oder Horverlust 1
Knorpeldestruktionen 2
gerotete oder schmerzende Augen 1
CANCA oder PR3-Ak positiv 5
Diagnostik | Eosinophilen Zahl >1 (x10"9/L) -3
Knoten, Kavernen, Verschattungen im Rahmen der | 2
bildgebenden Diagnostik des Thorax
Granulome in der Biopsie 3

Die Zytokin-Bestimmung im Serum konnte bei 51 Patienten durchgefiihrt werden. Davon
waren 40 Patienten PR3-ANCA positiv und zeigten das klinische Bild einer GPA und 11
Patienten MPO-ANCA positiv mit der Klinik der MPA. Als Vergleichsgruppe wurden sechs
Sklerodermie-Patienten rekrutiert. Jeweils drei Patienten mit systemischer Sklerodermie und
positiven Scl70 Antikorper und drei Patienten mit ,,CREST-Syndrom* und positiven Anti-
Centromer-Antikdrpern. Es wurden 20 gesunde Kontrollen (10 weiblich, 10 mannlich) ein-
geschlossen, die in Altersspanne und Altersdurchschnitt zu der AAV-Gruppe passen und
Klinisch keine Anzeichen einer AAV oder einer anderen Autoimmun- oder Tumorerkran-

kung zeigten.

Die Biomarker-Bestimmung im Urin konnte bei 39 Patienten durchgefiihrt werden. Davon
hatten 14 Patienten eine durch Nierenbiopsie gesicherte FSGN (akut oder abgelaufen), 5
Patienten eine Proteinurie, 10 Patienten keinen Hinweise auf eine Nierenbeteiligung bei

AAYV und 10 waren klinisch gesunde Kontrollen.

2.3  Aktenrecherche

Epidemiologische und krankheits-assoziierte Daten der Patienten wurden in einer ausfihrli-
chen Aktenrecherche erhoben. Die Laborparameter, ,kleines BB“, CRP, BSG, LDH,
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ANCA-Status, Kreatinin und Gesamtprotein im Serum, Albumin und a1-Mikroglobulin im
Urin wurden zum Zeitpunkt der Diagnose und zum Endpunkt ermittelt. Lebensstilfaktoren
wie Rauchen, Alkoholkonsum und Erndhrungsstatus wurden dokumentiert, genauso wie die
Ausbreitung der Erkrankung auf die einzelnen Organsysteme, darunter die Augen, der HNO-
Trakt, die Lunge, die Nieren, das Herz, die Haut, die Gelenke und das Nervensystem. Zur
Einschéatzung der Krankheitsaktivitdt wurde der ,Birmingham-Vasculitis-Score* (BVAS)
verwendet. In die Berechnung des BVAS flielen Faktoren aus neun verschiedenen Subka-
tegorien ein. Beurteilt werden Allgemeinsymptome, Symptome an der Haut, die Klinik an
Auge und Schleimhduten, des HNO-Bereichs, der Lunge, des kardiovaskularen Systems, des
Abdomens, der Niere und des Nervensystems. Neu aufgetretene Symptome werden mit ho-
heren Punktzahlen bewertet, als persistierende Beschwerden. Somit entsteht ein Punktwert
von 0-63 und ermdglicht eine Einordnung der Krankheitsaktivitat zu einem Zeitpunkt und
bei mehrfacher Bestimmung eine Beurteilung des Aktivitatsverlaufs. Eine Krankheitsremis-
sion ist bei einem BVAS von 0 Punkten erreicht. Eine niedrige Krankheitsaktivitat liegt bei
einem BVAS von <8 Punkten vor. Bei einem BVAS >8 Punkten ist die Krankheitsaktivitat
als hoch einzustufen (Mukhtyar und Luqumani 2007; Mukhtyar et al. 2009b). Zur Beurtei-
lung des durch die Erkrankung verursachten irreversiblen Schadens wurde der ,Vasculitis-
Damage-Score‘ (VDI) herangezogen. Der VDI ist eine standardisierte Moglichkeit, das Aus-
maf der irreversiblen Schadigung durch eine Vaskulitis zu quantifizieren. 65 Parameter wer-
den in 11 verschiedenen Organgruppen beurteilt. Es kann ein Punktwert von 0 bis 64 Punk-
ten erreicht werden. Es gilt ,,einmal positiv, immer positiv, somit kann der Punktewert nur
zunehmen oder unverandert bleiben. Eine Abnahme des Punktwertes ist nicht mdglich. Je
héher die Summe des Punktwertes, desto gréRRer die Schadigung (Exley et al. 1997). Anhand
der Empfehlung der ,European League Against Rheumatism® (EULAR) wurden die Patien-
ten in finf Krankheitsstadien eingeteilt: lokalisiert, friihsystemisch, generalisiert, schwer

und refraktar. Die Stadien wurden, wie in Tabelle 2 gezeigt, definiert.
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Tabelle 2: Definition der Krankheitsstadien nach EULAR (Hellmich et al. 2007). Darstellung der
Definition der Krankheitsstadien bei AAV nach EULAR in die fiinf klinischen Subgruppen: ,,Loka-
lisiert®, ,,Frithsystemisch®, ,,Schwer*, ,,Generalisiert* und , Refraktar®.

Klinische Sub- | Systemische Bedrohte  Or- | Weitere  Cha- | Serumkreatinin
gruppe Vaskulitis  (au- | ganfunktion rakteristika (umol/L)
Rerhalo von HNO-
Trakt und Lunge)
Lokalisiert Nein Nein Keine B-Symp- | <120
tome
ANCA in der
Regel negativ
Frihsystemisch | Ja Nein B-Symptome <120
ANCA
negativ/positiv
Generalisiert Ja Ja ANCA positiv | <500
Schwer Ja Organversagen | ANCA positiv | >500
Refraktér Ja Ja Standardthera- | Jedes

pie nicht erfolg-
reich

Die Beurteilung der Stadien der Krankheitsaktivitét erfolgte nach Hellmich at al. Der Akti-

vitatsstatus wurde als Remission, Teilremission (Ansprechen), Rezidiv (Minor/Major), re-

fraktére Erkrankung oder niedrige Krankheitsaktivitét eingestuft. Die Definition der Stadien

der Krankheitsaktivitat ist in der Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3: Definition der Krankheitsaktivitat nach EULAR (Hellmich et al. 2007). Darstellung der
Definition der unterschiedlichen Krankheitsaktivitéit bei AAV nach EULAR in die Subgruppen: ,,Re-
mission®. ,, Teilremission®, ,,Rezidiv", ,,Refraktire Erkrankung® und ,,Niedrige Krankheitsaktivitat®.

Aktivitatsstatus Definition
Remission Nicht-Vorhandensein einer Krankheitsaktivitat, die eine
Fortflihrung der immunsuppressiven Therapie erfordern
wirde
Ansprechen/Teilremission 50% Reduktion des Krankheitsaktivitatscores und keine
(Response) neuen Krankheitsmanifestationen
Rezidiv (Relaps) Wiederauftreten oder Neuauftreten einer aktiven
Vaskulitis
- Bedeutend (Major) - Wiederauftreten oder Neuauftreten potentiell or-
gan- oder lebensbedrohlicher Krankheitszeichen
- Gering (Minor) - Wiederauftreten oder Neuauftreten von Krank-

heitszeichen ohne potentiell organ-oder lebensge-

fahrlichen Charakter

Refraktare Erkrankung - Unverdnderte oder zunehmende Krankheitsakti-
vitat bei akuter AAV nach 4 Wochen Therapie
oder

- Ausbleiben eines Ansprechens, definiert als
<50% Reduktion der Krankheitsaktivitdt BVAS
nach 6 Wochen Therapie oder

- Chronische, persistierende Erkrankung, definiert
als mindestens ein bedeutendes oder drei geringe
Rezidive nach 12 Wochen Therapie

Niedrige Krankheitsaktivitdt | Fortbestehen geringer Krankheitszeichen, die auf eine

Erhoéhung der Steroidtherapie ansprechen und keine Es-

kalation der weiteren immunsuppressiven Therapie be-

dirfen

Die Patienten mit Nierenbeteiligung und stattgefundener Nierenbiopsie wurden anhand der
Klassifikation nach Berden eingeteilt (Berden et al. 2010). Aufgrund der geringen Grundge-
samtheit und dem Fokus auf die klinische Auspragung wurde die Kohorte fir die statistische
Auswertung in die Gruppen ,,ANCA-Vaskulitis ohne Nierenbeteiligung® und ,, ANCA-Vas-

kulitis mit fokal segmentaler Glomerulonephritis (FSGN)* eingeteilt.
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Tabelle 4: Einteilung des Nierenbiospiebefundes bei AAV (Berden et al. 2010). Darstellung der his-
tologischen Einteilung des Nierenbiopsiebefundes bei AAV in die Subgruppen: Focal, crescentic,
mixed und sclerotic.

Klassifizierung Einschlusskriterium

focal > 50% normale Glomeruli

crescentic >50% Glomeruli mit Crescents

mixed < 50% normale, < 50% Crescents,<50%
Sklerotisch

sclerotic > global sklerotische Glomeruli

Als Begleiterkrankungen wurden Diabetes mellitus, Arterielle Hypertonie, Hypercholesteri-
endmie und Hashimoto-Thyreoditis, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und Asthma bronchiale
erfasst. Je nach Stadium und Schwere der Erkrankung sowie der vorliegenden Begleiter-
krankung wurden die Patienten unterschiedlich behandelt. Es wurden Induktions-, Erhal-
tungs- und Zusatztherapien sowie der zeitliche Therapieverlauf und der Therapieerfolg do-

kumentiert.

2.4 Probenentnahme, Probenverarbeitung und Probenlagerung

Die Probenentnahme erfolgte nach miindlicher und schriftlicher Aufklarung und Einholen
des Einverstandnisses der Patienten im Rahmen der Routine-Blutentnahme. Es wurde je-
weils ein EDTA-R6hrchen und ein Serum-Rdéhrchen unter Einhaltung der Hygienevorschrif-
ten abgenommen. Im gleichen Zeitfenster (+/- 12Std.) gaben die Patienten Mittelstrahl-Urin
ab. Das Serum wurde bei 1200 Umdrehungen und 18°C zentrifugiert, der Uberstand abpi-
pettiert, und jeweils 3x 50 ul in Iml Roéhrchen aliquotiert und danach bei -80° eingefroren.
Der Urin wurde bei 4°C und 1200 Umdrehungen zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert,

und jeweils 2 x 2ml in 2ml Réhrchen aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

2.5 Luminetrische Messung der Zytokine im Serum

Die luminetrische Messung der Zytokine im Serum erfolgte mittels Bioplex-System und an-
hand des ,Bioplex Pro Human TH17 Cytokine Panels‘. Das Panel beinhaltet Material zur
Bestimmung folgender Zytokine: IL-1pB, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-17F, IL-21, 1L-22,
IL-23, IL-25, IL-31, IL-33, INF-3, sCD40L, TNF-a.

1. Vorbereitung
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Zunachst wird das Bioplex-System gestartet. Es bendtigt eine Aufwarmphase von 30
Minuten. Das Start up wird nach VVorgabe der Software durchgefihrt. Gleichzeitig
werden Puffer, Verdunner, Proben und das Kalibrations-Kit auf Raumtemperatur ge-
bracht.

Die Waschstation mit dem magnetischen Handwaschsystem wird aufgebaut.

Nach den Anweisungen der Bioplex-Manager Software wird das System kalibriert.

Die Positionen der Standards, Kontrollen, Proben und der Leerkontrolle in der 96-
Well-Platte werden geplant und die Daten in der Software gespeichert. Es werden
Doppelmessungen durchgefuhrt.

Der Standard wird mit 781 ul Standard-Verdiunnungslésung HB geldst, (die Quali-
tatskontrolle werden mit 250 pl Standard-Verdinnungslésung HB gel6st), fir 5 Se-
kunden mit dem Vortexmischer geschuttelt und dann fur 30 Minuten auf Eis gelegt.
Es folgt die Vorbereitung der Standard-Verdinnungsreihe (Verdinnung 1:4) und der

Leerkontrolle, so dass das Gesamtvolumen pro Réhrchen 200 ul betrégt.

Es wird 1 Volumen (30 pl) Serum mit 3 Volumina (90 ul) Proben-Verdiunnungslo-
sung HB verdinnt, was zu einem Gesamtvolumen von 120 pl pro Rohrchen fihrt.

Das Serum wird somit im Verhaltnis 1:4 verdiinnt.

Nun werden die ,,gekoppelten Beads* 30 Sekunden mit dem Vortexmischer geschiit-
telt und dann mit dem Bioplex-Assay-Puffer verdiinnt. 5,472 ul des 1x Bioplex As-
say Puffer werden in ein 15-ml-Rohrchen pipettiert und 288 pl 20x Beads hinzuge-
fugt, danach erneut 30 Sekunden mit VVortexmischer geschdttelt. Die Beads miissen

vor Licht geschitzt werden.

. Ablauf des Versuches:

Die 1x Beads werden 30 Sekunden mit dem Vortexmischer geschuttelt. Zu jedem
Well der Platte werden 50 ul der Beads hinzugefligt.

Die Platte wird 2x mit 100 pl Bioplex-Wasch-Puffer gewaschen. Dabei wird die
Platte nach Zugabe des Wasch-Puffers jeweils eine Minute auf dem magnetischen
Handwaschsystem fixiert, der Uberstand 1 x abgeworfen und die Platte 1 x abge-

trocknet.
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Die Proben, Standards und die Leerkontrolle werden 30 Sekunden mit dem Vor-
texmischer geschittelt. Zu jedem Well der Platte werden 50 ul der jeweiligen vorher
bestimmten Position hinzugefigt.

Die Platte wird auf dem Mikrotiterplattenschuttler bei 750 rpm eine Stunde im Dun-
keln inkubiert.

10 Minuten vor Ende der Inkubation werden die 20x Detektions-Antikorper flr 5
Sekunden mit dem Vortexmischer geschittelt und mit dem Detektions-Antikdrper-
Verdunner zu 1x verdiinnt. Dazu werden 2,755 pl des Detektions-Antikorper-Ver-
dinners in ein 15 ml Rohrchen pipettiert und 145 pl Detektions-Antikorpers hinzu-
gefligt und erneut geschuttelt.

Die Platte wir nun 3 x mit jeweils 100 pl Wasch-Puffer gewaschen.

Die verdunnten Detektions-Antikorper werden 5 Sekunden mit dem Vortexmischer
geschdttelt und 25 pl zu jedem Well hinzugeflgt.

Die Platte wird auf dem Mikrotiterplattenschittler bei 750 rpm eine halbe Stunde in
im Dunkeln inkubiert.

Wahrenddessen wird die Bioplex-Manager Software vorbereitet. Das Panel wird re-
gistriert und die Proben werden eingegeben. Fir jede Probe wird die spezifische
Bead-Region angegeben. Die Platte wird formatiert, wodurch die Software die je-
weiligen Platze von Standard, Leerkontrolle und Proben speichert. Die héchste Stan-
dardkonzentration (S1) wird flr jede Probe gemeinsam mit dem Verdinnungsfaktor
(1:4) angegeben. Das System berechnet so die Konzentration fir jeden Standard-
punkt. Es werden Informationen zu den zu testenden Proben angegeben und deren
Verdiunnungsfaktor (1:4). Es werden allgemeine Einstellungen zur Durchfiihrung des
,Human TH17 Cytokine Assays* uberprift. Der Assay lauft in der Einstellung Low
RP1 Taget (low PTM). Die Daten-Akquirierung steht auf 50 Beads pro Region. In
Advanced Settings wird bestétigt, dass die Bead-Karte auf der 100sten Region steht,
die ProbengroflRe auf 50 pl und die DD Gates auf 5000 (low) und 25000 (high) stehen.
Die Datei wird unter Messdatum und Panelname gespeichert.

10 Minuten vor Ende der Inkubation wird das 100 x Streptavidin-PE fiir 5 Sekunden
mit dem Vortexmischer geschiittelt und mit dem Assay-Puffer zu 1x Streptavidin-PE
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2.6

verdunnt. Ein 10 ml Réhrchen wird mit 5,940 pl Assay-Puffer und 60 pl 100x Strep-
tavidin-PE befillt und erneut geschiittelt. Das Strepavidin-PE muss vor Licht ge-
schiitzt werden.

Die Platte wird erneut 3 x mit 100 ul Wasch-Puffer gewaschen.

Das verdinnte Streptavidin-PE wird mit dem Vortexmischer geschuttelt und zu je-
dem Well 50 ul hinzugefugt.

Die Platte wird auf dem Mikrotiterplattenschttler bei 750 rpm 10 Minuten im Dun-
keln inkubiert.

Danach wird die Platte 3x mit 100 ul Wasch-Puffer gewaschen.

Zuletzt werden die Beads resuspendiert, indem zu jedem Well 125 pl Assay Puffer
hinzugefugt wird und die Platte fir 30 Sekunden bei 750 rpm im Mikrotiterplatten-
schittler inkubiert.

Die Platte kann nun vom Bioplex System gelesen werden.

Luminetrische Messung der Marker im Urin

Die luminetrische Messung der Marker fur eine Nierenschadigung im Urin wurde mit dem

Bioplex-System anhand des ,Human Kidney Injury Magnetic Bead Panels 1 und 3¢ durch-

gefuhrt. Im Prinzip ist der Versuchsablauf fir beide Panel bis auf die Probenverdiinnung

und die Mischung der Beads identisch. Exemplarisch wird der Ablauf einmal erléutert.

Das Panel 1 enthalt Material zur Messung von: Uromodulin, RBP4 und Beta-2-Microglo-

bulin. Das Panel 3 enthilt Material zur Messung von: Calbindin, GSTa, GSTx, Osteoactivin,
TIMP-1, KIM-1, IP-10, Renin, FABP-1, Collagen 4, TFF-3.

1. Vorbereitung:

Das System wird wie oben beschrieben gestartet, aufgewéarmt und kalibriert. Die Kom-
ponenten des Kits werden wahrenddessen auf Raumtemperatur gebracht und die Proben

aufgetaut. Die Plattenformation wird geplant.

Der 10 x Wasch-Puffer (60 ml) wird mit 540 ml destilliertem Wasser verdinnt. Er kann

bis zu einen Monat bei 4-8 °C im Kihlschrank aufbewahrt werden.
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Die Proben werden fiir das Panel 1 mit einem Verdinnungsverhaltnis von 1:2 verdinnt.
Dazu werden 40 pl der Urinprobe mit 40 pl Assay-Puffer gemischt.

Die Proben werden fur das Panel 3 mit dem Faktor 500 mit Assay-Puffer verdiinnt. Dazu
werden zunéchst 5 pl der Urinprobe mit 95 pl Assay-Puffer gemischt und danach 5 pl
von dem verdinnten Urin noch einmal mit 120 pl Assay-Puffer verdiinnt.

Die verschiedenen Beads kommen zunéchst 30 Sekunden ins Ultraschallbad und werden
danach jeweils eine Minute mit dem Vortexmischer geschittelt. Fir das Panel 1 werden
1,350 pl und jeweils 150 pl der 11 verschiedenen Beads, fiir das Panel 3 werden 2,550
pl Bead Verdinnungslosung und jeweils 150 pl der 3 verschiedenen Beads im Mischbe-
hélter gemischt und geschittelt. Die Beads missen vor Licht geschiitzt werden.

Die Kontrollen (C1 und C2) werden in 250 ul destilliertem Wasser geldst, mehrmals
geschwenkt und geschattelt und vor dem weiterverwenden 5-10 Minuten stehen gelas-
sen.

Der Standard wird in 250 pl destilliertem Wasser geldst, mehrmals geschwenkt, mit dem
Vortexmischer geschttelt und 5-10 Minuten stehen gelassen. Es wird eine 1:4 verdlnnte
Standardreihe erstellt (S1-S6), wobei S1 die hdochste Konzentration hat.

Als Leerkontrolle wurde der Assay-Puffer genommen.

2. Ablauf:

Es werden 200 ul Assay-Puffer in jedes Well der Platte pipettiert. Die Platte wird mit
einer Folie versiegelt und 10 Minuten bei 600 rpm und Raumtemperatur im Mikrotiter-

plattenschdttler inkubiert.

Dann wird der Assay-Puffer abgeschittet und die Platte mehrmals auf ein Tuch gedriickt
um etwaige Reste zu entfernen. Je 25 ul der Standards, Leerkontrollen und Kontrollen
werden in die vorgesehenen Wells pipettiert.

Danach werden je 25 pl Assay-Puffer in die, fiir die verdiinnten Urinproben reservierten
Wells, sowie der Wells der Standards, des Leerwertes und der Kontrollen, pipettiert. Es
wird je 25 pl der verdlnnten Proben in die vorgesehenen Wells gegeben. Der Mischbe-
hélter mit den magnetischen Beads wird erneut geschittelt und dann je Well 25ul der
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Beads zugefugt. Die Platte wird mit einer Folie abgedeckt und bei 600 rpm und 4°C tber
Nacht auf dem Mikrotiterplattenschittler inkubiert.

16-18 Stunden spéater wird der Versuch fortgesetzt. Die Platte wird eine Minute auf das
magnetische Handwaschsystem gesetzt und dann 3 x mit 200 pl Wasch-Puffer gewa-
schen.

Es werden 25 pl Detektions-Antikdrper in jedes Well pipettiert und erneut fiir eine
Stunde bei 600 rpm und RT inkubiert. Dann werden ohne einen Waschvorgang anzu-
schlieBen 25ul Streptavidin-PE jedem Well zugefiigt und erneut unter gleichen Bedin-
gungen 30 Minuten inkubiert.

Wahrenddessen wird das Protokoll fur den Versuch in die Bioplex-Software, wie oben
beschrieben, eingegeben. Dann wird die Platte mit Wasch-Puffer 3 x gewaschen.

Es werden jeweils 150 pl Sheath-Fluid zur Resuspension der Beads zugefugt und die
Platte erneut 5 Minuten im Mikrotiterplattenschittler inkubiert.

Nun kann die Platte luminetrisch gemessen werden.

2.7 Material und Geréte
2.7.1 Chemikalien
Tabelle 5: Chemikalien
Bezeichnung Hersteller
Isopropanol 70% Carl Roth, Karlsruhe
Natriumhypochlorid 12 % Carl Roth, Karlsruhe
Aqua dest.
Sheath-Fluid Bio-Rad Labratories, Mnchen
2.7.2 Gebrauchsfertige Kits
Tabelle 6: Gebrauchsfertige Kits
Bezeichnung Hersteller
Bioplex Pro Human Th17 Cytokine Panel  Bio-Rad Labratories, Minchen
Bioplex Calibration Kit Bio-Rad Labratories, Miinchen
Bioplex Validation Kit 4.0 Bio-Rad Labratories, Munchen
Milliplex MAP Human Kidney Injury Merck Millipore, Darmstadt

Magnetic bead Panel 1

M

illiplex MAP Human Kidney Injury Merck Millipore, Darmstadt

Magnetic bead Panel 3
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2.7.3 Inhalt der gebrauchsfertigen Kits

Bioplex Pro Human TH17 Cytokine Panel

Tabelle 7: Bioplex Pro Human TH17 Cytokine Panel

Komponente Menge
Standard-Verdinnungslésung HB 10 ml
Proben-Verdinnungslésung HB 8 ml
Assay-Puffer 50 mi
Wasch-Puffer 200 ml
Detektions-Antikorper Verdunner 5ml
Streptavidin-PE (100x) 1 Roéhrchen
Assay Platte (96-well flache Platte) 1 Platte
Gekoppelte magnetische Beads (20x) 1 Réhrchen
Detektions-Antikdrper (20x) 1 Réhrchen
Standard 1 Flaschen
,,Quality Control High* 1 Flaschen
,,Quality Control Low* 1 Flaschen

Das Kit wird bei 4°C im Kihlschrank aufbewahrt. Es darf nicht gefroren werden. Die ge-

koppelten magnetischen Beads und das Streptavidin-PE missen im Dunkeln aufbewahrt

werden.

Bioplex Calibration Kit
Tabelle 8: Bioplex Calibration Kit

Komponente Menge
CAL1 10 ml
CAL 2 10 ml
Bioplex Validation Kit 4.0
Tabelle 9: Bioplex Validation Kit
Komponente Menge
Validation Optic Beads 1 & 2 10 ml
Fluidics 1 10 ml
Fluidics 2 10 ml
Validation Classify Beads 1 Réhrchen
Validation Reporter Beads 1 Rohrchen
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Milliplex MAP Human Kidney Injury Magnetic Bead Panel 1

Tabelle 10: Milliplex MAP Human Kidney Injury Magnetic Bead Panel 1

Komponente

Menge

Human Kidney injury Panel 1 Standard
Human Kidney injury Panel 1 Magnetic
Beads

Human Kidney injury Panel 1 Quality
controls 1 and 2

Set of one 96-well plate with to sealers
Bead Verdinnungsldsung

Assay Pufferd

10x Wasch-Puffer

Human Kidney Injury Panel 1 Detecion
Antibody

Streptavidin-Phycoerythrin

Mischbehalter

1 Flaschen
Jel Flaschen

Je 1 Flaschen

1 Platte, 2 Verschlussfolien
3,5ml
30 ml
60 ml
3,2ml

3,2ml
1 Flasche

Milliplex MAP Human Kidney Injury Magnetic Bead Panel 3

Tabelle 11: Millipley MAP Human Kidney Injury Magnetic Bead Panel 3

Komponente

Menge

Human Kidney Injury Panel 3 Standard
Human Kidney Injury Panel 3 Magnetic
Beads

Human Kidney Injury Panel 3 Quality
controls 1 and 2

Set of one 96-well plate with to sealers
Bead Verdinnungsldsung

Assay Puffer

10x Wasch-Puffer

Human Kidney Injury Panel 3 Detecion
Antibody

Streptavidin-Phycoerythrin

Mischbehalter

Je 1 Flaschen
Je 1 Flaschen

Je 1 Flaschen

1 Platte, 2 Verschlussfolien
3,5ml
30 ml
60 ml
3,2ml

3,2ml
1 Flasche
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2.7.4 Laborgerate, Labormaterialien, Laborzubehor

Tabelle 12: Weitere Laborgeréte und -materialien

Bezeichnung Hersteller

Bioplex Multiplex System100 Luminex

Bioplex magetisches Handwaschsystem Bio-Rad Labratories, Munchen
Mikrotiterplattenschittler Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Vortexer IKA, Staufen
Multikanalpipette 30-300 pl Eppendorf, Wessling-Berzdorf
Multikanalpipette 20-200 pl Eppendorf, Wessling-Berzdorf
Einzelkanalpipetten 10-1000 pl Eppendorf, Wessling-Berzdorf
Pipettenspitzen Sarstedt, Numbrecht

15 ml Rohrchen Sarstedt, Nimbrecht

10 ml Rohrchen Sarstedt, Numbrecht

25 ml Rohrchen Sarstedt, Nimbrecht

1,5 ml Réhrchen Eppendorf, Wessling-Berzdorf
5 ml Réhrchen Eppendorf, Wessling-Berzdorf
1 ml R6éhrchen Eppendorf, Wessling-Berzdorf

Aluminiumfolie
Papiertiicher

Butterfly Safty Kanile Sarstedt, NiUmbrecht
EDTA-R6hrchen Sarstedt, Numbrecht
Serum-Rdéhrchen Sarstedt, Nimbrecht
Urinbecher Sarstedt, Nimbrecht
Urin-Réhrchen Sarstedt, Numbrecht
Staugurt

Octinisept Hautdesinfektion

Tupfer

Pflaster

Eis

Handschuhe Meditech

2.8  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm Statistika. Es wurde eine Deskrip-
tive Statistik durchgefihrt, ein t-Test und eine erweiterte ANOVA-Analyse mit Bonferroni-
Test zur Berechnung der Signifikanzen. Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte

mit Statistika und Microsoft Excel.
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3  Ergebnisse
3.1 Aktenrecherche

Es wurden 62 Patienten in das Projekt eingeschlossen, davon 39 Frauen und 23 Manner. Das
Durchschnittsalter der Kohorte lag bei 60,53 Jahren (Durchschnittsalter der Frauen: 60,97,
Durchschnittsalter der Manner: 59,78). Die Altersspanne reichte von 24 bis zu 86 Jahren.
Der BMI der Kohorte lag zwischen 18 und 47 Punkten, wobei im Mittel ein BMI von 27
berechnet wurde. 45 Patienten zeigten einen positiven PR3 (c)-ANCA Status und die Klini-
sche Manifestation einer GPA (26 weiblich, 19 méannlich). 17 Patienten zeigten einen posi-
tiven MPO (p)-ANCA Titer (12 weiblich, 4 ménnlich) davon zeigten 16 Patienten die klini-
sche Manifestation der MPA und eine Patientin eine frihsystemische GPA. Die durch-
schnittliche Krankheitsdauer der Kohorte, von gestellter Diagnose bis zum Endzeitpunkt,
betrug 4,52 Jahre, wobei die Krankheitsdauer zwischen 2 Monate und mehr als 22 Jahren
lag.

Tabelle 13: Darstellung der epidemiologischen und klinischen Daten der AAV-Kohorte bei Diag-

nose. W=Weiblich; M=Mannlich; PR3=Proteinase 3; MPO=Myeloperoxidase; PRED= Prednisolon;
MTX=Methotrexat; CYC=Cyclophosphamid; AZA=Azathioprin; N/A=nicht vorhanden.

PatNR Alter Ge- ANCA- CRP BVAS VDI Immunsuppression
schlecht  Typ (mg/l) zur Induktion

1 70 M PR3 7,5 19 2 PRED/MTXCYC/RTX

2 82 M PR3 124,9 28 5 PRED/CYC/RTX

3 54 W PR3 109,8 13 1 PRED/MTX

4 5 W PR3 245,6 19 2 PRED/CYC

5 58 M PR3 150 23 4 PRED/CYC/RTX

6 86 W PR3 94,3 18 3 PRED/CYC

7 74 W PR3 2,9 10 1 PRED/CYC

8 72 W PR3 96,4 25 4 PRED/CYC

9 70 W PR3 12,3 20 3 PRED/CYC/RTX

10 79 W PR3 129 27 5 PRED/CYC/RTX

12 48 W MPO 2,9 16 4 PRED/MTX

13 45 W MPO 77,2 17 2 PRED/MTX/CYC/RTX

14 72 W PR3 150 13 2 PRED/CYC/RTX

15 61 M PR3 81,3 20 2 PRED/CYC/RTX

16 64 W PR3 45,7 17 3 PRED/CYC

17 45 M PR3 218 18 2 PRED/CYC

18 71 W PR3 31 3 0 PRED/AZAICYC

19 43 M MPO 0,8 1 0 PRED/AZA

20 67 M PR3 42 15 2 PRED/CYC
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21 56 M PR3 49,3 18 4 PRED/CYC/RTX
22 50 M PR3 96,1 19 2 PRED/CYC

23 74 M MPO 5,4 6 0 PRED

24 66 W MPO 2,5 2 1 PRED/AZA

25 49 W PR3 0,7 6 2 PRED/AZA/MTX
26 45 M PR3 2,7 7 2 PRED/RTX

27 79 W PR3 4,3 10 2 PRED/CYC/RTX
28 73 M PR3 2,2 1 1 PRED/MTX

29 65 M PR3 <3 1 1 PRED

30 44 W MPO 7,9 1 0 PRED

31 48 M PR3 84 26 5 PRED/CYC/RTX
32 54 W MPO 8,8 3 1 PRED/MTX

33 66 W MPO 125,7 15 1 PRED

34 66 W PR3 117 16 1 PRED/CYC

35 82 M PR3 185,8 17 3 PRED/CYC

36 67 W PR3 74,2 15 2 PRED/RTX

37 76 M MPO 144 19 4 PRED/CYC

38 71 W PR3 18,8 17 2 PRED/CYC

39 60 W PR3 248 11 1 PRED/AZA

40 63 W MPO 184,4 7 1 PRED

41 37 W MPO 0,9 5 1 PRED/AZA

42 29 W MPO 1,1 4 1 PRED

43 76 M PR3 <2,0 11 6 PRED/CYC/RTX
44 61 W MPO 1,8 25 4 PRED/RTX

45 48 W MPO 0,6 4 1 PRED

46 41 W PR3 1,5 5 o PRED

48 53 W PR3 47,2 7 2 PRED/MTX

49 73 W PR3 31 7 2 PRED/MTX/CYC
50 71 W PR3 134,1 9 2 PRED/CYC

51 50 M PR3 197 17 2 PRED/AZA/IMTX/CYC
52 76 W PR3 15 3 N/A

53 58 W PR3 89,8 11 2 PRED/MTX/CYC
54 27 M PR3 1,7 2 0 N/A

55 68 M PR3 45,6 16 2 PRED/CYC

57 45 W PR3 162,9 18 3 PRED/RIT

58 32 M MPO 5,8 10 1 PRED/RIT

59 42 M PR3 166,3 9 0 PRED/CYC/RTX
60 66 W PR3 33,1 9 1 PRED/CYC/RTX
61 49 W PR3 22,2 8 2 PRED/CYC

62 5 M PR3 101 19 4 PRED/CYC

63 24 W PR3 13,9 11 0 PRED/MTX/RTX
64 7 W MPO 9,2 8 3 PRED/MTX/RTX
65 79 W MPO 111,1 6 1 PRED/RTX

Die MPO-ANCA-Patienten waren mit durchschnittlich 55 Jahren, im Vergleich zu PR3-
ANCA-Patienten mit im Durchschnitt 61 Jahren, jinger (p=0,177137).
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Der Birmingham Vasculitis Score 3.0 (BVAS) und der Vasculitis Damage Score (VDI) wur-
den auf Grundlage der Aktendaten zum Zeitpunkt der Diagnose und zum Endzeitpunkt be-
rechnet. Mittlerer BVAS zum Diagnosezeitpunkt war 12,5 und zum Endzeitpunkt 6,55 (Abb.
4). Der durchschnittliche VDI betrug bei der Erstdiagnose 2,02 und zum Endpunkt 2,35
(Abb. 4).
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Abbildung 4: Darstellung des mittleren ,Birmingham Vasculitis Scores‘ (BVAS) und des ,Vasculitis
Damage Scores‘ (VDI) der ANCA-positiven Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose der Vaskulitis
und zum Endzeitpunkt der Studie, wobei die Zeit von Diagnose zum Endzeitpunkt im Durchschnitt
4,52 Jahre betragt.

Die PR3-ANCA positiven Patienten hatten dabei einen signifikant héheren BVAS bei Diag-
nose als die MPO-ANCA positiven Patienten (p=0,026360) (Abb. 5A). Der VDI unterschied
sich nicht signifikant zwischen den Gruppen (p=0,130033) (Abb. 5B).
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Abbildung 5: Darstellung des BVAS (A) und des VDI (B) bei Diagnose im direkten Vergleich zwi-
schen PR3-ANCA positiven und MPO-ANCA positiven Patienten der AAV-Kohorte. (A) zeigt einen
signifikant héheren BVAS bei Diagnose bei PR3-ANCA positiven Patienten (p=0,026360). (B) zeigt
keinen signifikanten Unterschied des VDI zwischen PR3-ANCA- und MPO-ANCA-Patienten bei
Diagnose (p=0,130033).

Das Krankheitsstadium der Patienten wurde nach der EULAR-Krankheitsstadieneinteilung
Klassifiziert (Hellmich et al. 2007) und die Krankheitsaktivitat nach der Einteilung von Hell-

mich et al. (Hellmich et al. 2007) (Tab. 14; Tab. 15).

Tabelle 14: Einteilung der AAV-Kohorte in die EULAR-Krankheitsstadien (Hellmich et al. 2007)

EULAR-Krankheitsstadien
Lokalisiert frihsystemisch | generalisiert | Schwer Refraktar
PAT | 0 23 10 7 22

Tabelle 15: Einteilung der AAV-Kohorte nach der Krankheitsaktivitat (Hellmich et al. 2007)

Krankheitsaktivitat nach Hellmich
Remission | Teilremission | Rezidiv Niedrige Krank- | Refraktare
heitsaktivitat Erkrankung

Minor | Major
PAT | 3 25 10 12 10 22

Weder das Geschlecht der Patienten, noch ein Alter >50 bei Diagnose der AAV zeigten bei
einem Signifikanzniveau von p=0,05, signifikant mehr Rezidive als die jeweilige Ver-
gleichsgruppen im Krankheitsverlauf. PR3-ANCA positive Patienten hatten signifikant hau-
figer ein Rezidiv als MPO-ANCA positive Patienten unserer Kohorte (p=0,016850) (Abb.
6A). Die Rezidivwahrscheinlichkeit lag insgesamt bei GPA-Patienten signifikant hoher als
bei Patienten mit dem klinischen Bild einer MPA (p=0,029224) (Abb. 6B). Das Erreichen
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einer Remission oder Teilremission zeigt ebenso keine signifikanten Unterschiede zwischen
Mannern und Frauen und in den verschiedenen Altersklassen. Auch ein BMI>25 hat keinen
signifikanten Einfluss auf das Vorkommen von Rezidiven oder auf das Eintreten einer Re-
mission oder Teilremission. Kein signifikanter Unterschied ist zwischen PR3-ANCA- und
MPO-ANCA-Patienten diesbezuglich festzustellen.
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Abbildung 6: Darstellung der Rezidivwahrscheinlichkeit (A) PR3-ANCA und MPO-ANCA positive
Patienten (B) GPA- und MPA-Patienten im Vergleich. Signifikant h&ufiger zeigten sich Rezidive bei
(A) PR3-ANCA positiven Patienten (p=0,016850) und (B) GPA-Patienten (p=0,029224).

Ein BVAS>8 ist definiert als hohe Krankheitsaktivitat. Es treten in der Kohorte signifikant
mehr Rezidive bei einem BVAS>8 auf, als bei Patienten mit einem BVAS<8 (p=0,001238)
(Abb. 7A). Ein VDI>1 ist ebenso mit einem signifikant hoheren Anteil an Rezidiven in der
Kohorte assoziiert im Vergleich zu den Patienten die bei der Diagnose einen VDI<=1 haben
(p=0,001029) (Abb. 7B).
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Abbildung 7: Darstellung der Rezidivwahrscheinlichkeit bei AAV-Patienten mit (A) einem
BVAS>/<8 zum Diagnosezeitpunkt und (B) einem VDI>/<1 zum Diagnosezeitpunkt. Signifikant
héaufiger zeigten sich Rezidive bei Patienten mit einem BVAS>8 bei Diagnose (p=0,001238) und bei
einem VDI>1 (p=0,001029).

Bei Patienten mit einem BVAS >8 bei Diagnose trat signifikant haufiger eine Remission
oder Teilremission der Erkrankung ein (p=0,015201) (Abb. 8A). Die Hohe des VDI bei Di-
agnose zeigte diesbezuglich keinen signifikanten Unterschied (Abb. 8B).
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Abbildung 8: Darstellung der Remissions-/Teilremissionswahrscheinlichkeit bei AAV- Patienten mit
(A) einem BVAS>/<8 b. Diagnose und (B) VDI>/<1 b. Diagnose. Eine Remission/Teilremission
kam bei Patienten mit einem BVAS>8 signifikant haufiger vor (A) (p=0,015201).

Bei 25 Patienten der Kohorte besteht eine Nierenbeteiligung, d. h. es liegt eine histologisch
gesicherte akute oder abgelaufene fokal-segmentale Glomerulonephritis (FSGN) mit/ohne
Vaskulitis der Nierengefalie vor (Tab. 16).
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Tabelle 16: Darstellung der Nierenbeteiligung der AAV-Patienten bei Diagnose. GPA=Granulo-
matose mit Polyangiitis; MPA=Mikroskopische Polyangiitis; FSGN=Fokal-segmentale Glomerulo-
nephritis.

Pat. Diagnose  Kreatinin Protein- GFR  Plasma- Nierenbiospiebefund

NR (umol/L) urie/24h <60 aus- (nach Berden)
tausch

1 GPA 70,72 Ja Nein Ja Keine Biopsie

2 GPA 447,304 Ja Ja Ja FSGN (crescentic)

3 GPA 54,808 Ja Nein  Nein  Keine Biopsie

4 GPA 223,652 Ja Nein  Nein FSGN (crescentic)

5 GPA 114,92 Ja Ja Ja FSGN (crescentic)

6 GPA 680,68 Ja Ja Nein FSGN (crescentic)

7 GPA 97,24 N/A Nein  Nein Keine Biopsie

8 GPA 88,4 Ja Ja Nein FSGN (mixed)

9 GPA 171,496 Ja Ja Ja FSGN (N/A)

10 GPA 198,9 Ja Ja Ja FSGN (mixed)

12 V.a.MPA 103,428 Ja Ja Nein  Syndrom der

diinnen Basalmembran

13 MPA 32,708 Ja Nein  Nein FSGN (sclerotic)

14 GPA 79,56 Ja Nein Ja FSGN (mixed)

15 GPA 79,56 Ja Nein  Nein FSGN (mixed)

16 GPA 106,08 Ja Ja Ja FSGN (mixed)

17 GPA 76,024 Ja Nein  Nein FSGN (mixed)

18 GPA 61,88 Ja Nein  Nein Keine Biopsie

19 V.a.MPA 75,14 Nein Nein  Nein Keine Biopsie

20 GPA 79,56 Nein Nein  Nein FSGN (mixed)

21 GPA 73,372 N/A Nein Nein Keine Biopsie

22 GPA 194,48 Nein Ja Ja FSGN (crescentic)

23 V.a.MPA 91,936 Ja Nein  Nein  Keine Biopsie

24 MPA 55,692 Nein Nein  Nein Keine Biopsie

25 GPA 56,576 Nein Nein  Nein Keine Biopsie

26 GPA 78,676 Ja Nein  Nein Keine Biopsie

27 GPA 60,112 N/A Nein Nein Keine Biopsie

28 V.a.GPA 69,836 Ja Nein  Nein Keine Biopsie

29 V.a.GPA 70,72 Nein Nein  Nein Keine Biopsie

30 V.a.MPA 106,08 Ja Nein  Nein Keine Biopsie

31 GPA 83,98 Ja Nein  Nein FGSN (mixed)

32 V.a.MPA 64,532 Nein Nein  Nein Keine Biospie

33 MPA 174,148 Ja Ja Nein Keine Biopsie

34 GPA 61,88 Nein Nein  Nein IgA-Nephritis

35 GPA 103,428 Ja Ja Nein  Keine Biospie
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36 GPA 319,124 Ja Ja Ja FSGN (mixed)

37 MPA 87,516 Ja Nein  Nein  Keine Biopsie

38 GPA 148,512 Ja Ja Nein FSGN (mixed)

39 GPA 63,648 Ja Nein  Nein Keine Biospie

40 V.a. MPA 44,2 Nein Nein  Nein Keine Biopsie

41 V.a.MPA 104,312 Nein Ja Nein Interstitielle Nephritis
Reaktive FSGS

42 V.a.MPA 64,532 Nein Nein  Nein Keine Biopsie

43 GPA 84,864 Nein Nein  Nein Keine Biospie

44 MPA 243,1 Ja Ja Nein FSGN (sclerotic)

45 GPA 58,344 Nein Nein  Nein Keine Biopsie

46 GPA 61,88 Nein Nein  Nein Keine Biopsie

48 GPA 59,228 Nein Nein  Nein Keine Biospie

49 GPA 76,908 Ja Ja Nein  Keine Biopsie

50 GPA 43,316 Nein Nein  Nein  FSGN (N/A)

51 GPA 60,996 Ja Nein  Nein FSGN (mixed)

52 GPA 53,04 Nein Nein  Nein Keine Biopsie

53 GPA 67,184 Nein Nein  Nein Keine Biopsie

54 GPA N/A N/A Nein  Nein Keine Biopsie

55 GPA 268,736 Ja Ja Nein FSGN (sclerotic)

57 GPA 748,748 Ja Ja Nein FSGN (scleraotic)

58 V.a. MPA 76,908 Ja Nein  Nein  Keine Biopsie

59 GPA 60,996 Ja Nein Ja FSGN (crescentic)

60 GPA 371,28 N/A Nein  Nein FSGN(crescentic)

61 GPA 56,576 Nein Nein  Nein Keine Biopsie

62 GPA 319,124 Ja Ja Ja FSGN (crescentic)

63 GPA 47,736 Ja Nein  Nein Keine Biopsie

64 MPA 76,908 Nein Nein  Nein  Keine Biopsie

65 MPA 83,98 Ja Nein  Nein Keine Biopsie

In unserer Kohorte hatten die GPA-Patienten signifikant haufiger eine Nierenbeteiligung als
die MPA Patienten (p=0,007877) (Abb. 9A). Insgesamt waren die MPO-ANCA-Patienten
signifikant weniger haufig von der FSGN betroffen als die PR3-ANCA-Patienten
(p=0,004299) (Abb. 9B).
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Abbildung 9: Darstellung der Nierenbeteiligung in der AAV-Kohorte (A) GPA-Patienten vs. MPA-
Patienten und (B) PR3-ANCA-Patienten vs. MPO-ANCA-Patienten. Eine Nierenbeteiligung trat sig-
nifikant haufiger bei GPA-Patienten auf (A) (p=0,007877), sowie bei PR3-ANCA positiven Patien-
ten (B) (p=0,004299).

Bei Patienten mit einer eingeschrénkten Nierenfunktion (GFR<60) bei Diagnose gibt es im
Vergleich zu den Patienten mit einer GFR>60 bei Diagnose nicht signifikant mehr Rezidive
(Abb. 10A). Dennoch entwickelten, Patienten mit einer histologisch gesicherten Nierenbe-
teiligung bei AAV in Form einer FSGN, signifikant haufiger ein Rezidiv im Vergleich zu
den Patienten ohne Nierenbeteiligung (p=0,026419) (Abb. 10B), wobei kein relevanter Ein-

fluss auf die Remissions-oder Teilremissionswahrscheinlichkeit zu verzeichnen war.
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Abbildung 10: Darstellung der Rezidivwahrscheinlichkeit der AAV-Kohorte (A) bei Patienten mit
einer GFR >/<60 und (B) bei Patienten mit/ohne Nierenbeteiligung. Signifikant hdufiger kam es bei
Patienten mit histologisch nachgewiesener Nierenbeteiligung zu einem Rezidiv (B) (p=0,026419).

Der ANCA-Titer bei Diagnose der Erkrankung war bei Patienten mit Nierenbeteiligung sig-
nifikant hoher als bei Patienten ohne Nierenbeteiligung (p=0,000046) (Abb.11).
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Abbildung 11: Darstellung der ANCA-Titer zum Diagnosezeitpunkt bei Patienten mit/ohne Nieren-
beteiligung. AAV-Patienten mit Nierenbeteiligung zeigten signifikant hohere ANCA-Titer zum Di-
agnosezeitpunkt (p=0,000046).

15 Patienten der Kohorte hatten eine Beteiligung der Lunge in Form von pulmonalen Gra-
nulomen, die entweder histologisch oder durch ein CT diagnostiziert wurden. Sieben Pati-
enten hatten eine interstitielle Lungenfibrose. Mehr als die Halfte der Patienten litt an un-
spezifischem chronischem Husten. Die Patienten ohne pulmonale Granulome hatten signi-
fikant weniger Rezidive als Patienten mit dieser Form der Lungenbeteiligung (p=0,004113)
(Abb. 12A). Eine Beteiligung des HNO-Traktes in Form einer Rhinitis, Sinusitis, einer Otitis
Media oder einer Mastoiditis trat bei 37 Patienten auf. Wobei es in sieben Falle zu einem
Verlust des Horvermdgens und in sechs Fallen zu Granulombildung in den Nasennebenhoh-
len kam. Patienten mit NNH-Granulomen zeigten graduiert hdufiger Rezidive p=0,0740
(Abb. 12B). Ansonsten wirkte sich eine Beteiligung des HNO-Traktes statistisch nicht sig-
nifikant auf das Vorkommen eines Rezidivs aus. Die Patienten mit Beteiligungen von Lunge
oder HNO-Trakt zeigen keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl der Remissio-

nen/Teilremissionen im Vergleich zu den Patienten ohne Beteiligung dieser Organsysteme.
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Abbildung 12: Darstellung der Rezidivwahrscheinlichkeit der AAV-Patienten (A) mit/ohne pulmo-
nale Granulome und (B) mit/ohne NNH-Granulome. Patienten der AAV-Kohorte mit pulmonalen
Granulomen hatten signifikant haufiger ein Rezidiv (p=0,004113).

Es gab keine signifikanten Unterschiede beziuglich des ANCA-Titers bei Diagnose zwischen

Patienten mit/ohne pulmonale Granulome und Patienten mit/ohne NNH-Granulomen.

Neben der AAV hatten einige Patienten Begleiterkrankungen, deren Haufigkeit in Tabelle
17 aufgeflhrt ist.

Tabelle 17: Darstellung der hdufigsten Begleiterkrankung der AAV-Patienten: Diabetes Mellitus,
Arterieller Hypertonus, Hypercholesterindmie, Asthma Broniale und Hashimoto-Thyreoiditis.

Diabetes Arterieller Hypercholes- | Asthma Hashimoto-
Mellitus Typ | Hypertonus terindmie Bronchiale Thyreoidi-
2 tis

PAT | 11 39 15 5 11

Die Patienten mit den beschriebenen Begleiterkrankungen haben weder signifikant mehr
Rezidive im Verlauf der Erkrankung noch tritt bei Patienten ohne die jeweilige Begleiter-
krankung haufiger eine Remission oder Teilremission ein. Eine Ausnahme stellen Patienten
mit einem Hashimoto-Thyreoiditis dar, bei welchen im Vergleich zu den Schilddriisen-ge-
sunden Patienten signifikant haufiger eine Remission oder eine Teilremission der Erkran-
kung eintrat (p=0,006500) (Abb. 13).
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Abbildung 13: Darstellung der Remissions-/Teilremissionswahrscheinlichkeit bei AAV-Patienten
mit/ohne Hashimoto-Thyreoiditis. Eine Remission/Teilremission wurde signifikant haufiger bei Pa-
tienten mit Autoimmunthyreoiditis erreicht (p=0,006500).

Zur Induktions- und Erhaltungstherapie der AAV wurden verschiedene Medikamente ein-
gesetzt um das Immunsystem herunter zu regulieren darunter Prednisolon, Cyclophospha-
mid, Rituximab, Methotrexat und Azathioprin. Bei einer Beteiligung der Niere und einem
arteriellen Hypertonus wurden zusatzlich ACE-Hemmer oder AT1-Antagonisten eingesetzt,
bei einem akuten Nierenversagen wurde eine Plasmapherese durchgefiihrt. Patienten mit ei-
nem Diabetes mellitus Typ 2 bekamen verschiedene Medikamente zur Einstellung eines op-
timalen Blutzuckers. Bei einer Hypercholesterindmie bekamen die Patienten zusétzlich Sta-
tine und bei einer Hashimoto-Thyreoiditis nahmen die Patienten L-Thyroxin ein. Bei einer
ausgepragten Beteiligung des HNO-Traktes und zur Pneumocystis-Prophylaxe wurde von

den Patienten Cotrim 960 mg eingenommen.

Bei 38 der Patienten unserer Kohorte schlug die erste Induktionstherapie an, bei 22 Patienten
musste eine Re-Induktion mit einem anderen Medikament oder einer hoheren Dosis durch-
gefiihrt werden. Die Induktionsdauer betrug durchschnittlich 7,11 Monate. Die Tabelle 18
zeigt die unterschiedlichen Therapien, die zur Induktion durchgefiihrt wurden. Es wurden
kumulative Dosen von Cyclophosphamid 3600-16500 mg verwendet um eine Induktion zu
erreichen. Bei der Therapie mit Rituximab wurden kumulative Dosen von 1200-8000 mg

verwendet um die Erkrankung zu kontrollieren.
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Tabelle 18: Induktionstherapie der AAV-Patienten; kumulative Dosen.

PRED- PRED PRED PRED PRED PRED +Plasmaphe-
MonoT +CYC +RTX +RTX +MTX +AZA rese

+CYC
Patienten- 8 34 22 14 14 4 11
anzahl
Kumula- 8001mg  3687mg
tive Dosis (CYQC) (RTX)
(MW)

Cyclophosphamid wurde signifikant hdufiger bei PR3-ANCA positiven Patienten eingesetzt
als bei MPO-ANCA positiven Patienten (p=0,03711) (Abb. 14). Wéahrend Rituximab in bei-
den Gruppen ungefahr gleich haufig eingesetzt wurde. PR3-ANCA-Patienten bekamen hadu-
figer erst CYC und zur Re-Induktion RTX als MPO-ANCA-Patienten, wobei der Unter-
schied lediglich graduiert ist (p=0,08947). Weiterhin war die MTX-Gabe zur Induktion bei
MPO-ANCA positiven Patienten haufiger, bei allerdings nicht signifikantem Unterschied.
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Abbildung 14: Darstellung der Haufigkeit der CYC-Gabe bei PR3-ANCA positiven und MPO-
ANCA positiven Patienten der AAV-Kohorte. Es zeigte sich ein signifikant haufigeres Einsetzen
von CYC bei PR3-ANCA positiven Patienten.

Bei Patienten mit nekrotisierender GN wurde sowohl signifikant haufiger CYC eingesetzt
(p=0,000034), als auch zunédchst CYC und als Re-Induktion RTX (p=0,035405). Es gab
keine signifikanten Unterschiede in der RTX-Gabe. Allerdings wurde bei Patienten ohne
Nierenbeteiligung signifikant haufiger eine Induktionstherapie mit MTX begonnen
(p=0,006630).
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Die Patienten der Kohorte, die eine Nierenbeteiligung in Form einer histologisch gesicherten

nekrotisierende GN aufwiesen, bendtigen zur Kontrolle der Erkrankung eine signifikant ho-
here kumulative Dosis CYC (p=0,029548) (Abb. 15A). Die kumulative RTX-Dosis unter-

schied sich nicht signifikant (Abb. 15B).

10000

9000

7000

Kumulativ CYC [mg]

o Mittelwert
0 Mittelwert+Stdf.
T Mittelwert+1,96*Stdf.

p=0,029548

1

Keine Nierenbeteiligung

FSGN

B

Kumulative RTX [mg]

5200

4600

4200

3600

3200

2800
2600
2400
2200

o Mittelwert
O Mittelwert+Stdf.
T Mittelwert+1,96*Stdf.

-

o

Keine Nierenbeteiligung

FSGN

Abbildung 15: Darstellung der kumulativen CYC-Dosis (A) und RTX-Dosis bei AAV-Patienten
mit/ohne Nierenbeteiligung. Patienten mit FSGN bendtigten eine signifikant hohere kumulative

CYC-Dosis (p=0,029548).

Der BVAS und der VDI, sowie der ANCA-Status zeigen keinen statistisch signifikanten

Einfluss auf die kumulative CYC- oder RTX-Dosis.

Die Patienten mit einem VDI>1 bei der Diagnose der Erkrankung benétigten statistisch sig-
nifikant haufiger eine Re-Induktion, als Patienten mit einem VDI<1 (p=0,017790) (Abb.
16A). Eine erfolgreiche erste Induktionstherapie gelang somit signifikant h&ufiger bei den
Patienten mit einem VDI<1 (p=0,042893) (Abb. 16B). Der BVAS hatte diesbeziiglich kei-

nen signifikanten Einfluss.
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Abbildung 16: Darstellung der Haufigkeit der Re-Induktion (A) und der Haufigkeit eines Therapie-
erfolges nach 1. Induktion bei AAV-Patienten mit einem VDI>/<1. Patienten mit einem VDI>1 be-
nétigten signifikant haufiger eine Re-Induktion (p=0,017790). Dagegen zeigte sich bei Patienten mit
einem VDI<1 signifikant haufiger eine erfolgreiche 1. Induktionstherapie (p=0,042893).

Bei den verschiedenen Erhaltungstherapien zeigten sich in der Kohorte keine signifikanten
Unterschiede bezliglich der Anzahl der Rezidive und Anzahl der Remissionen/Teilremissi-

onen im Krankheitsverlauf.

Tabelle 19: Erhaltungstherapie und Begleittherapie der AAV-Kohorte (PRED < 7,5 mg)

PRED |PRED |PRED |+ACE- | +Sta- |+ASS | +Cotrim | +L-THY
+MTX | +AZA | +MMF | H/SAR | tin 960
PAT | 16 33 6 40 13 12 12 13

Auch die Therapien der Begleiterkrankungen der Patienten hatten keinen signifikanten Ein-

fluss auf die Rezidiv-/Remissionswahrscheinlichkeit der Erkrankung.

Eine Ausnahme stellte die Einnahme von L-Thyroxin dar. Bei den Patienten die aufgrund
ihres Hashimoto-Thyreoiditis und der daraus entstandenen Schilddrisenunterfunktion L-
Thyroxin einnahmen, trat signifikant haufiger eine Remission oder Teilremission ein, als bei
den Patienten die das L-Thyroxin nicht einnahmen (p=0,001231) (Abb. 17).
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Abbildung 17: Darstellung der Remissions-/Teilremissionswahrscheinlichkeit bei Patienten
mit/ohne L-Thyroxineinnahme. Es kam signifikant haufiger zu einer Remission/Teilremission bei
AAV-Patienten, die L-Thyroxin einnahmen (p=0,001231).

3.2  Zytokinexpression im Serum

Mit Hilfe des Bioplex-200-Systems wurden bei 51 AAV-Patienten, 6 Sklerodermie-Patien-
ten und 20 Klinisch gesunden Kontrollen 15 entziindungsrelevante Zytokine im Serum der
Kohorte analysiert, darunter die proinflammatorischen Zytokine IL-1f, IL-6, IL-17 A, IL-
17 F, IL-21, IL-22, IL-23, TNF-a und der sCD40L, die antiinflammatorischen Zytokine IL-
4, IL-10, das eosinophile Granulozyten-aktivierende Zytokin IL-25, das pruritusinduzie-
rende Zytokin IL-31, das Zellschaden-anzeigende Zytokin IL-33 und das antiviral wirkende
INF-y. Als Vergleichsgruppe dienten gesunde Kontrollen (GK) und Patienten, die an der
Kollagenose Sklerodermie erkrankt waren.

Die Serumkonzentrationen von IL-1f, IL-4, IL-6, IL-17A, IL17F, IL-21, I1L-22, IL-23, IL-
25, IL-31 und INFy lagen mit tiber 50% der Werte out of range, d. h. unterhalb des Detek-
tionslimits der jeweiligen Standardkurve, dies fiihrte zu einer nicht reprasentablen Grundge-
samtheit auswertbarer Proben bei diesen Zytokinen, daher wurden sie in der weiteren Aus-

wertung nur am Rande beriicksichtigt.

Allerdings fand sich bei IL-4, IL-6, IL-17A und IL-22 eine ausgeprégte Prasenz der Zytokine
im Serum der Sklerodermiepatienten. Bei diesen Patienten lagen 80-100% der gemessenen
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Werte innerhalb des Detektionslimits und waren signifikant hoher als die Konzentrationen

des jeweiligen Zytokins im Serum der ANCA-positiven Patienten.

Tabelle 20: Darstellung der Serumzytokinkonzentrationen. MIN=Kkleinster gemessener Wert;
MAX=grolter gemessener Wert; MED=Median; MW=Mittelwert; GK=gesunde Kontrollen; <OOR
(out of range)=Wert liegt unterhalb der Standartkurve.

Zytokin  Gesamt (n=77)

MIN (pg/ml) MAX MED MW (pg/ml) Conc. in
(pg/ml) (pg/ml) range (%)

IL-1B <OOR 7,56 0,00 0,19 20,51
(<0,23)

IL-4 <OOR 293,70 0,00 47,99 48,05
(<3,51)

IL-6 <OOR 455,79 0,00 23,74 35,90
(<2,23)

IL-10 <OOR 287,91 8,09 23,76 62,33
(<2,11)

IL-17A <OOR 969,77 0,00 20,40 14,10
(<7,33)

IL-17F <OOR 205,97 0,00 3,58 5,13
(<7,64)

IL-21 <OOR 270,73 0,00 7,17 8,97
(<13,7)

IL-22 <OOR 139,82 0,00 8,41 20,51
(<4,25)

IL-23 <OOR 189,21 0,00 10,55 10,25
(<30,9)

IL-25 <OOR 7,25 0,00 0,28 8,97
(<0,90)

IL-31 <OOR 172,52 0,00 9,55 28,20
(<3,81)

IL-33 <OOR 1115,09 62,06 156,02 79,22
(<3,25)

INF-3 <OOR 571 0,00 0,07 1,28
(<5,71)

sCD40L 88,04 2090,65 635,69 754,80 100

TNF-a 0,73 98,11 5,09 8,25 100
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Tabelle 21: Darstellung der Serumzytokinkonzentrationen der PR3-ANCA positiven AAV Patienten.
MIN=Kkleinster gemessener Wert; MAX=groliter gemessener Wert; MED=Median; MW=Muittel-
wert; GK=Gesunde Kontrollen; <OOR(out of range)= Wert liegt unterhalb der Standartkurve.

PR3-ANCA positive

Zytokin Patienten n=40
MAX MW

MIN [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] MED [pg/ml]  Std.-Abw.

IL-1B <OOR 1,25 0,1540 0,0000 0,3183
(<0,23)

IL-4 <OOR 200,19 49,2458 30,8200 63,4860
(<3,51)

IL-6 <OOR 455,79 34,6683 0,0000 86,8128
(<2,23)

IL-10 <OOR 287,91 24,1685 14,2150 46,0849
(<2,11)

IL-17A <OOR 55,19 2,5930 0,0000 9,7654
(<7,33)

IL-17F <OOR 30,56 0,9527 0,0000 4,9474
(<7,64)

IL-21 <OOR 34,7 1,0388 0,0000 5,5651
(<13,7)

IL-22 <OOR 37,03 2,1850 0,0000 7,2797
(<4,25)

IL-23 <OOR 189,21 9,4568 0,0000 33,2036
(<30,9)

IL-25 <OOR 51 0,1943 0,0000 0,8604
(<0,90)

IL-31 <OOR 47,81 7,1153 0,0000 12,7120
(<3,81)

IL-33 <OOR 855,67 126,6380 70,3050 158,3419
(<3,25)

INF-8 <OOR 5,71 0,1428 0,0000 0,9028
(<5,71)

sCD40L 173,28 2031,76 976,4815  889,2500 516,4142

TNF-a 2 16,57 7,2648 5,9300 5,6605
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Tabelle 22: Darstellung der Serumzytokinkonzentrationen der MPO-ANCA positiven AAV-Patien-
ten. MIN=Kkleinster gemessener Wert; MAX=groRter gemessener Wert; MED=Median; MW=Mit-
telwert; GK=Gesunde Kontrollen; <OOR (out of range) = Wert liegt unterhalb der Standartkurve.

MPO-ANCA positive

Zytokin Patienten n=11
MAX MW

MIN [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] MED [pg/ml]  Std.-Abw.

IL-1B <OOR 7,56 0,7800 0,0200 2,2569
(<0,23)

IL-4 <OOR 293,7 81,2718 84,5800 89,6736
(<3,51)

IL-6 <OOR 129,87 12,5800 0,0000 38,9636
(<2,23)

IL-10 <OOR 224,44 46,5782 18,3700 71,3499
(<2,11)

IL-17A <OOR 14,35 1,8864 0,0000 4,5579
(<7,33)

IL-17F <OOR 205,97 18,7245 0,0000 62,1023
(<7,64)

IL-21 <OOR 12,28 1,1164 0,0000 3,7026
(<13,7)

IL-22 <OOR 125,1 18,7991 0,0000 38,2352
(<4,25)

IL-23 <OOR 106 9,6364 0,0000 31,9602
(<30,9)

IL-25 <OOR 7,25 1,2409 0,0000 2,4836
(<0,90)

IL-31 <OOR 172,52 25,4864 0,0000 53,0745
(<15,5)

IL-33 <OOR 1115,09 308,2345 167,3800 369,1919
(<3,25)

INF-3 <OOR <OOR 0,0000 0,0000 0,0000
(<5,71) (<5,71)

sCD40L 98,17 1380,4 785,3136  740,2900 446,1276

TNF-a 2 19,53 9,6109 10,5900 6,1109
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Tabelle 23: Darstellung der Serumzytokinkonzentrationen der GK. MIN=kleinster gemessener Wert;
MAX=grolter gemessener Wert; MED=Median; MW=Mittelwert; GK=Gesunde Kontrollen; <OOR
(out of range) = Wert liegt unterhalb der Standartkurve.

Zytokin GKn=20

MAX MW

MIN [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] MED [pg/ml]  Std.-Abw.

IL-1B <OOR <OOR 0,0000 0,0000 0,0000
(<0,23) (<0,23)

IL-4 <OOR 121,95 6,0975 0,0000 27,2688
(<3,51)

IL-6 <OOR 6,44 0,3220 0,0000 1,4400
(<2,23)

IL-10 <OOR 35,76 4,6840 0,0000 10,1466
(<2,11)

IL-17A <OOR <OOR 0,0000 0,0000 0,0000
(<7,33) (<7,33)

IL-17F <OOR <OOR 0,0000 0,0000 0,0000
(<7,64) (<7,64)

IL-21 <OOR <OOR 0,0000 0,0000 0,0000
(<13,7) (<13,7)

IL-22 <OOR <OOR 0,0000 0,0000 0,0000
(<4,25) (<4,25)

IL-23 <OOR <OOR 0,0000 0,0000 0,0000
(<30,9) (<30,9)

IL-25 <OOR <OOR 0,0000 0,0000 0,0000
(<0,90) (<0,90)

IL-31 <OOR <OOR 0,0000 0,0000 0,0000
(<15,5) (<15,5)

IL-33 <OOR 649,76 68,1920 1,8950 162,1200
(<3,25)

INF-6 <OOR <OOR 0,0000 0,0000 0,0000
(<5,71) (<5,71)

sCD40L 135,69 918,31 364,3315  320,6750 228,1590

TNF-a 0,73 7,93 3,3510 3,0550 1,9222




47

Tabelle 24: Darstellung der Serumzytokinkonzentrationen der Sklerodermie-Patienten. MIN=Kleins-
ter gemessener Wert; MAX=groRter gemessener Wert; MED=Median; MW=Mittelwert; GK=Ge-

sunde Kontrollen; <OOR (out of range) = Wert liegt unterhalb der Standartkurve.

Sklerodermie-Patienten

Zytokin n=6
MAX MW

MIN [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] MED [pg/ml]  Std.-Abw.

IL-1B <OOR <OOR 0,0000 0,0000 0,0000
(<0,23) (<0,23)

IL-4 9,77 222,07 118,2783  134,5600 81,9719

IL-6 7,7 103,87 49,4317 41,1500 35,1929

IL-10 7,26 114,17 42,7950 22,4800 44,3792

IL-17A <OOR 969,77 241,1033 73,6650 378,6238
(<7,33)

IL-17F <OOR 31,73 5,2883 0,0000 12,9537
(<7,64)

IL-21 <OOR 270,72 83,1550 33,3900 111,0997
-13,7

IL-22 <OOR 139,82 58,9533 56,6650 55,0346
(<4,25)

IL-23 <OOR 169,28 54,7083 0,0000 84,8165
(<30,9)

IL-25 <OOR <OOR 0,0000 0,0000 0,0000
(<0,90) (<0,90)

IL-31 <OOR 86,62 28,4633 8,7800 38,0310
(<15,5)

IL-33 90,39 570,63 365,7250  373,5650 178,5437

INF-3 <OOR <OOR 0,0000 0,0000 0,0000
(<5,71) (<5,71)

sCD40L 88,04 1627,1 522,4983  327,1650 589,1272

TNF-a 2,52 98,11 28,6700 16,8600 35,9192

Fir die Zytokine IL-10 (62% in range), 1L-33 (79% in range), sSCD40L(100% in range) und

TNF-a (100% in range) lagen die Serumkonzentrationen groRtenteils innerhalb des Detek-

tionsbereichs auf der jeweiligen Standardkurve. Zur statistischen Auswertung wurden die

gemessenen Werte, die unterhalb des Detektionslimits lagen, genullt. IL-4, IL-17A und IL-
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23 waren in der AAV-Gruppe zwar kaum vertreten, allerdings hochpréasent in der Skleroder-
mie-Gruppe. Aufgrund der geringen Messungen innerhalb des Detektionslimits (<50%)
wurden folgende Zytokine in der weiteren Auswertung nicht berticksichtigt: IL-1p, (IL-4),
IL-6, (IL-17A), IL-17F, IL-21, IL-22, (IL-23), IL-25, IL-31, INF-9.

Tabelle 25: Zytokinkonzentrationen im Serum; p-Werte.

Zytokin PR3- MPO- PR3- ANCA- ANCA- Sklero-
ANCAvs. ANCAvs. ANCAVvs. Vaskulitis Vaskulitis dermie vs.
GK GK MPO- VS. VS. GK
ANCA GK Sklero-
dermie
p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert
IL-4 0,0797 0,012689 0,7726 0,010741 0,075914  0,001482
IL-10 0,69233 0,088110 0,868419 0,132294 1,0000 0,424665
IL-17A 1,0000 1,0000 1,000 1,0000 0,000001  0,000001
IL-23 1,0000 1,0000 1,0000 0,909703 0,010477  0,007391
IL-33 1,0000 0,014004 0,06220 0,24943 0,093055  0,01406

sCD40L 0,000038 0,096442 1,0000 0,000030 0,118979  1,0000
TNF-a 1,0000 0,8338 1,0000 0,346798 0,000051 0,000013

Die Untersuchung von IL-10, IL-33 und TNF-a ergab keine signifikanten Unterschiede beim
Vergleich der AAV-Gruppe mit den gesunden Kontrollen (Abb. 18 A, B, C). Ein Unter-
schied zeigte sich in der sCD40L-Konzentration, welcher in der AAV-Gruppe signifikant
hoher lag als bei den GK (Abb. 18D). Die TNF-a-Spiegel waren bei Sklerodermie-Patienten
sowohl signifikant hoher als bei den AAV-Patienten als auch in der gesunden Kontroll-
gruppe (Abb. 18C).
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Abbildung 18: Darstellung der Serumkonzentrationen von (A) 1L-10, (B) I1L-33, (C) TNF-o und (D)
SsCD40L bei ANCA-positiven Patienten, Sklerodermie-Patienten und GK im Vergleich. Die Serum-
konzentration von sCD40L (D) lag bei ANCA-positiven Patienten signifikant hoher im Vergleich zu
den GK (p=0,000030). Sowohl IL-33 (B) (p=0,014060) als auch TNF-a (C) (p=0,000013) zeigten
signifikant hohere Serumkonzentrationen bei Sklerodermie-Patienten im Vergleich zu den GK.

Fur das Zytokin IL-10 konnte bei der gewéhlten Patientenzahl und einem Signifikanzniveau
von p<0,05 kein statistisch signifikanter Unterschied hinsichtlich der gemessenen Konzent-
rationen im Serum von PR3-ANCA-, MPO-ANCA- und Sklerodermie-Patienten sowie zu
den GK festgestellt werden (Abb. 19 A).
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Abbildung 19: Darstellung der Serumkonzentration von (A) IL-10 und (B) IL-33 bei Patienten mit
PR3-ANCA und MPO-ANCA positiver Vaskulitis, Sklerodermie-Patienten und GK im Vergleich.
Es zeigten sich signifikant hohere 1L-33-Konzentrationen im Serum bei Patienten mit MPO-ANCA
positiver Vaskulitis im Vergleich zu den GK (p=0,014004), sowie ein graduierter Unterschied zwi-
schen PR3-ANCA und MPO-ANCA positiven Patienten (p=0,062220).

Signifikante Unterschiede zeigten sich jedoch bei der Messung der Zytokinkonzentrationen
von 1L-33, dem sCD40L und TNF-a. MPO-ANCA positive Patienten zeigten im Vergleich
zu den GK eine signifikante Erhéhung der IL-33-Konzentration (p=0,014004) im Serum,
ebenso die Sklerodermie-Patienten im Vergleich zu GK (p=0,014060) (Abb. 19 B). PR3-
ANCA-Patienten zeigten keinen signifikanten Unterschied zu den GK und allenfalls einen
graduierten Unterschied (p=0,062220) im Vergleich zu der 1L-33-Konzentration im Serum
der MPO-ANCA positiven Patienten (Abb. 19 B).

Die Konzentration von TNF-o im Serum der ANCA-positiven Patienten zeigten keine sig-
nifikanten Unterschiede im Vergleich zu den GK. Eine signifikante Erhdhung der TNF-a-
Konzentration im Serum trat hier beim Vergleich von Sklerodermie-Patienten vs. GK auf
(p=0,000013), ebenso bestand ein signifikanter Unterschied zwischen PR3-ANCA-Patien-
ten und Sklerodermie-Patienten (p=0,000094), sowie MPO-ANCA-Patienten und Sklero-
dermie-Patienten (p=0,00400), wobei die Konzentrationen der AAV-Patienten signifikant
niedriger waren als die TNF-a-Werte der Sklerodermie-Patienten (Abb. 20 A).
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Abbildung 20: Darstellung der Serumkonzentrationen von (A) TNF-o und (B) sCD40L bei Patienten
mit PR3-ANCA und MPO-ANCA positiver Vaskulitis, Sklerodermie-Patienten und den GK. Es
zeigten sich signifikante Unterschiede in der sCD40L-Serumkonzentration (B) beim Vergleich von
PR3-ANCA positiven Patienten und den GK (p=0,00032), sowie graduiert hthere Serumkonzentra-
tionen bei MPO-ANCA positiven Patienten im Vergleich zu den GK (p=0,09644).

Es zeigte sich eine signifikante Erhdhung der Konzentration des sCD40L im Serum PR3-
ANCA positiver Patienten vs. GK(p=0,00032), und nur eine graduierte Erhéhung des
sCD40L im Serum MPO-ANCA positiver Patienten vs. GK (p=0,09644) (Abb. 20B). AAV-
Patienten zeigten insgesamt eine signifikante Erhohung der sCD40L-Konzentration im Ver-
gleich zu den GK (p=0,000030) (Abb. 18D). Es zeigte sich keine signifikante Veranderung
der Konzentration des sCD40L im Serum vergleicht man Sklerodermie-Patienten vs. GK,
jedoch ein graduierter Unterschied zwischen AAV-Patienten und Sklerodermie-Patienten
(p=0,118979), wobei die Konzentration des sCD40L bei den AAV-Patienten erhoht war
(Abb. 20B).

Die ANCA-Vaskulitis Patienten wurden in die funf Krankheitsstadien nach EULAR einge-
teilt (Abb. 21).



52

A: PR3-ANCA B: MPO-ANCA

A

m | okalisiert Frihsystemisch m | okalisiert Frihsystemisch
= Generalisiert ~ m Refraktar = Generalisiert = Refraktar
Schwer Schwer

Abbildung 21: Darstellung der EULAR-Krankheitsstadien bei Patienten mit AAV (A) PR3-ANCA
und (B) MPO-ANCA

Die IL-10-Konzentrationen unterschieden sich bei einem Signifikanzniveau von p=0,05 be-
zuglich der Krankheitsstadien innerhalb der ANCA-Gruppe nicht (Abb. 22A). Die Patienten
im friihsystemischen Stadium hatten aber im Vergleich zu den gesunden Kontrollen signifi-
kant hohere IL-10-Spiegel im Serum (p=0,024210) (Abb.22A). Ein gradueller Unterschied
wurde beim Vergleich der IL-33-Konzentrationen in der AAV-Gruppe festgestellt. So hatten
Patienten im friihsystemischen Stadium graduiert héhere 1L-33-Konzentrationen als Patien-
ten im refraktéren Stadium (p=0,055174) (Abb. 23A). Ein signifikanter Unterschied zeigte
sich auch hier zwischen Patienten im friihsystemischen Stadium und gesunden Kontrollen
(p=0,026242) (Abb.23A). Die Konzentration des sCD40L war bei AAV-Patienten in den
verschiedenen Stadien nahezu gleich (Abb. 24A). Es bestand kein signifikanter Unterschied
(p>0,5) innerhalb der AAV-Gruppe. Signifikante Unterschiede fanden sich zur gesunden
Kontrollgruppe (Friihsystemisch vs. GK p=0,013045, Refraktar vs. GK p=0,001841, Gene-
ralisiert vs. GK p=0,040222). Keine signifikanten Unterschiede waren zwischen den Grup-

pen auszumachen bzgl. der TNF-alpha-Konzentration im Serum (Abb. 24B).

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der 1L-10-Konzentration im Serum inner-
halb der AAV-Gruppe bezuglich der verschiedenen Krankheitsstadien nach EULAR (Abb.
22A) und nur ein graphischer Unterschied beim Vergleich von Patienten mit rezidivierender
Erkrankung und Patienten ohne Rezidive (p=0,133051) (Abb. 22B).
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Abbildung 22: Darstellung der Serumkonzentration von IL-10 in der AAV-Gruppe in verschieden
Krankheits-stadien und im Vergleich zur GK (A), sowie im Vergleich von ANCA-positiven Patien-
ten mit/ohne Rezidiv im Krankheitsverlauf (B). Es zeigten sich signifikant hohere IL-10 Serumkon-
zentrationen bei Patienten im frihsystemischen Krankheitsstadium im Vergleich zu der GK (A).

Im Vergleich der IL-33-Spiegel im Serum der AAV-Patienten zeigten sich signifikant nied-
rigere Werte bei Patienten mit rezidivierender Erkrankung als bei Patienten ohne Rezidiv
(p=0,046187) (Abb. 23B). Ein signifikanter Unterschied innerhalb der AAV-Gruppe beziig-
lich der Krankheitsstadien nach EULAR bezlglich der 1L-33-Konzentration im Serum
konnte nicht gezeigt werden (Abb. 23A).
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Abbildung 23: Darstellung der Serumkonzentration von IL-33 (A) bei ANCA-positiven Patienten in
den ver-schiedenen Krankheitsstadien und im Vergleich zu den GK und (B) innerhalb der AAV-
Gruppe bei Patienten mit/ohne Rezidiv. Es zeigten sich signifikant hthere Werte bei ANCA-positi-
ven Patienten im frihsystemischen Stadium im Vergleich zu den GK (A) (p=0,026242), sowie bei
ANCA-positiven Patienten ohne Rezidiv (B) (p=0,046187).
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Beim Vergleich von sCD40L- und TNF-a-Konzentrationen im Serum innerhalb der AAV-
Gruppe bei verschiedenen Krankheitsstadien nach EULAR konnten keine signifikanten Un-
terschiede festgestellt werden (Abb. 24 A+B).
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Abbildung 24: Darstellung der Serumkonzentrationen von (A) sCD40L und (B) TNF-a innerhalb der
AAV-Gruppe in den verschiedenen Krankheitsstadien und zu den GK. Es zeigten sich signifikant
hohere Serumkonzentrationen des sCD40L bei ANCA-positiven Patienten im refraktéren
(p=0,001841), frihsystemischen (p=0,013045) und generalisiertem (p=0,040222) Stadium im Ver-
gleich zu den GK.

Beim Vergleich der Zytokinkonzentrationen bei Patienten mit verschiedener Krankheitsak-
tivitat eingeteilt nach Hellmich at al. konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede

festgestellt werden.

Jedoch hatten Patienten mit einem CRP>8 sowohl signifikant hohere IL-10-Werte
(p=0,005213) (Abb. 25A) als auch IL-33-Konzentrationen im Serum (p=0,010342) (Abb.
25B). Bezlglich der CRP-Konzentrationen bestand kein relevanter Unterschied in den Kon-
zentrationen von sCD40L (Abb. 26A) und allenfalls ein graduierter Unterschied in den Kon-
zentrationen des TNF-alpha (p=0,062544) (Abb. 26B).
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Abbildung 25: Darstellung der Serumkonzentration von (A) IL-10 und (B) IL-33 bei Patienten mit
AAV; Patienten mit CRP-Wert <8 und >8 im Vergleich. (A) Es zeigten sich signifikant hthere IL-
10-Konzentrationen bei AAV-Patienten mit CRP-Wert >8 (p=0,005213) und (B) signifikant hohere
IL-33-Konzentrationen bei AAV-Patienten mit CRP-Wert >8 (p=0,010342).
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Abbildung 26: Darstellung der Serumkonzentration von (A) sCD40L und (B) TNF-a bei Patienten
mit ANCA-positiver Vaskulitis; Patienten mit CRP-Wert<8 und >8 im Vergleich. Es zeigten sich
graduiert hohere TNF-a-Konzentrationen bei Patienten mit CRP-Wert >8.

Es wurden die Konzentrationen der Zytokine mit der Haufigkeit einer Beteiligung der Niere
in Form einer nekrotisierenden GN, mit der Beteiligung der Lunge in Form von pulmonalen
Granulomen und mit der Beteiligung der Nasennebenhohlen in Form von NNH-Granulomen

verglichen.

Fir Patienten mit Nierenbeteiligung in Form einer bioptisch gesicherten fokal-segmentalen
Glomerulonephritis in verschiedenen Stadien, konnten signifikant niedrigere IL-33-Spiegel
im Vergleich zu Patienten ohne Nierenbeteiligung gemessen werden (p=0,040992) (Abb.

27A). Ebenfalls bestand ein graduierter Unterschied zwischen den Gruppen beztglich des
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IL-10-Spiegels, wobei Patienten ohne Nierenbeteiligung héhere IL-10-Spiegel aufwiesen
(p=0,079168) (Abb. 27B). Fur sCD40L-Konzentrationen und TNF-alpha-Konzentrationen
konnten keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich zwischen Patienten mit und ohne

Nierenbeteiligung festgestellt werden.
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Abbildung 27: Darstellung der Serumkonzentration von (A) I1L-33 und (B) IL-10 bei Patienten mit
ANCA-positiver Vaskulitis; Patienten mit und ohne Nierenbeteiligung im Vergleich. Es zeigten sich
signifikant niedrigere Serumkonzentrationen von IL-33 bei Patienten mit Nierenbeteiligung
(p=0,040992).

Es ergab sich ein graduierter Unterschied in der sCD40L-Konzentration beim Vergleich von
Patienten mit pulmonalen Granulomen und Patienten ohne pulmonale Granulome

(p=0,068814).
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Abbildung 28: Darstellung der Serumkonzentration des SCD40L bei Patienten mit ANCA-positiver
Vaskulitis; Patienten mit/ohne Granulome im Vergleich. Es zeigte sich bei meinem Signifikanzni-
veau von 5% ein graduierter Unterschied. Bei einem Signifikanzniveau von 10% zeigten sich signi-
fikant hohere sCD40L-Konzentrationen im Serum von Patienten mit pulmonalen Granulomen
(p=0,068814).

Es zeigten sich keine Unterschiede bezuglich des Auftretens pulmonaler Granulome in den
Konzentrationen von IL-10, IL-33 und TNF-a.

Es ergaben sich keine Unterschiede bezlglich der Serumkonzentrationen von IL-10, 1L-33,
sCD40L und TNF-alpha innerhalb der AAV-Gruppe bei Patienten mit Nasennebenhohlen-
granulomen Patienten ohne NNH-Granulome.

Bei der Analyse der Zytokinkonzentrationen von Patienten mit unterschiedlichem Anspre-
chen der ersten Induktionstherapie und der Notwendigkeit einer Re-Induktion konnten sta-
tistisch signifikanten Unterschiede bei IL-33- und TNF-alpha-Konzentrationen festgestellt
werden. Das Ansprechen auf die erste Induktionstherapie war bei Patienten mit hoheren IL-
33-Spiegeln signifikant haufiger (p=0,016005) (Abb. 29A). AulRerdem brauchten diese Pa-
tienten signifikant seltener eine Re-Induktion (p=0,024741) (Abb. 29B). Ebenso hatten Pa-
tienten mit hoheren TNF-alpha-Spiegeln signifikant haufiger eine erfolgreiche 1. Indukti-
onstherapie (p=0,02704) (Abb. 30A), es musste seltener einer Re-Induktion durchgefiihrt
werden (p=0,064685) (Abb. 30B). Graduierte Unterschiede im Therapieansprechen konnten
auch fur IL-10 festgestellt werden. Patienten mit héheren IL-10-Spiegeln hatten h&ufiger
einen Induktionserfolg (p=0,074010) (Abb. 31A) und brauchten seltener eine Re-Induktion
(p=0,105036) (Abb. 31B). Diese Unterschiede zeigten sich bei einem Signifikanzniveau von
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5% als nicht signifikant. Es konnten keine signifikanten Unterschiede bezlglich des Thera-

pieansprechens fur sCD40L vermerkt werden.
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Abbildung 29: Darstellung der Serumkonzentration von IL-33 bei Patienten mit ANCA-positiver
Vaskulitis; Darstellung der Konzentration in Abhangigkeit zum Therapieerfolg (A) Induktionserfolg
(B) Re-Induktion. Es zeigten sich signifikant hohere IL-33-Serumkonzentrationen bei Patienten mit
erfolgreicher ersten Induktionstherapie, sowie bei Patienten die keine Re-Induktion benétigten.
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Abbildung 30: Darstellung der Serumkonzentration von TNF-a bei Patienten mit ANCA-positiver
Vaskulitis; Darstellung der Konzentration in Abhangigkeit zum Therapieerfolg (A) Induktionserfolg
(B) Re-Induktion. Es zeigten sich signifikant hohere TNF-a-Serumkonzentrationen bei Patienten mit
einer erfolgreichen ersten Induktionstherapie (p=0,02704).
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Abbildung 31: Darstellung der Serumkonzentration von IL-10 bei Patienten mit ANCA-positiver
Vaskulitis; Darstellung der Konzentration in Abhé&ngigkeit vom Therapieansprechen (A) Induktions-
erfolg (B) Re-Induktion. Bei einem Signifikanzniveau von 5% zeigten sich allenfalls graduiert ho-
here IL-10-Konzentrationen im Serum der AAV-Gruppe bei Patienten mit einer erfolgreichen ersten
Induktionstherapie.

Bei der Untersuchung von IL-10, IL-33 und sCD40L und TNF-alpha beziiglich der Kon-
zentrationsunterschiede zwischen Patienten die mit CYC oder RTX behandelt worden sind
ergaben sich folgende Ergebnisse: Patienten nach RTX-Gabe und/oder einer CY C-Gabe hat-
ten signifikant niedrigere IL-33-Spiegel (IL-33: RTX vs. kein RTX p=0,018036; IL-33:
CYC vs. kein CYC p=0,025390), als Patienten die nicht mit RTX/CYC therapiert wurden
(Abb. 32A+B). Fir IL-10 bestand diesbezuglich ein graduierter Unterschied bei der RTX-
Therapie (p=0,098752) und ein signifikanter Unterschied beziglich der CYC-Gabe
(p=0,035531), wobei Patienten mit niedrigeren Spiegeln jeweils haufiger mit RTX/CYC the-
rapiert wurden (Abb. 33A+B). Es konnten keine relevanten Unterschiede in der sCD40L-
und den TNF-a-Konzentrationen zwischen den Gruppen Unterschieden werden.
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Abbildung 32: Darstellung der 1L-33-Serumkonzentration bei Patienten mit ANCA-positiver Vas-
kulitis in Abhangigkeit von der Therapiemethode. (A) Therapie mit/ohne RTX (B) Therapie mit/ohne
CYC. Es zeigten sich signifikant hohere Serumkonzentrationen von I1L-33 bei Patienten die (A) keine
Therapie mit RTX (p=0,018036), sowie bei Patienten die (B) keine Therapie mit CYC erhalten haben
(p=0,025390).
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Abbildung 33: Darstellung der Serumkonzentration von IL-10 bei Patienten mit ANCA-positiver
Vaskulitis in Abhangigkeit von der Therapiemethode (A) Therapie mit/ohne RTX (B) Therapie mit
/ohne CYC. Es zeigten sich signifikant hohere IL-10-Serumkonzentrationen bei Patienten, die im
Vorfeld mit CYC behandelt worden sind (p=0,035531).

Fur die Konzentrationen der Zytokine 1L-10 und IL-33 konnte eine signifikante positive li-
neare Regression festgestellt werden (R=0,871341, p=0,000000) (Abb. 34).
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Abbildung 34: Darstellung der Serumkonzentrationen von IL-10 und IL-33 bei Patienten mit ANCA-
positiver Vaskulitis in positiver Regression (R=0,871341, p=0,000000).

Eine positive Regression zwischen sCD40L und ANCA-Titer zum Zeitpunkt der Serument-
nahme bestand nicht (R=0,192277788, p=0,222496) (Abb. 35).
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Abbildung 35: Darstellung der Serumkonzentrationen von sCD40L und ANCA-Titer bei Patienten
mit ANCA-positiver Vaskulitis in Regression. Es bestand keine positive Regression.
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3.3 Urinmarker flr Nierenschadigung

Im Urin der Kohorte wurden mit Hilfe der luminetrischen Messung durch das Bioplex-200-
System 14 verschiedene Marker flr eine Nierenschadigung getestet, darunter das Nieren-
strukturen schiitzende Protein Uromodulin, Proteine, die bei tubuldarem Schaden vermehrt
ausgeschieden werden wie RBP4, 2-Mirkoglobulin und Calbindin, Proteine die bei akutem
Nierenversagen (ANV) vermehrt ausgeschieden werden, wie GSTa (prox. Tubulus) und
nGST(dist. Tubulus), KIM-1(prox. Tubulus), FABP-1 (akut ischdmisches Nierenversagen),
TFF-3 und Proteine, die bei chronischem Nierenversagen (CNV) eine Rolle spielen wie Os-
teoactivin, TIMP-1, Collagen-4. AulRerdem wird, das an der Reaktion des Immunsystems
beteiligte Protein IP-10 sowie das an der Blutdruckregulation beteiligte Hormon Renin, ge-
messen. Es wurden Patienten mit histologisch gesicherter Nierenschadigung, Patienten mit
Proteinurie und Patienten ohne Nierenbeteiligung mit gesunden Kontrollen verglichen.
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Tabelle 26: Darstellung der Urinmarkerkonzentration. MIN=kleinster gemessener Wert;
MAX=grolter gemessener Wert; MED=Median; MW=Mittelwert; GK=Gesunde Kontrollen; <OOR
(out of range) = Wert liegt unterhalb der Standartkurve; FGSN= ANCA-Vaskulitis, mit histologisch
gesicherter fokal-segmentaler Glomerulonephritis; KBN= ANCA-Vaskulitis, aber keine Nierenbe-
teiligung bekannt.

Marker Gesamt (n=39)
MIN(ng/ml) MAX(ng/ml) MW(ng/ml) MED(ng/ml) Conc.in
range (%)

Uromodu- 13,79 128652,5 14718,06 3222,54 100

lin

RBP4 <OOR 288209,0 20457,17 2105,43 94,871
(<0,23)

p2-Mikro- <OOR 1776,2 284,11 94,09 87,180

globulin (<0,1)

Calbindin  <OOR 21,6 1,85 0,86 74,359
(<0,18)

GSTa <OOR 83,7 3,38 0,13 53,846
(<0,05)

nGST <OOR 59,4 5,63 2,97 92,307
(<0,04)

Osteoac- <OOR 4,1 1,46 0,97 92,307

tivin (<0,1)

TIMP-1 <OOR 23,8 3,36 1,69 97,435
(<0,1)

KIM-1 <OOR 4,8 0,96 0,77 94,871
(<0,05)

IP-10 <OOR 0,2 0,02 0,00 43,589
(<0,01)

Renin <OOR 0,2 0,02 0,00 48,717
(<0,01)

FABP-1 <OOR 717,3 64,95 10,36 66,666
(<3,51)

Collagen4 1,25 139,6 26,04 20,58 100

TFF-3 <OOR 4130,8 129,63 5,27 97,435

(<0,42)
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Tabelle 27: Darstellung der

Urinmarkerkonzentration.

MIN=Kleinster gemessener Wert;

MAX=grolter gemessener Wert; MED=Median; MW=Mittelwert; GK=Gesunde Kontrollen; <OOR
(out of range) = Wert liegt unterhalb der Standartkurve; FGSN= ANCA-Vaskulitis, mit histologisch
gesicherter fokal-segmentaler Glomerulonephritis; KBN= ANCA-Vaskulitis, aber keine Nierenbe-
teiligung bekannt.

Mar- FGSN Proteinurie KNB GK
ker (n=14) (n=5) (n=10) (n=10)
MIN MAX  MIN MAX MIN MAX MIN MAX
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Uromo- 13,79 58639 1727,5 46937,6 81,88 47677,5 97525 128652,5
dulin
RBP4  <OOR 288209 101,00 24149,6 367,19 20009,9 275,44 69292
(<0,23)
B2- <OOR 1082,9 <OOR 1776,20 <OOR 566,60 17,97  763,5
Mikro-  (<0,1) (<0,1) (<0,1)
globu-
lin
Calbin- <OOR 4.2 <OOR 1,63 <OOR 21,63 <OOR 25
din (<0,18) (<0,18) (<0,18)
GSTa <OOR 4,8 <OOR 2,35 <OOR 83,67 <OOR 74
(<0,05) (<0,05) (<0,05)
nGST 0,22 6,8 <OOR 11,36 <OOR 59,38 1,82 18,6
(<0,04) (<0,04)
Osteo- 0,02 2,6 0,170 3,69 <OOR 3,16 1,48 4,1
activin (<0,1)
TIMP-1 0,45 23,8 1,190 10,83 <OOR 7,02 0,85 7,7
(<0,1)
KIM-1 0,09 4,8 0,080 1,64 <OOR 291 0,45 1,6
(<0,05)
IP-10 <OOR 0,1 <OOR 0,02 <OOR 0,23 <OOR 0,1
(<0,01) (<0,01) (<0,01) (<0,01)
Renin <OOR 0,2 <OOR 0,07 <OOR 0,03 <OOR 0,1
(<0,01) (<0,01) (<0,01) (<0,01)
FABP- <OOR 717,3 <OOR 90,65 <OOR 36,16 9,25 86,0
1 (<3,51) (<3,51) (<3,51)
Colla- 4,25 139,6 15,12 56,93 1,25 31,77 6,35 50,4
gen 4
TFF-3 <OOR 2147 1,41 4130,80 0,42 11,45 2,49 77,2

(<0,42)
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Tabelle 28: Darstellung der Urinmarkerkonzentration. MIN=kleinster gemessener Wert;
MAX=grolter gemessener Wert; MED=Median; MW=Mittelwert; GK=Gesunde Kontrollen; <OOR
(out of range) = Wert liegt unterhalb der Standartkurve; FGSN= ANCA-Vaskulitis, mit histologisch
gesicherter Fokal-Segmentaler Glomerulonephritis; KBN= ANCA-Vaskulitis, aber keine Nierenbe-
teiligung bekannt.

Marker FGSN Proteinurie KNB. GK
(n=14) (n=b) (n=10) (n=10)
MW MED MW MED MW MED MW MED
(ng/ml)  (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Uromo- 1569,6 998,72 161795 5177,1 8995,7 5186,7 38117,5 14635,7

dulin
RBP4 50725,8 4697,1 59859 18914 3314,3 14106 2459,6 2107,
B2- 382,8 164,2 3939 73,0 1486 52,34  226,6 123,8
Mikro-
globulin

Calbin- 1,37 0,74 0,84 0,96 3,877 0,73 0,98 0,91
din

GSTa 1,00 0,00 0,94 0,29 8,493 0,00 2,82 1,07
nGST 2,38 1,65 5,23 5,09 8,689 1,22 7,31 5,51
Osteo- 0,77 0,60 2,20 2,44 0,718 0,52 2,80 2,60
activin

TIMP-1 5,26 2,14 3,72 1,94 1,47 0,615 2,43 1,65
KIM-1 1,02 0,61 1,13 1,53 0,583 0,25 1,16 1,27
IP-10 0,02 0,005 0,01 0,00 0,033 0,00 0,01 0,01
Renin 0,02 0,00 0,03 0,01 0,005 0,00 0,02 0,01
FABP-1 122,71 4,87 44,58 31,76 8,072 0,00 51,13 49,90
Colla- 30,03 15,54 33,07 20,63 12,012 4,97 30,98 31,53
gen4

TFF-3 34,21 5,53 879,93 7,50 3,382 1,48 14,30 5,76
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Tabelle 29: Biomarker im Urin; p-Werte.

Marker FSGN vs. FSGNvs. FSGNvs. Proteinu- Proteinu- KNB vs.

GK Proteinu- KNB rievs. GK rie vs GK

rie KNB

p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert
Uromo- 0,0084 1,0000 1,0000 0,7460 1,0000 0,0890
dulin
RBP4 0,3070 0,8751 0,3312 1,0000 1,0000 1,0000
B2-Mikro- 1,0000 1,0000 0,9837 1,0000 1,0000 1,0000

globulin
Calbindin  1,0000 1,0000 0,8058 1,0000 1,0000 0,6630
GSTa 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000

nGST 1,0000 1,0000 0,8612 1,0000 1,0000 1,0000
Osteoac- 0,000062 0,040995  1,0000 1,0000 0,045950 0,000138
tivin

TIMP-1 0,9347 1,0000 0,3630 1,0000 1,0000 1,0000
KIM-1 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
IP-10 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
Renin 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
FABP-1 1,0000 1,0000 0,3763 1,0000 1,0000 1,0000
Collagen  1,0000 1,0000 0,5276 1,0000 0,7795 0,5761
4

TFF-3 1,0000 0,07519 1,0000 0,0890 0,0823 1,0000

Die Konzentration von Uromodulin war bei Patienten mit AAV signifikant niedriger als bei
der gesunden Kontrollgruppe (p=0,001616) (Abb. 36A). Auch bei Patienten mit einer nek-
rotisierenden GN vs. GK konnte eine signifikante Erniedrigung der Uromodulinspiegel fest-
gestellt werden p=0,0084 (Abb. 36B). Ein Unterschied bestand bei Patienten mit FSGN vs.
Patienten mit AAV ohne Nierenbeteiligung, dieser war allerdings nicht signifikant
(p=0,089831) (Abb. 36B). Graphisch liel? sich ebenso ein Unterschied zwischen Patienten
mit Proteinurie vs. GK und Patienten darstellen, ohne statistische Signifikanz (Abb. 36B).



67

70000 — 14E5

p=0.001616 O Mittelwert —— p=0,0084— T Median
[ Mittelwert:Stdf. i 0 25%-75%
60000 T Mittelwert+1,96*Stdf. 1265 I Bereich ohne Ausreif3er
© AusreifBer
* Extremwerte

50000 1E5
E 40000 = 80000 p=0,089831
2 5
= B
c £
c £
£ 30000 S 60000
B 8
g g
5 20000 S 40000

10000 20000

o
0 0 —_ $ Iil
-10000 -20000
A Kontrolle AAV B Kontrolle FSGN Proteinurie Keine Nierenbeteiligung

Abbildung 36: Darstellung der Uromodulinkonzentration im Urin bei Patienten mit ANCA-positiver
Vaskulitis (A) im Vergleich zu GK und (B) im Vergleich innerhalb der AAV-Gruppe und zur GK.
(A) Es zeigten sich signifikant hohere Uromodulinkonzentrationen im Urin bei der GK
(p=0,001616). (B) Insbesondere zeigte sich eine signifikant hohere Uromodulinkonzentration bei
GK im Vergleich zu Patienten mit nekrotisierender GN (p=0,0084).

Die Konzentration von Osteoactivin zeigte sich bei Patienten mit AAV signifikant erniedrigt
im Vergleich zur GK (p=0,000036) (Abb. 37A). Auch bei Patienten mit FGSN vs. GK waren
die Osteoactivin-Spiegel in unserer Kohorte signifikant erniedrigt (p=0,000062) (Abb. 37B).
Aulerdem bestand ein signifikanter Unterschied zwischen der FSGN-Gruppe vs. Patienten
mit Proteinurie (p=0,040955) (Abb. 37B), wobei die Osteoactivin-Konzentration in der Pro-
teinurie-Gruppe erhoht war. Es bestanden signifikante Unterschiede zwischen GK vs. KNB
(p=0,000138) und Proteinurie vs. KNB (p=0,045905), wobei die GK erhéhte Konzentratio-
nen von Osteoactivin aufwiesen. (Abb. 37B).
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Abbildung 37: Darstellung der Urinkonzentration von Osteoactivin bei Patienten mit ANCA-positi-
ver Vaskulitis (A) im Vergleich zu GK (B) innerhalb der AAV-Gruppe. (A) Es zeigten sich signifi-
kant niedrigere Osteoactivin-Werte im Urin der Patienten in der AAV-Gruppe. (B) Es zeigten sich
signifikant hthere Osteoactivinwerte in der GK im Vergleich zu AAV-Patienten mit nekrotisierender
GN (p=0,000062) und im Vergleich zu ANCA-Patienten ohne Nierenbeteiligung (p=0,000138). Au-
Berdem zeigten sich signifikant hthere Osteoactivin-Werte bei AAV-Patienten mit Proteinurie im
Vergleich zu AAV-Patienten mit nekrotisierender GN (p=0,040955) und AAV-Patienten ohne Nie-
renbeteiligung (p=0,045905).

Trifoil-Faktor 3 (TFF-3) zeigte sich graduiert erhoht bei den Patienten mit Proteinurie vs.
GK (p=0,089041. Ebenso zeigte sich TTF-3 erhoht bei Patienten mit Proteinurie vs. FSGN-
Gruppe (p=0,075191) und auch erhéht bei Patienten mit Proteinurie gegeniiber den Patienten
mit AAV aber ohne histologisch gesicherte Nierenbeteiligung oder Proteinurie
(p=0,082334) (Abb. 38B). Es zeigten sich bei einem Signifikanzniveau von 5% keine signi-
fikanten Unterschiede in der TTF-3-Konzentrationen.
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Abbildung 38: Darstellung der Urinkonzentration von TTF-3 bei Patienten mit ANCA-positiver Va-
skulitis (A) im Vergleich zu GK und (B) innerhalb der AAV-Gruppe. Es zeigte sich jeweils ein gra-
duierter Unterschied innerhalb der AAV-Gruppe zwischen Patienten mit nekrotisierender GN und
Patienten mit Proteinurie (p=0,075191) und zwischen Patienten ohne Nierenbeteiligung und Patien-
ten mit Proteinurie (p=0,082334).

Die Konzentrationen der Proteine RBP4, B2-Mikroglobulin, Calbindin, GSTa, nGST,
TIMP-1, KIM-1, IP-10, Renin, FABP-1 und Collagen-4 zeigten bei einem Signifikanzniveau
von p=0,05, keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit AAV zur gesunden

Kontrollgruppe und innerhalb der einzelnen Gruppen.



70

4 Diskussion

4.1 Der Einfluss klinischer Faktoren auf den Krankheitsverlauf der
AAV-Kohorte

Unsere Patientenkohorte bestand aus 62 Patienten mit AAV, davon waren 63% Frauen und
37% Manner. Es handelte sich um 45 Patienten mit GPA (PR3-ANCA positiv), einer Pati-
entin mit GPA (MPO-ANCA positiv) und 16 Patienten mit MPA (MPO-ANCA positiv). Die
Patienten mit GPA waren nur mit knapp 60% weiblichen Probanden fast ausgeglichen, wo-
bei wir fur die MPA eine weibliche Dominanz von 77% feststellen konnten (Tab. 13). Dies
entspricht den Ergebnissen von japanischen Kohorten (Kobayashi und Fujimoto 2013).
MPA-Patienten waren zum Zeitpunkt der Diagnose durchschnittlich 55 Jahre, GPA-Patien-
ten durchschnittlich 61 Jahre alt. ANCA-assoziierte Vaskulitiden betreffen Frauen und Man-
ner gleichermalRen. Das durchschnittliche Alter bei Diagnose der AAV liegt in der weil3en
Bevolkerung bei 60,5 Jahren, wobei auch Kinder und &ltere Erwachsene betroffen sein kon-
nen (Fujimoto et al. 2011). Die Pravalenz der GPA und MPA liegt bei 23-160/1.000.000,
die Inzidenz bei 2-12/1.000.000, wobei tiber 90% der an AAV Erkrankten der weil3en Be-
volkerung angehoren (Mohammad et al. 2009). Japanischen Studien zeigten nun &hnlich
hohe Inzidenzen flr das Auftreten der MPA in Japan, verglichen mit der Bevolkerung GroR-
britanniens (Fujimoto et al. 2011).

Zur Diagnostik der GPA wurden vom ,American College of Rheumatologie* ACR-Diagno-
sekriterien festgelegt (Leavitt et al. 1990). Im November 2016 wurde eine Uberarbeitete Ver-
sion dieser Kriterien auf dem ACR-Kongress vorgestellt. Neben klinischen Kriterien wurden
nun auch weitere diagnostische Test wie ANCA-Status, Eosinophilie im peripheren Blut,
Granulome oder Kavernen im CT sowie der Befund der Organbiopsie zur Diagnosefindung
sowie zur Abgrenzung gegentber der EGPA und anderen Erkrankungen der NNH herange-
zogen. Mittels eines Punktesystems kann so die Wahrscheinlichkeit, fur das Vorliegen einer
GPA festgelegt werden (New ACR-/EULAR classification criteria for ANCA-associated va-
sulitis, 14.11.2016, San Diego, R Lugmani et al.). Flr die MPA existiert keine international

gultige Klassifikation. Die MPA wurde nach Ausschluss einer GPA anhand des klinischen
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Bildes, des ANCA-Status und der jeweiligen Befunde aus radiologischer Diagnostik und

Organbiopsie klassifiziert.

Die vielfaltigen Verlaufsformen der AAV erschweren die Unterscheidung zwischen GPA
und MPA in Friihstadien. Dies kann zu Unterschieden in der Rekrutierung und Klassifika-
tion der Erkrankten bei verschiedenen Forschungsgruppen fiihren. Die Inzidenz der GPA
scheint in den letzten Jahren gestiegen zu sein, mdglicherweise erklérbar durch eine gestei-
gerte Sensibilitat fur die Erkrankung, verbunden mit einer friheren Diagnose (van der
Woude 1985).

Der ANCA-Status bei den Patienten unserer Kohorte mit GPA war zu 98% c-ANCA positiv
und mit dem Antigen Proteinase 3 assoziiert (PR3-ANCA). Eine Patientin mit GPA im Friih-
stadium zeigte MPO-ANCA. Die MPA-Patienten waren zu 100% mit einem p-ANCA-Sta-
tus und mit dem Myeloperoxidase-Antigen assoziiert (MPO-ANCA) (Tab. 13).

Je nach ANCA-Status und AAV-Entitat werden in der Literatur Unterschiede in klinischem
Verlauf, Therapieansprechen und der Uberlebensrate vermutet. So traten bei MPA-Patienten
seltener Rezidive auf als GPA-Patienten, wobei die GPA-Patienten eine hohere Uberlebens-
rate hatten. AulRerdem unterschieden sich Patienten mit GPA, die MPO-ANCA positiv kli-
nisch von den PR3-ANCA Patienten. Sie waren haufiger weiblich, junger, hatten weniger
aggressive Organbeteiligung und brauchten weniger Immunsuppressive Therapie (Schirmer
et al. 2016).

Remission und Rezidiv

Unsere Kohorte zeigte mit jeweils 37,1% sowie 35,5% groRtenteils Patienten im frihen und
refraktdren Stadium (Tab. 14). Die Falle im generalisierten Stadium (16,12%) und im schwe-
ren Stadium (11,29%) nach EULAR-Einteilung lagen dazwischen (Tab. 14). Ein lokalisier-
tes Stadium fand sich bei keinem Patienten (Tab. 14). Die GPA-Patienten konnten haufiger
dem schweren und refraktdren Stadium zugeordnet werden, wéhrend die MPA-Patienten
hé&ufiger in Fruhstadium oder generalisiertem Stadium Klassifiziert werden konnten (Abb.
21).
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Eine Remission innerhalb unseres Beobachtungszeitraums erreichten 4,8%, eine Teilremis-
sion 40,3% der Patienten (Tab. 15).

Weder das Alter, das Geschlecht, der BMI, der ANCA-Status noch Organbeteiligungen der
Niere, Lunge oder des HNO-Traktes hatten in unseren Daten einen signifikanten Einfluss

auf Remission oder Teilremission.

Wir beobachteten bei Patienten mit einem BVAS>8 bei Diagnose signifikant haufiger eine
Remission oder Teilremission (Abb. 8A), was am ehesten mit einem besseren Ansprechen
der immunsuppressiven Therapie bei hoherer Krankheitsaktivitat erklarbar scheint. Kol-
dingsnes et al. berichteten schon von einer hheren Wahrscheinlichkeit des Erreichens einer
Remission bei hoher Krankheitsaktivitdt mit einem BVAS>23 (Koldingsnes und Nossent
2003). Der VDI bei Diagnose hatte in unserer Kohorte keinen Einfluss auf das direkte Re-
missionsverhalten (Abb. 8B). Allerdings bendtigten die Patienten mit einem VDI >1 signi-
fikant haufiger eine Re-Induktion der Therapie (Abb. 16A). Auch eine retrospektive Studie
zeigte flr jeden weiteren Punkt des VDI-Scores eine Steigerung der Therapieresistenz (Kol-
dingsnes und Nossent 2003). Somit fuhrt ein irreparabler Schaden in einem Organ offen-
sichtlich zu einem schlechteren Therapieansprechen der Erkrankung. AuRerdem kann ein
akuter Vaskulitisschub in anderen Organen weitere Schaden verursachen. Entsprechend l&sst
ein mit hohem VDI errechneter irreparabler Schaden einen schlechteren Therapieerfolg er-

warten.

In unserem Patientengut fand sich bei 17,7% eine Hashimoto-Thyreoiditis (Tab.17). Unsere
Patienten mit Autoimmunthyreoiditis zeigten signifikant haufiger eine Remission oder Teil-
remission im Verlauf der Therapie der AAV (Abb. 13). Diese Patienten nahmen als beglei-
tende Therapie zur euthyreoten Einstellung der Schilddrise L-Thyroxin ein. Den Schilddri-
senhormonen T3 und T4 wurde eine unterstitzende Funktion und Protektion im Rahmen
von kardiovaskularen Erkrankungen zugesprochen (Ortiz et al. 2016). Eine Hypothyreose
schien dagegen mit einem schwereren Krankheitsverlauf bei Patienten mit dekompensierter

Herzinsuffizienz assoziiert zu sein (Hayashi et al. 2016). Mdoglicherweise liegen auch bei
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aktiver AAV moderat niedrige T3- und T4-Spiegel vor. So kdnnte eine unterstiitzende The-
rapie mit L-Thyroxin zur hochnormalen Einstellung der Schilddriisenhormone die Reduk-

tion der Krankheitsaktivitat in AAV fordern. Dies sollte in Studien weiterverfolgt werden.

In unseren Untersuchungen kam es bei mehr als einem Drittel der Patienten im Verlauf der
Erkrankung bei unterschiedlichem Schweregrad zu mindestens einem Rezidiv (Tab. 15). Bei
etwa 50% der Falle waren dies schwere Rezidive mit hier oft bedrohter Organfunktion (Tab.
15). Alter, Geschlecht und BMI korrelierten nicht mit Rezidivhaufigkeit. Die GPA-Patienten
unserer Kohorte hatten signifikant haufiger Rezidive als die MPA-Patienten (Abb. 6B), dies
wurde bereits auch von Booth et al., Jayne et al., und Lionaki et al. in friheren Arbeiten
beschrieben (Booth et al. 2003; Jayne et al. 2003; Lionaki et al. 2012). Die beobachtete
hohere Rezidivrate bei GPA-Patienten kdnnte allerdings mit den insgesamt milderen Krank-
heitsverlaufen unserer MPA-Kohorte in Zusammenhang stehen (Abb. 21). Bei unseren Pa-
tienten war das Vorliegen eines PR3-ANCA-Status mit signifikant mehr Rezidiven im
Krankheitsverlauf assoziiert (Abb. 6A). Andere Arbeiten aus der Literatur zeigten das glei-
che Ergebnis (Lionaki et al. 2012; Walsh et al. 2012; Pagnoux et al. 2008a; Pavone et al.
2006; Hogan et al. 2005; de Joode, Anoek et al. 2013; Rihova et al. 2005; Boomsma et al.
2000).

Sowohl der BVAS, als auch der VDI bei Erstdiagnose scheinen sich als prognostische Fak-
toren beim Abschétzen der Wahrscheinlichkeit eines zukinftigen Rezidivs zu eignen. Pati-
enten mit einem BVAS>8 bei Erstdiagnose zeigten signifikant haufiger ein Rezidiv zur Ver-
gleichsgruppe mit einem niedrigeren BVAS (Abb. 7A). Ein VDI>1 korrelierte ebenso mit
deutlich haufigerem Auftreten von Rezidiven (Abb. 7B). Eine hohere Krankheitsaktivitat zu
Beginn der Erkrankung schien auch mit der Neigung zu Krankheitsprogress und einer er-
schwerten Kontrolle der Erkrankung im Verlauf einherzugehen. Schon ein minimaler Scha-
den (VDI=1) war in der Untersuchung einer anderen Arbeitsgruppe mit einem hoéheren Ri-
siko fur Mortalitat assoziiert (Koldingsnes und Nossent 2002). Die Daten der VDI-Validie-
rung zeigten hoéhere mediane VDI-Werte fiir Nicht-Uberlebende im Vergleich zu Uberle-
benden (Exley et al. 1997). Unsere Arbeit zeigte, dass der VDI mdglicherweise nicht nur in
Bezug auf das Uberleben sondern auch auf das Rezidivverhalten eine relevante Einschatzung
bieten kann.
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Eine Nierenbeteiligung wurde bei 25 Patienten unserer Kohorte bioptisch gesichert. Patien-
ten mit GPA hatten haufiger eine Nierenbeteiligung (50% der GPA Patienten), als Patienten
mit MPA (12,5% der MPA Patienten). Bei allen diesen Patienten (14 Frauen und 11 Ménner)
fand sich jeweils eine typische pauci- immune nekrotisierende, intra-und extrakapillare Glo-
merulonephritis. Obwohl in unserem Patientengut kein bedeutender Unterschied bezlglich
des Auftretens eines Rezidivs zwischen Patienten mit einer GFR<60 und einer GFR>60 be-
stand (Abb. 10A), hatten Patienten mit einer gesicherten akuten oder stattgefundenen Glo-
merulonephritis im Rahmen der AAV, wie zu erwarten, signifikant haufiger ein Rezidiv
(Abb. 10B). Eine Nierenbeteiligung ging auferdem mit einem signifikant hoheren ANCA-
Titer bei Diagnose einher (Abb. 11). War die Niere betroffen, waren die Morbiditat und
Mortalitat erhdht (Mukhtyar et al. 2008). Im Verlauf der Erkrankung ist mit einer Progres-
sion der Nierenschédigung zu rechnen (Koldingsnes und Nossent 2002; Briedigkeit et al.
1993). Arbeitsgruppen beschrieben auch eine erhéhte Rezidivwahrscheinlichkeit fur Patien-
ten mit GFR>60 ml/h, was in Zusammenhang mit fehlender Nierenbeteiligung und stattdes-
sen einer Granulombildung im Respirationstrakt gesehen werden kann (Stegeman et al.
1994; Hogan et al. 2005)

So hatten auch Patienten unserer Kohorte mit ausgeprégter Beteiligung der Lunge und int-
rapulmonalen Granulomen eine signifikante Haufung von Rezidiven (Abb. 12A), aulRerdem
zeigten Patienten mit Nasennebenhdhlen-Granulomen graduiert haufigere Rezidive (Abb.
12B). Dagegen konnte man im Rahmen der klinischen Manifestation im HNO-Trakt, in
Form von Sinusitis, Rhinitis einer Otitis media oder einer Mastoiditis, wie haufig bei der
GPA zusehen, keine erhohte Rezidivwahrscheinlichkeit beobachten. Ein in der Literatur be-
schriebener Risikofaktor fiir ein Rezidiv ist die nasale Besiedelung von Staphylokokkus au-
reus, welche uber eine lokale Entziindung, eine ANCA-Aktivierung fortfuhre (Pfister et al.
2004). Insgesamt schien eine Beteiligung des oberen Respirationstraktes mit einem besseren
Uberleben assoziiert im Gegensatz dazu die Nierenbeteiligung mit einem schlechteren Uber-
leben (Reinhold-Keller et al. 2000; Bligny et al. 2004). So zeigt sich die vaskulitische Ma-
nifestation in der Niere akut lebensbedrohlicher als die granulomatdse Manifestation im Re-
spirationstrakt, die zwar die Persistenz der Erkrankung fordert, jedoch keinen so starken

Einfluss auf das Uberleben hat.



75

Therapieplanung, Therapieverlauf, Therapieansprechen

In Abhangigkeit vom Krankheitsstadium und Organmanifestation wurden die Patienten un-
serer Kohorte anhand der Empfehlungen der EULAR zur Therapie der GPA und MPA be-
handelt (Mukhtyar et al. 2009a). Neben der Glukokortikoidtherapie, wurde in Frihstadien
meist zusatzlich 15-25 mg/Woche MTX subkutan oder p. 0. gegeben. Bei schwerer Erkran-
kung wurden gewichtsadaptiert i. v. CYC-Stol3therapien im Abstand von 3-4 Wochen uber
mindestens 6 Monate zur Induktionstherapie gegeben oder allerdings seltener primér und
haufiger im Falle eines Rezidivs mit dem CD20-Antikorper Rituximab behandelt, welcher
uber mehrere Zyklen alle 14 Tage i. v. verabreicht wurde. Bei schwerer Nierenbeteiligung
und akutem Nierenversagen wurde die Therapie um eine Plasmapherese erganzt. Im An-
schluss an die Induktionstherapie wurde in Abhangigkeit von Nebenerkrankungen und Ver-
traglichkeit MTX, AZA, Leflunomid oder Mycofenolat-Mofetil zur Erhaltung der Remis-
sion verabreicht. Neue Empfehlungen der EULAR sehen auch Rituximab als remissionser-
haltende Therapie vor. Finf ,,low-dose“-Gaben in 6 Monaten waren einer Erhaltungsthera-
pie mit Azathioprin Uberlegen (Guillevin et al. 2014; Yates et al. 2016). Unter langerfristiger
Rituximabtherapie kann es jedoch zu einem Abfall von Immunglobulinen kommen, und
dadurch zu einem héheren Infektionsrisiko (Venhoff et al. 2012). Dies erfordert eine regel-
maRige klinische und laborchemische Kontrolle. Im Ernstfall muss eine Immunglobulingabe

erwogen werden.

Bei unserem Patientengut wurde CYC haufiger zur Induktionstherapie bei PR3-ANCA po-
sitiven Patienten als bei MPO-ANCA positiven Patienten (Abb. 14) sowie bei Patienten mit
Nierenbeteiligung (Abb. 15A) eingesetzt. Bei der Rituximab-Gabe war diesbeziglich kein
Unterschied festzustellen. PR3-ANCA-Patienten bekamen haufiger nacheinander CYC und
zur Re-Induktion RTX. MTX wurde hdufiger bei MPO-ANCA-Patienten verwendet. Auch
bei Patienten ohne Nierenbeteiligung wurde signifikant hdufiger MTX zur Induktion ver-
wendet. Dies spiegelt in gewisser Weise die an die Krankheitsschwere angepasste Thera-
pieintensitat dar. PR3-ANCA-Patienten und Patienten mit Nierenbeteiligung waren insge-
samt krénker und benétigten eine intensivere Therapie. Patienten mit einer nekrotisierenden
GN bendtigten eine signifikant hohere Menge an CYC zur Induktion und Kontrolle der Er-
krankung (Abb. 15) als die Vergleichsgruppe ohne Nierenbeteiligung, was nochmals die
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Notwendigkeit der aggressiven Therapie bei schwerer Nierenbeteiligung deutlich macht. Die
kumulative RTX-Dosis unterschied sich nicht. Moglicherweise lag das an der Tatsache, dass
RTX bei unserer Kohorte meist als Re-Induktionstherapie nach festem Schema verwendet

worden ist.

Die Werte des BVAS, VDI oder der ANCA-Status hatten keinen Einfluss fur die Festsetzung
der jeweiligen CYC- oder RTX-Dosierung und somit keinen Einfluss auf die kumulativen

Dosen.

Die AAV-Patienten unserer Kohorte mit hohen VDI-Werten >1 zum Zeitpunkt der Diagnose
benotigten signifikant haufiger eine Re-Induktion (Abb. 16A). Es ist bekannt, dass bei irre-
parablem Schaden in einem Organ die immunsuppressive Therapie schlechter greift. Diese
Patientengruppe hatte einen erschwerten Krankheitsverlauf und benétigte eine intensivierte
Induktionstherapie. Die immunsuppressive Therapie kann zwar aktive Entziindung lindern
jedoch verlorene Organfunktion nicht wiederherstellen, was Patienten mit hohem VDI- Wer-
ten schwer behandelbar macht. Die Patienten zeigten ein deutliches Absinken des BVAS
von im Durchschnitt 12,5 Punkten zum Diagnosezeitpunkt auf 6,4 Punkte zum Endzeitpunkt
der Studie (Abb. 4). Der VDI dagegen blieb durchschnittlich nahezu konstant (ED: VDI
2,02- ED: VDI 2,32) (Abb. 4). Die immunsuppressive Therapie scheint die Erkrankung zu-
rickzudréangen und die Aktivitat zu reduzieren. Weitere bleibende Organschéden kdnnen in
den meisten Féllen vermieden werden. Trotzdem veranschaulicht ein durchschnittlicher
BVAS von 6,4 Punkten nach diversen immunsuppressiven Therapien, wie aggressiv die ent-
zuindliche Aktivitat in AAV ist und wie schwer es ist, die Patienten suffizient zu therapieren.
Umso wichtiger ist es, weiterhin gezieltere Therapiemdglichkeiten ausfindig zu machen, zu

untersuchen und zu etablieren.
Krankheitsverlauf und ANCA-Status

In Abhéngigkeit vom PR3-bzw. MPO-ANCA-Befund fanden sich in unserem Patientengut
jeweils Unterschiede in Alter, Geschlecht, Krankheitsaktivitat bei Diagnose, Krankheitssta-

dium und Therapiebedarf sowie in der Anzahl der Rezidive.
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Das durchschnittliche Alter lag bei PR3-ANCA-Patienten mit 64 Jahren signifikant hoher
als bei MPO-ANCA-Patienten mit 55 Jahren (Tab. 14). Der Anteil der weiblichen Teilneh-
mer lag mit 77,77% bei MPO-ANCA positiven Patienten deutlich hoher als bei PR3-ANCA
positiven Patienten (59,57%) (Tab. 14). Die MPA trat bei Frauen hdufiger auf. Erklart wer-
den konnte dies durch ein friiheres Auftreten oder ein friiheres Erkennen der Erkrankung bei

Frauen.

PR3-ANCA-Patienten hatten einen signifikant hoheren BVAS als MPO-ANCA-Patienten
(Abb. 5A), wobei der VDI vergleichbar hoch war (Abb. 5B). MPO-ANCA-Patienten hatten
signifikant seltener ein Rezidiv als PR3-ANCA-Patienten. Insgesamt war der Anteil von Pa-
tienten im Frihstadium der Erkrankung bei den MPO-ANCA positiven Patienten groRer als
bei den PR3-ANCA positiven Patienten, die sich haufiger im rezidivierenden Stadium be-
fanden (Abb. 21). Im Zusammenhang damit muss wahrscheinlich auch die Notwendigkeit
einer aggressiveren und langwierigeren Therapie bei PR3-ANCA positiven Patienten gese-
hen werden (Abb. 14).

Der ANCA-Titer bei Diagnose der Erkrankung war bei Patienten im fortgeschrittenen Sta-
dium mit Nierenbeteiligung signifikant héher (Abb. 11). Insgesamt schien in unserer Ko-
horte ein PR3-ANCA-Status im Gegensatz zu einem MPO-ANCA-Status einen negativen
Einfluss auf die Aktivitat und das Rezidivverhalten der Patienten zu haben (Abb. 5A+ 6). In

unserer Kohorte hab es keine ANCA-negativen Fille.

In der Literatur ist beschrieben, dass ein positiver ANCA-Titer im Gegensatz zu einem ne-
gativen ANCA-Titer bei Diagnose der Erkrankung mit einem erhdhten Rezidivrisiko einher
ging (Stegeman et al. 1996). Es wird diskutiert, ob ein ansteigender ANCA-Titer einem Re-
zidiv vorausgeht. Es wird aktuell allerdings bei alleinigem ANCA-Anstieg aufgrund der Zy-
totoxizitat kein aggressiveres Therapieregime empfohlen (Boomsma et al. 2000). Die Per-
sistenz eines ANCA-Titers bei klinischer Remission war in gemischten Kohorten mit haufi-
geren Rezidiven assoziiert (Slot et al. 2004). Allerdings konnte aufgrund der unterschiedli-
chen Wertigkeit bei verschiedenen Assay-Methoden bislang keine klare Beurteilung Gber
den Nutzen einer serienmé&Bigen Kontrolle des ANCA-Titers im Krankheitsverlauf gefallt
werden (Birck et al. 2006).
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4.2 1L-10

IL-10 (friher: cytokine-synthesis inhibitory factor (CSIF)) ist ein antiinflammatorisches Zy-
tokin. Es wirkt pleiotrop, zum einen inhibierend auf die Zytokinausschiuttung der Mastzellen
und der eosinophilen Granulozyten, zum anderen hemmt es die Funktion von Antigen-pra-
sentierenden Zellen (APZ), d. h. die Reifung der dendritischen Zellen (DZ), die Expression
von MHC-I1-Klasse-Molekiile und Co-stimulatorischer Molekule sowie die Aktivierung von
TH-2-Helferzellen. Es fordert den Wechsel der Immunglobulin-Klassen in B-Zellen, und
scheint die Induktion von IL-10 produzierenden regulatorischen T-Zellen anzuregen
(Hawrylowicz und O'Garra 2005; Moore et al. 2001). IL-10 wird eine besondere Rolle in
der B-Zell-vermittelten Autoimmunitit zugeschrieben. Regulatorische B-Zellen (Bregs)
stellen eine Untergruppe der B-Zellen mit immunmodulatorischen Eigenschaften dar, unter
anderem die IL-10-Produktion. Bei Patienten mit AAV konnte eine verminderte Anzahl von
Bregs nachgewiesen werden, jedoch schien sich die 1L-10-Produktion sowie die Hemmung
von Monozyten nicht von gesunden Kontrollen zu unterscheiden (Lepse et al. 2014). IL-10
wurde auBerdem in Reaktion auf verschiedene Umweltfaktoren vermehrt sezerniert (Lucas
et al. 2005; Fillatreau et al. 2008). Neutrophile Granulozyten sezernierten zum Beispiel
hohe Mengen an IL-10 als Antwort auf Bakterien (Zhang et al. 2009).
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Abbildung 39: Darstellung der Funktionen und Wirkung von IL-10 auf DC, Mastzellen, eosinophile
Granulozyten, B-Zellen und T-Zellen modifiziert nach VVoswinkel et al. (2006).

Im Rahmen unserer Messungen konnten keine signifikanten Unterschiede der IL-10-Kon-
zentration zwischen AAV-Patienten und Sklerodermie-Patienten gezeigt werden (Abb.
18A). Allenfalls ein nicht signifikanter Unterschied zwischen AAV-Patienten und gesunden
Kontrollen, wobei die AAV-Gruppe hohere IL10-Spiegel aufwiesen (Abb. 18A). Auch PR3-
und MPO-ANCA positive Patienten zeigten keine signifikanten Unterschiede in den IL-10-
Konzentrationen (Abb. 19A). Bei IL-10 handelt es sich -wie bekannt- nicht um einen Vas-

kulitis-spezifischen Marker.

Die Patienten unserer Kohorte wiesen im Fruhstadium im Vergleich zu klinisch gesunden
Kontrollen signifikant hohere IL-10-Spiegel auf (Abb. 22A). Im Gegensatz dazu zeigten
sich, statistisch nicht signifikant, niedrigere 1L-10-Konzentrationen bei Patienten im refrak-
taren Stadium im Vergleich zu Patienten im Frihstadium (Abb. 22A). Bei einem Vergleich
von AAV-Patienten mit einem Rezidiv und Patienten ohne Rezidiv im Krankheitsverlauf
konnten hier hohere IL-10-Spiegel in der rezidivfreien Gruppe festgestellt werden, allerdings
ohne statistische Signifikanz (Abb. 22B). Ahnliches wurde beschrieben in einer Arbeit von
Ohlsson et al.: Hier hatten Patienten mit einem Rezidiv innerhalb von 3 Monaten signifikant
niedrigere IL-10-Konzentrationen im Plasma. Hruskova et al. zeigten, dass niedrige 1L-10-
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Level in Remission mit einer hoheren Rezidivwahrscheinlichkeit einhergehen (Hruskova et
al. 2009). Patienten mit einem hoheren IL-10-Spiegel (héher als Median 61pg/ml) zeigten
ein reduziertes Rezidivrisiko (Sanders et al. 2006). So ergibt sich die Vermutung, dass auch
bei klinischer Remission eine subklinische Aktivitat der Erkrankung bestehe, die in der Re-
gel durch inhibierende Zytokine wie IL-10 unter Kontrolle gehalten werden kdnne (Ohlsson
et al. 2004). Cao et al. konnten durch eine Genotypisierung der leukozytaren DNA Patienten
mit einer PTPN22-gain-of-function-Mutation identifizieren, welche auBerdem eine niedri-
gere IL-10-Transkription aufwiesen und h&ufiger Rezidive als die Kontrollgruppe ohne
gain-of-function-Mutation hatten (Cao et al. 2012). Verschiedene Studien berichteten tber
einen Polymorphismus des IL-10-Gens bei Patienten mit GPA und MPA, der mit einer ver-
minderten IL-10-Sekretion verbunden war. (Murakdzy et al. 2001; Zhou et al. 2002; Jung et
al. 2015).

Eine positive Korrelation zwischen I1L-10-Konzentration und C-reaktivem Protein im Serum
wurde bei AAV bislang nicht gezeigt. Der IL-10-Spiegel unseres Patientenguts lag bei Pati-
enten mit aktiver Erkrankung, gemessen an einem CRP>8 mg/l, signifikant héher als bei
Patienten mit einem CRP<8 mg/l (Abb. 25A). Bei initialer oder aufflammender Entziindung
scheint eine Gegenregulation der akuten Entziindungsreaktion durch das antiinflammatori-
sche IL-10 stattzufinden. Popa et al. zeigten in vitro, dass die Stimulation von PR3 und MPO
zu einem TH-2-Zell-Zytokinprofil mit hohen Konzentrationen von IL-6 und IL-10 und nied-
rigen Konzentrationen von INF-y, fuhrt. Trotz der hohen IL-6-Konzentrationen war weder
eine IL-2 Produktion noch eine T-Zell Proliferation zu sehen, was als immunsuppressive
Wirkung von IL-10 interpretiert wurde (Popa et al. 2002). Auch fur Patienten mit systemi-
schem Lupus erythematodes konnte eine positive Korrelation zwischen der Krankheitsakti-
vitat gemessen als SLEDAI (systemic lupus erythematodes disease activity index) und IL-
10 gezeigt werden (Houssiau et al. 1995).

Patienten unserer Kohorte mit einer Nierenbeteiligung zeigten nahezu signifikant niedrigere
IL-10-Spiegel im Serum als Patienten ohne Nierenbeteiligung (Abb. 27B). Ebenso bestan-
den niedrigere IL-10-Werte bei Patienten mit pulmonalen Granulomen, die nicht signifikant
waren. Eine Gabe von CYC wurde, vermutlich im Zuge der gravierenden Organmanifesta-

tionen, bei niedrigen IL-10-Spiegeln signifikant haufiger durchgefuhrt (Abb. 33B). Auch



81

RTX wurde bei niedrigen IL-10-Spiegeln haufiger gegeben, dies war allerdings nicht signi-
fikant. Niedrige IL-10-Spiegel schienen auBerdem in unserer Kohorte mit einer haufigeren
Notwendigkeit der Re-Induktion und dem selteneren Eintreten einer erfolgreichen Indukti-
onstherapie assoziiert zu sein (ohne statistische Signifikanz) (Abb. 31). Sanders at al. zeigten
signifikant hohere IL-10-Spiegel nach immunsuppressiver Therapie (Sanders et al. 2006).

Auch bei Patienten mit Sepsis konnten Unterschiede in der IL-10-Konzentration dargestellt
werden. Diesbezuglich kommen einzelne Arbeiten zu unterschiedlichen Ergebnissen. Einer-
seits wurde von erhohten IL-10-Werten bei Sepsis berichtet (Hynninen et al. 1997), ande-
rerseits von erniedrigen IL-10-Werten (Lowe et al. 2003).

IL-10 wurde zuvor bereits von anderen Arbeitsgruppen im Plasma von Patienten mit AAV
mittels ELISA bestimmt (Schénermarck et al. 2000; Ohlsson et al. 2004). Ohlsson et al.
zeigten erhéhte 1L-10-Konzentrationen im Plasma von Patienten mit AAV gegenuber ge-
sunder Kontrollen. Niedrigere IL-10-Spiegel im Plasma waren mit einem erhohten Rezidiv-
risiko assoziiert (Ohlsson et al. 2004). Schonermarck et al. zeigten eine alleinige Erhdhung
von IL-10 bei Patienten mit EGPA (Schonermarck et al. 2000).

43 IL-33

IL-33 gehort zur 1L-1-Zytokin-Familie und wird u. a. an Stromazellen, Epithel und Endothel
exprimiert (Schmitz et al. 2005). Es kann sowohl pro- als auch antiinflammatorisch wirken
(Haraldsen et al. 2009). Bei proinflammtorischer Stimulation wird die Expression von IL-
33 hochreguliert. Es kann sowohl als Zytokin, also auch als intranuklearer Transkriptions-
faktor wirken. Uber die Interaktion mit dem ST2-Rezeptor und dem IL-1-akzessorischen
Rezeptorprotein (IL1-RACcP), die auf verschiedenen Immunzellen wie TH-2-, B-und Mast-
zellen zu finden sind, kann es die Produktion von TH-2-Zytokinen (IL-5, IL-13, IL-10) und
Chemokinen (MCP-1) auf transkriptionaler Ebene verstarken (Ali et al. 2007; Chackerian
et al. 2007; Palmer et al. 2008). Eine losliche Form des ST2-Rezeptors (sST2) kann als
Bindungsstelle fir IL-33 fungieren und so den IL-33-Signalweg blockieren (Hayakawa et
al. 2007). Die Freisetzung von IL-33 hat eine Alarmfunktion bei Stress oder drohender Nek-

rose (Lamkanfi und Dixit 2009). Bei Apoptose dagegen wird IL-33 von Caspasen gespalten,
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d. h. die proinflammatorischen Eigenschaften von IL-33 werden inaktiviert (Luthi et al.
2009).

Nekrose Apoptose
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Abbildung 40: Darstellung der Freisetzung und Funktion auf TH-2 Zellen des IL-33 modifiziert nach
Miller et al. (2008).

Unsere AAV-Patienten zeigten hohere 1L-33-Konzentrationen, als die gesunde Kontroll-
gruppe ohne statistische Signifikanz, und nahezu signifikant niedrigere Spiegel als die
Sklerodermie-Patienten (Abb. 18B). Die MPO-ANCA positiven Patienten zeigten allerdings
signifikant hohere IL-33-Spiegel als die gesunden Kontrollen und graduiert hthere Konzent-
rationen als die PR3-ANCA positiven Patienten (Abb. 19B). Vergleicht man die AAV-Pati-
enten im Frihstadium mit den Patienten im refraktéaren Stadium, so fielen nahezu signifikant
hohere 1L-33-Konzentrationen im friihen Stadium auf (Abb. 23A). Fiir Patienten mit einem
CRP>8 mg/l konnten signifikant hohere IL-33-Konzentrationen festgestellt werden (Abb.
25B). Bei Stress oder Nekrose wird 1L-33 vermehrt ausgeschttet und wirkt Giber verschie-
dene Mechanismen pro-inflammatorisch auf das Immunsystem (Lamkanfi and Dixit 2009).

Der Unterschied zwischen PR3- und MPO-ANCA positiven Patienten kénnte unter anderem
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mit den Unterschieden in der Verteilung auf die verschiedenen Krankheitsstadien zurtickzu-
fihren sein (Abb. 21). Die MPO-ANCA-Patienten befanden sich prozentual deutlich haufi-

ger im Fruhstadium der Erkrankung.

Eine Nierenbeteiligung scheint mit einer signifikant niedrigeren Konzentration von IL-33
assoziiert (Abb. 27A), wahrend sich die 1L-33-Spiegel zwischen Patienten mit oder ohne
pulmonalen Granulomen nicht unterschieden. Wie bekannt verzeichneten Patienten mit ei-
ner Nierenbeteiligung im Rahmen der AAV einen schweren Krankheitsverlauf. Bei Progress
der Erkrankung und vermehrtem postentziindlichem fibrotischen Umbau der Niere steht die
Apoptose gegenuber der Nekrose im Vordergrund. Eine Apoptose fuhrt durch Caspasen zur
Spaltung von IL-33 und somit zur Inaktivierung seiner proinflammatorischer Wirkung und
niedrigeren Spiegeln von IL-33 im Serum (Luthi et al. 2009). Bei AAV kommt es im Rah-
men der Pathogenese zu priming neutrophiler Granulozyten und zur Apoptose (Harper et
al. 2001).

Patienten, die niedrige 1L-33-Konzentrationen aufwiesen, mussten signifikant haufiger mit
RTX und CYC therapiert werden (Abb. 32) und sprachen schlechter auf immunsuppressive
Therapien an (Haufigere Re-Induktion, seltenere erfolgreiche Induktionstherapie) (Abb. 29).
Eine immunsuppressive Therapie schien, wenn hohere 1L-33 Konzentrationen im Serum
vorlagen, effektiver als bei Patienten, die sich in der postentziindlichen oder chronisch sub-

entziindlichen Phase der rezidivierenden Erkrankung befanden.

Es konnte eine deutlich signifikante positive Regression der IL-33- und IL-10-Konzentrati-
onen im Serum unserer AAV-Kohorte festgestellt werden, d. h. héhere 1L-33-Konzentratio-
nen waren mit hoheren IL-10-Konzentrationen assoziiert (Abb. 34). 1L-33 spielt mdglicher-
weise auch bei AAV eine relevante Rolle bei der Induktion der TH-2-Antwort. In Tiermo-
dellen bei Herztransplantation konnten nach IL-33-Gabe erhohte IL-5, IL-13 und IL-10 Kon-
zentrationen im Zuge der TH-2-Antwort sowie ein langeres Transplantatiiberleben gezeigt
werden (Brunner et al. 2011). In einem Mausmodell zum Morbus Crohn konnte bei Mdusen
mit durch Trinitrobenzo-Sulfonsdure induzierte Colitis eine erhdhte IL-33-Konzentration
festgestellt werden und gezeigt werden, dass der protektive Effekt des IL-33 teilweise iber
die Ausschittung von TH-2-Zytokinen und so mit dem TH-1-TH-2-Switch, zu erklaren war
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(Zhao and Hu 2010). Ahnliches zeigte auch ein Mausmodell zur Arterosklerose (Miller et
al. 2008).

Erhohte 1L-33-Spiegel wurden auBerdem bereits in Patienten mit chronisch-entziindlichen
Erkrankungen wie der ankylisierenden Spondylitis (Li et al. 2013), der rheumatoiden Arth-
ritis (Hong et al. 2011), der Purpura Schonlein-Henoch (Chen et al. 2013) und bei multipler
Sklerose (Christophi et al. 2012) festgestellt. Beim systemischen Lupus erythematodes
ergab sich eine Korrelation von erhéhten sST2-Konzentrationen mit der Krankheitsaktivitat
(Mok et al. 2010). Bei Patienten mit HIV-Infektion oder amyotropher lateral Sklerose (ALS)
wurden niedrige IL-33- und hohe sST2-Level beobachtet (Miyagaki et al. 2011; Lin et al.
2012).

Haldinova et al. untersuchten 2015 erstmals die Konzentration von sST2 und 1L-33 im Se-
rum von Patienten mit AAV mittels eines kommerziell erwerblichen ELISAs in Bezug auf
die Krankheitsaktivitat (Hladinova et al. 2015). Hier konnten keine Assoziationen der sST2-
Konzentration mit ANCA-Titer, CRP oder BVAS gezeigt werden, allerdings hohere sST2-
Spiegel im Serum bei neu erkrankten Patienten. Es konnte eine Erhéhung der IL-33-Kon-
zentration im Vergleich zu den gesunden Kontrollen gezeigt werden, allerdings bestand kein
Unterschied zwischen aktiven Patienten und Patienten in Remission. GPA-Patienten zeigten
hohere 1L-33-Spiegel als MPA-Patienten, allerdings keinen Unterschied zwischen PR3- und
MPO-ANCA-Patienten, und im Gegensatz zu unserer Kohorte in aktiven Stadien eher nied-
rigere IL-33-Spiegel als bei Patienten in Remission. Diese Kohorte bestand zum gréf3ten Teil
aus Patienten mit renaler Beteiligung. Die von uns gezeigte signifikant hohere 1L-33-Kon-

zentration bei Patienten mit erhéhtem CRP konnten Hladinova et al. nicht zeigen.

4.4 TNF-alpha

Das proinflammatorische TNF-a hat verschiedene biologische Effekte, wird vorwiegend
von aktivierten Makrophagen freigesetzt und wirkt synergisch mit INF-y im Zuge der MHC-
Induktion sowie bei der Aktivierung der Makrophagen. Es steigert die Adhdsion von Leu-
kozyten am Endothel der Gefalle und wirkt gemeinsam mit IL-6 in der Leber zu einer Syn-
thesesteigerung der Akute-Phase-Proteine. AuRerdem sorgt es fur eine Mobilisation von

Fettreserven, was zu Untergewicht bei chronischen Erkrankungen fithren kann. Uber einen
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der drei TNF-a-Rezeptoren, kann iiber eine sogenannte ,, Todesdomane* durch eine Rekru-
tierung von Caspasen eine Apoptose ausgeldst werden. Insbesondere scheint es ein priméres
Zytokin im Rahmen von chronischer Entziindung zu sein (Male und Wand-Wirttenberger
2005). TNF-a spielt auch in der Pathogenese von Vaskulitiden eine Rolle. Turesson et al.
zeigten hohere TNF-a-Spiegel bei Patienten mit klinischen Zeichen einer systemischen Va-
skulitis (Turesson et al. 2001). AuBerdem konnten erhohte intrazytoplasmatische TNF-a-
Konzentrationen in Monozyten bei Patienten mit GPA im Vergleich zu gesunden Kontrollen

festgestellt werden (Lamprecht et al. 2002).

Unsere Kohorte zeigte keine signifikante Erhéhung von TNF-a im Serum im Vergleich zu
gesunden Kontrollen (Abb. 18C). Im Vergleich zu den Sklerodermie-Patienten lagen sowohl
bei PR3-ANCA positiven als auch bei MPO-ANCA positiven Patienten niedrigere TNF-a-
Spiegel vor, die allerdings nicht statistisch signifikant waren (Abb. 20A). Mit geringen
Schwankungen von 0-20 pg/ml lag der TNF-a-Spiegel unserer AAV-Patienten grofitenteils
im Normbereich (Tab. 19+20). Einzig bei Patienten mit einem CRP>8 konnten nahezu sig-
nifikant héhere TNF-a-Konzentrationen gemessen werden im Vergleich zu den AAV-Pati-
enten mit einem CRP<8 (Abb. 26B). Es konnten keine signifikanten Unterschiede des TNF-
a-Spiegels bezuglich des Rezidivverhaltens und Therapienansprechens gezeigt werden
(Abb. 30). Vermutlich sind die niedrigen TNF-a-Spiegeln bei unseren GPA- und MPA-Pa-
tienten damit zu erkldren, dass alle Patienten vor der Blutentnahme im Rahmen der Studie
bereits zumindest mit GC behandelt waren. Eine Normalisierung der TNF-a-Spiegel nach
der Therapie mit GC und CYC wurde beschrieben (Lamprecht et al. 2002). Open-label-
Studien im Rahmen der Behandlung von AAV-Patienten zeigten ein gutes Ansprechen auf
den TNF-a-Antikorper Infliximab. Bei unserer Kohorte konnten keine TNF-a-Erhéhungen
gezeigt werden. Trotzdem ist eine wichtige Rolle von TNF-a im Rahmen der Pathogenese
von Vaskulitiden zu vermuten (Booth et al. 2004; Huugen et al. 2006).

TNF-o wurde beispielweise bereits von Noronha et al. mittels konventionellem ELISA im
Plasma von Patienten mit ANCA-positiver GN bestimmt (Noronha et al. 1993). Sie zeigten
im Gegensatz zu unserer Kohorte deutlich erhthte TNF-a-Konzentrationen im Plasma der
Patienten mit AAV und konnten diese mit erhdhten TNF-a-Konzentrationen im renalen Ge-

webe korrelieren. Dies kdnnte mit der zum Zeitpunkt der Plasma- und Gewebsentnahme
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hohen Krankheitsaktivitat und dem geringen MaR an Vortherapien des Patientenguts dieser

Gruppe zu begrunden sein.

45 sCD40L

Der CD40-Ligand (CD40L/CD154) gehort zur TNF-Familie und wird an der Oberflache
von aktivierten T-Helferzellen, sowie aktivierten B-Zellen und Thrombozyten, exprimiert.
Unter inflammatorischen Bedingungen ist er auch auf Monozyten, natirlichen Killer-Zellen,
Mastzellen und Basophilen zu finden (Carbone et al. 1997). Der kostimulatorische CD40-
Rezeptor befindet sich charakteristischerweise auf B-Zellen und ist auBerdem auf dendriti-
schen Zellen, Monozyten, Thrombozyten, Makrophagen, sowie Myofibroblasten, Fibroblas-
ten, Epithelzellen, Endothelzellen zu finden (Banchereau et al. 1995). Die Interaktion zwi-
schen CD40L und CD40 bt tiefgreifende Effekte auf dendritische Zellen (DZ), B-Zellen
und Endothelzellen aus (Grewal and Flavell 1998). Das CD40/CD40L-Signal auf DZ fordert
die Reifung und die Ausschittung von Zytokinen, die eine T-Zell-Aktivierung triggern (Qu-
ezada et al. 2004). Es kommt zu einer Reifung der B-Zellen, einer Férderung des Ig-lIsotyp-
Wechsel und somatischen Hypermutationen und dadurch einer gesteigerten Affinitat zu An-
tigenen. AulRerdem werden langlebige Plasmazellen und B-Memory-Zellen gebildet (Da-
nese et al. 2004). Die Aktivierung von Makrophagen flhrt zusatzlich zu einer vermehrten
Expression von proinflammatorischen Zytokinen (Miller et al. 1998; Thienel et al. 1999).
CD40 kann ebenso andere Molekile, wie Matrix-Metalloproteasen (MMP), Stickoxide, i-
NOS, und COX-2 induzieren und die Bindung von CD40 kann Zellen vor der Apoptose
bewahren (Portillo et al. 2012; Suttles and Stout 2009). Der l6sliche CD40-Ligand ist
18kDA grof3, biologisch aktiv und hat &hnliche Funktionen wie der membranstandige
CDA40L sowie zusétzlich Zytokineigenschaften (Graf et al. 1995; Mazzei et al. 1995).
SCD40L konnte als Marker fir eine pathogenetische B-Zell-Aktivierung dienen. Erhohte
Spiegel von sCD40L wurden beispielsweise bei Kindern mit Kawasaki-Syndrom beobachtet
(Wang et al. 2003). Auch bei Patienten mit systemischem Lupus erythematodes konnten
hohere Serumspiegel des sCD40L gemessen werden, die mit hdheren anti-dsDNA-AK kor-
relierten und offenbar eine B-Zell-Aktivierung auslosen kénnen (Kato et al. 1999). Auler-
dem schien sCD40L als Marker flr die Thrombozytenaktivierung im Bereich des vaskuliti-

schen Gefallendothelsschadens vermehrt exprimiert zu werden (Henn et al. 2001). Auch bei
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koronarer Herzkrankheit schien der 16sliche CD40-Ligand eine Rolle beztglich der Plaque-
Instabilitat zu spielen und eine Entziindung des GeféaRendothels zu stimulieren (André et al.
2002a). Im Atherom schienen CD40L und sCD40L mit dem CD40-Rezeptor an B-Zellen,
Makrophagen, Endothelzellen und Muskelzellen zu interagieren (Schonbeck and Libby
2001). Es zeigte sich im koronaren Blutfluss eine lokale Erhdhung von sCD40L, sowie im

gesamten Korperkreislauf (Fong et al. 2015).
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Abbildung 41: Darstellung des CD40/(s)CD40L Signals zwischen B-Zelle und TH-Zelle, sowie DC,
Bindegewebszellen, Epithelzellen und Endothelzellen und daraus resultierenden Funktionen modifi-
ziert nach Chan et al. (2013).

Unsere Kohorte von AAV-Patienten zeigte signifikant erhdhte sCD40L-Konzentrationen im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (Abb. 18D). Das PR3-ANCA positive Patientengut
alleine zeigte ebenfalls eine signifikante Erhéhung des sCD40L im Serum im Vergleich zu
den GK (Abb. 20B). Auch im Vergleich zu den Sklerodermie-Patienten zeigte sich eine
deutliche Erhéhung des sCD40L im Serum, die nicht signifikant war (Abb. 18D+20B). In-
nerhalb der AAV-Gruppe gibt es einen graduierten Unterschied zwischen Patienten mit PR3-
und MPO-ANCA-Status, wobei PR3-ANCA positive Patienten hohere sCD40L-Spiegel
aufwiesen (Abb. 20B).

Es ist bemerkenswert, dass die durchschnittliche sCD40L-Konzentration bei den AAV-Pa-
tienten in allen Krankheitsstadien gleichermalien erhoht war. Es zeigten sich dort keine sig-

nifikanten Unterschiede (Abb. 24A). Die sCD40-Spiegel zeigten in unserer Kohorte keinen
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Unterschied zwischen Patienten mit einem CRP grof3er 8 mg/l oder kleiner CRP<8 mg/I
(Abb. 28A). Tomasson at al. konnten dagegen eine positive Korrelation des sCD40L mit der
Krankheitsaktivitat bei Patienten mit AAV zeigen (Tomasson et al. 2011). Die sCD40L-
Konzentration korrelierte in unserer Studie nicht mit der Hohe des ANCA-Titers (Abb. 35),
und es gab keine Unterschiede im Therapieansprechen ((1) Erfolgreiche Induktionstherapie
(2) Re-Induktionshéufigkeit). Auch Patienten mit und ohne Nierenbeteiligung hatten ahnlich

hohe sCD40L-Konzentrationen im Serum.

Nur Patienten mit pulmonalen Granulomen zeigten einen graduierten Unterschied bei einem
Signifikanzniveau von 5% und einen signifikanten Unterschied bei einem Signifikanzniveau
von 10% beziglich der sCD40L-Konzentration (Abb. 29). Im Vergleich zu Patienten ohne
pulmonale Granulome waren hier deutlich héhere sCD40L-Werte zu verzeichnen. Daher ist
zu vermuten, dass durch die verstarkte Aktivierung der B-Zellen eine Vaskulitis gefordert
und eine etwaige darauffolgende Bildung von Granulomen um die zentrale GefalRnekrose im
Rahmen der AAV stimuliert wird. Die hohen sCD40L-Werte konnten weiterhin zusétzlich
als Ausdruck der T-Zell-B-Zell-Interaktion in der Pathogenese der AAV gewertet werden.
B-Zellen exprimierten CD40, wéhrend der membrangebundene CD40L inshbesondere auf
aktivierten T-Zellen zu finden war. Die l6sliche Form des CD40L induzierte eine B-Zell-
Aktivierung (Kato et al. 1999; Vakkalanka et al. 1999). Bei Patienten mit rheumatoider
Arthritis (RA) konnten insbesondere bei der Subgruppe mit zusétzlicher Vaskulitis relevant
hohere sCD40L-Konzentrationen festgestellt werden, was fir eine pathogenetische bedeut-
same B-Zell-Aktivierung bei Vaskulitis sprechen kann (Tamura et al. 2001).

Auch die erfolgreiche Induktionstherapie mit Rituximab bei Patienten mit AAV kann als
Ausdruck der hochrangigen Rolle der B-Zellen bei AAV gesehen werden. Bemerkenswert
ist, dass auch therapierefraktare GPA- und MPA-Patienten nach der Gabe des anti-CD20-
Antikorpers die Remission der Erkrankung erlangten. Selbiges gilt fir den SLE und in der
Erhaltungstherapie der RA. Unsere Kohorte zeigte keinen Unterschied in den sCD40L-Wer-
ten zwischen Patienten, die mit CYC oder RTX zur Induktion therapiert wurden. Rituximab
schien, trotz der durch die Blockade ausgeltsten Reduktion der Funktionen der B-Zelle, wie
die Reduktion der Immunglobulinsekretion, keinen relevanten indirekten Einfluss aus die

sCD40L-Konzentration im Serum gehabt zu haben.
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Inwieweit die Aktivitat der B-Zellen auch durch eine therapeutische Alternative wie die
(s)CD40L/CD40-Blockade bei AAV reduziert werden konnte, wurde bislang nicht Gber-
pruft. Bereits 1999 gab es jedoch Studien, die einen anti-CD40L-Antikorper im Rahmen der
Therapie des SLE (Davis et al. 2001), der Lupus Nephritis (LN) und der thrombozytopeni-
schen Purpura testeten; mit positiver Wirkung auf den Krankheitsverlauf: (1) Riickgang der
Hé&maturie bei LN (Boumpas et al. 2003) (2) Steigung der Thrombozyten bei TP (Kuwana
et al. 2004). Allerdings flhrte die Therapie mit dem anti-CD40L zu vermehrten Thrombem-
bolien (Boumpas et al. 2003; André et al. 2002b). Eine Blockade des CD40-Rezeptors wurde
in verschiedenen Phase-1-Studien bei verschiedenen malignen hdmatologischen Erkrankun-
gen getestet. Insgesamt allerdings zeigte sich die Therapie den tblichen Chemotherapeutika
nicht berlegen (Fayad et al. 2015; Advani et al. 2009; Furman et al. 2010). Bei Patienten
mit Morbus Crohn wurde unter CD40-Blockade (ch5D12) in 70% ein Ansprechen sowie in
22% der Félle eine Remission erreicht bei nur relativ geringen Nebenwirkungen wie Kopf-,

Gelenk- Muskelschmerzen.

Inwieweit eine gezielte Blockade des sCD40L bei AAV als therapeutisches Ziel geeignet
waére masste in Studien, unter besonderer Beachtung der fiir CD40L beschriebenen throm-
bembolischen Ereignisse, verfolgt werden. Vermutlich kdnnte die Hemmung der Funktion
des sCD40L im Vergleich zum membranstandigen CD40L im Rahmen von B-Zell- getrig-
gerten-Autoimmunvaskulitiden noch effektiver sein, bedenkt man die Zytokineigenschaften
des sCD40L. Bei nahezu signifikant erhohten sCD40L-Konzentrationen bei Patienten mit
pulmonalen Granulomen sowie bei den PR3-ANCA positiven Patienten in unserer Kohorte
ware eine Reduktion der Granulombildung durch eine sSCD40L-Blockade und die maglich-

erweise damit verbundene Senkung der Rezidivhaufigkeit der Erkrankung denkbar.

Der I6sliche CD40L wurde bereits von Thomsson et al. im Plasma von Patienten mit GPA
mittels konventionellem ELISA bei aktiver Erkrankung, in Remission und wéhrend und vor
steigender Krankheitsaktivitdt gemessen (Tomasson et al. 2011). Im Gegensatz zu unseren
Erkenntnissen konnte diese Arbeitsgruppe eine positive Korrelation der Krankheitsaktivitét

mit einem steigenden sCD40L zeigen.
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46 IL-17

IL-17A/IL-17F werden von TH-17-Zellen produziert und induzieren die Granulopoese (Yao
et al. 1995). Sie scheinen zum einen eine Rolle bei der Rekrutierung und Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten zu spielen (Laan et al. 1999) und zum anderen fur eine Aufrecht-
erhaltung und Verstarkung der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, Chemoki-
nen und anderen Entziindungsmediatoren verantwortlich zu sein (Albanesi et al. 1999).
Ebenso wird die Beteiligung von IL-17 an der T-und B-Zell-Regulation vermutet (Nakae et
al. 2003; Yao et al. 1995).

In unserer Kohorte ergaben sich bei iber 60% der Patienten eine IL-17A und IL-17F keine
messbaren Konzentrationen im Serum. Gegenuber der Normalkontrolle waren die IL-17A-
Werte nicht signifikant veréndert. Jedoch lagen die Werte bei den tbrigen 40% der gemes-
senen IL-17A-Werte der AAV-Patienten im Serum signifikant niedriger als die IL-17A-

Spiegel der Sklerodermie-Patienten.

Madglicherweise ist der niedrige IL-17A-Spiegel in unserer AAV-Kohorte auf einen Behand-
lungseffekt zurlickzufiihren. Verstappen et al. zeigten ein Absinken der IL-17-produzieren-
den TH-Zellen nach ,,B-Zell-Deplention‘ (Verstappen et al. 2017).

Auch ein durch den Assay zu niedrig angesetztes Detektionslimit fir unserer AAV-Kohorte,
konnte die Messergebnisse erklaren. Aufgrund der gut messbaren IL-17A-Konzentrationen
in der Sklerodermiegruppe, kann ein Fehler in der Vorbereitung und Durchfiihrung des As-

say nahezu ausgeschlossen werden.

Denn fur Patienten mit AAV zeigten andere Arbeitsgruppen, dass IL-17 und die TH-17-
Zellen moglicherweise eine Schlisselrolle in der Pathogenese und im frihen Stadium der
Erkrankung spielen (Abdulahad et al. 2008). Ebenso konnten bei Patienten in der Konvales-
zenz erhohte IL-17-Spiegel gemessen werden (Nogueira et al. 2010).

IL-17 A wurde bereits im Serum von Patienten mit AAV von Nogueira et al mittels ELISA

bestimmt. Diese Ergebnisse zeigten deutliche erhdhte IL-17-Spiegel bei AAV-Patienten im
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Vergleich zu gesunden Kontrollen und divergieren somit deutlich mit unseren Erkenntnis-
sen. Unsere Ergebnisse sind moglicherweise durch ein hohes Detektionslimit fur IL-17A in

unserem Assay eingeschrankt beurteilbar.

4.7 Uromodulin, Osteoactivin und TFF-3

Uromodulin wird auch als Tamm-Horsfall-Protein bezeichnet und wird bei Nierengesun-
den mit 20-100 mg/Tag ausgeschieden (Kumar and Muchmore 1990). Es ist ein fur die Niere
spezifisches Protein und wird ausschlieBlich von den Epithelzellen des dicken aufsteigenden
Astes der Henle-Schleife exprimiert und von deren apikaler Plasmamembran in den Tubulus
sezerniert (Bachmann et al. 1990; Santambrogio et al. 2008). Die genaue Funktion von Ur-
omodulin ist noch nicht geklart. Es wird vermutet, dass es eine Rolle im Elektrolyt- und
Wasserhaushalt spielt (Ying and Sanders 1998), eine protektive Wirkung gegen pathogene
Keime (Bates et al. 2004; Mo et al. 2004b) hat und die Ausbildung von Nierensteinen ver-
hindert (Mo et al. 2004a). Uromodulin soll auch an der Immunitét der Niere beteiligt sein.
Es konnte Molekiile wie TNF-a und Immunglobuline binden (Rhodes et al. 1993) und selbst
als proinflammatorisches Molekul mit Zellen wie Monozyten, Neutrophilen Granulozyten

und dendritischen Zellen in Interaktion gehen (Hession et al. 1987)

Die Patienten mit AAV unserer Kohorte zeigten signifikant niedrigere Uromodulin-Spiegel
als die gesunde Kontrollgruppe (Abb. 36A). Patienten mit nekrotisierender GN zeigten sig-
nifikant niedrigere Uromodulin-Konzentrationen im Vergleich zur den gesunden Kontrollen
(Abb. 36B). Innerhalb der AAV-Gruppe konnten keine signifikanten Unterschiede in der

Uromodulinkonzentration im Urin gezeigt werden.

Insbesondere bei Patienten mit AAV und Nierenbeteiligung schien Uromodulin entweder in
geringerem MaRe sezerniert oder in héherem Mal3e verbraucht zu werden. Dies kénnte dazu
flihren, dass dessen protektive Funktion bei Patienten mit AAV gestort ist. Wenn es im Rah-
men der AAV zu vermehrter Interaktion und Bindung von Uromodulin an verschiedene
Komponenten des angeborenen und erworbenen Immunsystems kommt, kdnnte so der Uro-

modulin-Spiegel im Urin sinken.
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Bislang wurden keine Untersuchungen von Uromodulin im Urin bei Patienten mit AAV

verdffentlicht.

Osteoactivin (Glykoprotein NMB, GPNMB) ist ein Transmembranprotein, welches an der
Differenzierung und Funktion verschiedener Zellen wesentlich beteiligt ist u. a. bei den
knochenbildenden Osteoblasten und den knochenresorbierenden Osteoklasten (Singh et al.
2010). Ebenso existiert eine l6sliche Form des Osteoactivins, welche im Urin vorkommen
kann (Patel-Chamberlin et al. 2011).

Bei den Messungen der Konzentrationen des Osteoactivins im Urin unserer Kohorte konnten
signifikant niedrigere Osteoactivin-Spiegel, sowohl bei Patienten mit AAV und GN als auch
bei Patienten mit AAV ohne Nierenbeteiligung im Vergleich zu den gesunden Kontrollen,
festgestellt werden (Abb. 37). In der Niere soll Osteoactivin bei der Regeneration eine Rolle
spielen (Li et al. 2010). Mdglicherweise fuhrte die Gefallentziindung zu einer verminderten
Expression des Osteoactivins und dadurch zu einer verminderten Ausscheidung im Urin.
Allerdings zeigten die Patienten mit AAV und einer alleinigen Proteinurie relevant hdhere
Konzentrationen des Osteoactivins im Vergleich zu den anderen AAV-Patienten (Abb.
37B). Osteoactivin wird auch als ein sensitiver Biomarker fir eine Schadigung des distalen
Tubulus beschrieben (Patel-Chamberlin et al. 2011; Nakamura et al. 2007). So kdnnte die
nachgewiesene Proteinurie Ausdruck eines doch schon bestehendem glomerularen Schadens

oder eines Schadens des distalen Tubulus gewertet werden.

Bislang wurden keine Untersuchungen von Osteoactivin im Urin von Patienten mit AAV

veroffentlicht.

Der Trefoil-Faktor-3 (TFF-3) gehort zur Trefoil-Familie und wird physiologisch tberwie-
gend in den Becherzellen des Dinn-und Dickdarms exprimiert, kann aber von diversen
Epithelzellen exprimiert werden, unter anderem im Harnabflusssystem. Trefoilpeptide wer-
den bei Schleimhautschadigung in groen Mengen sezerniert und sind auch an Schutz-und
Regenerationsprozessen im Magendarmtrakt beteiligt (Taupin und Podolsky 2003). In vitro
Studien zeigten anti-apoptotische, immunmodulatorische, chemotaktische sowie pro-angio-
gene Eigenschaften von Trefoilpeptiden. (Rodrigues et al. 2003; Cook et al. 1999;
Chwieralski et al. 2004; Taupin et al. 2000)
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Bei der Untersuchung des Urins der AAV-Patienten zeigte sich eine nahezu signifikante
Erhéhung des TFF-3 bei den Patienten mit AAV und alleinstehender Proteinurie ohne akti-
vem Sediment (Abb. 38B). Diese Erhohung zeigte sich am stérksten gegentiber gesunden
Kontrollen, allerdings auch gegenuiber Patienten mit AAV und bioptisch gesicherter GN und
gegen Patienten mit AAV ohne Nierenbeteiligung (Abb.38B). Eine Proteinurie kann ver-
schiedene Ursachen haben und wird unter anderem bei Harnwegsinfekten, Diabetes Mellitus
und verschiedenen Erkrankungen glomeruaren Ursprungs beobachtet. Ist TFF-3 ein Faktor,
der wenn er zusétzlich zu einer Proteinurie vorkommt, eine beginnende Nierenbeteiligung
bei AAV anzeigen kénnte? Vermutlich nicht, da bei Patienten mit GN keine Erhohung des
TFF-3 festgestellt werden konnte. Vielmehr schien die Erhéhung von TFF-3 die Patienten
mit Proteinurie, von den anderen AAV-Patienten abzugrenzen. Dies lasst eine AAV unab-
hangige Proteinurie dieser Patienten vermuten, am wahrscheinlichsten im Rahmen eines In-
fektes der ableitenden Harnwege, die geh&uft bei Patienten unter immunsuppressiver Thera-
pie auftreten (Nagafuchi et al. 2015; Yun et al. 2016). TFF-3 wurde schon von Rinnert et al.
als potentieller Marker fiir Harnwegsentziindungen und Nephrolithiasis beschrieben (Rin-
nert et al. 2010).

Fur eine pathogenetische, diagnostische und therapeutische Relevanz ergaben unsere Unter-

suchungen keinen Hinweis.
Messungen von TTF-3 im Urin bei Patienten mit AAV wurden bislang nicht veroffentlicht.

Fur die Urinmarker RPB4, B-2-Mirkoglobulin, Calbindin, piGST, TIMP-1. Kollagen-4,
KIM-1 und FABP-1 konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen AAV-Patienten
und gesunden Kontrollen, sowie zwischen AAV-Patienten mit/ohne Nierenbeteiligung und
mit alleiniger Proteinurie gezeigt werden. Die Relevanz dieser Marker bei AAV scheint ver-
gleichbar gering. Ein zusatzlicher Nutzen dieser Urinmarker bei AAV kann mit dieser Un-

tersuchung nicht bestéatigt werden.
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4.8 Verkntpfung der klinischen Daten mit den Ergebnissen der Bio-

markerbestimmung und die Verwertbarkeit im klinischen Alltag

Unsere AAV-Kohorte zeigte signifikant hohere IL-10-Konzentrationen bei Patienten mit ei-
nem CRP>8 mg/l (Abb. 25A). Das C-reaktive Protein als ,,Akute-Phase-Protein® ist unspe-
zifisch und kann sowohl bei chronisch entziindlichen Erkrankungen erhoht sein, als auch bei
akuter Infektion. Geht man davon aus, dass die CRP-Erhéhung die Aktivitat der Grunder-
krankung wiederspiegelt, korrelierte diese mit hoheren IL-10-Werten. Das Zytokin IL-10
hat somit Potential sowohl als zusétzlicher Marker fiir friihe Krankheitsstadien als auch als
Frahmarker fur eine Aktivitdtszunahme der Entziindung in allen Stadien eingesetzt zu wer-
den. Trotz nicht signifikanter Ergebnisse fir die Assoziation von niedrigen IL-10-Werten
und héaufigeren Rezidiven in unserer Kohorte, kann eine haufigere Gabe von CYC bei nied-
rigen IL-10-Werten auch eine fir den Krankheitsprozess prognostische Rolle des IL-10 stit-

zen.

Statistisch signifikante Unterschiede der IL-33-Konzentrationen unserer Kohorte konnten
beziiglich ANCA-Status, Krankheitsaktivitat, Rezidivverhalten, Organmanifestation und
Therapieansprechen festgestellt werden. Ein MPO-ANCA-Status (Abb. 19B), das Frihsta-
dium der AAV (Abb. 23A) und ein CRP>8 mg/l (Abb.25B) waren mit hoheren 1L-33-Wer-
ten im Serum assoziiert. Niedrige IL-33-Konzentrationen zeigten sich bei AAV-Patienten
mit Rezidiven (Abb. 23B) und einer Nierenbeteiligung (Abb.27A). Die Kohorte zeigte im
Therapieansprechen bei hohen IL-33-Konzentrationen héaufiger eine erfolgreiche erste In-
duktionstherapie und eine seltenere Re-Induktion (Abb. 29). Eine haufigere Gabe von RTX
oder CYC schien mit niedrigeren IL-33-Konzentrationen assoziiert zu sein (Abb. 32). Die
Bestimmung des I1L-33 im Serum kann mdglicherweise die Beurteilung des Krankheitsver-

laufs und damit insbesondere die Planung der immunsuppressiven Therapie unterstiitzen.

TNF-a hat als mogliches therapeutisches Target bereits Erfolge bei Patienten mit AAV ver-
zeichnet (Booth et al. 2004). In unserer Kohorte konnten keine erhohten TNF-a-Spiegel
nachgewiesen werden. Es konnten keine signifikanten Unterschiede der TNF-a-Konzentra-

tionen beztiglich des Krankheitsstadiums (Abb. 24B), der Organmanifestationen oder des



95

Therapieansprechens (Abb. 30) festgestellt werden. Vermutlich kam dieses Ergebnis auf-
grund der indirekten Suppression des TNF-a durch die multiplen immunsuppressiven The-
rapien, die bei einem Grofteil der Patientin im Vorfeld unserer Studie bereits durchgefihrt

worden waren, zustande.

Signifikante Unterschiede bei der Messung des sCD40L im Serum des AAV-Patientenguts
konnten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe gezeigt werden (Abb. 18D). AulRerdem
zeigte die Subgruppe der PR3-ANCA positiven Patienten eine signifikante sCD40L Erho-
hung im Vergleich zur GK (Abb. 20B). Bezliglich der Krankheitsstadien (Abb. 24A), der
Aktivitat der Erkrankung gemessen am CRP-Wert (Abb. 26A), des ANCA-Titers (Abb. 35)
und des Therapieansprechens konnten wir keine Unterschiede in der sSCD40L Konzentration
im Serum festgestellen. Bei einem Signifikanzniveau von 10% war jedoch der sSCD40L-Wert
im Serum der AAV-Patienten mit pulmonalen Granulomen signifikant erhoht (Abb. 29).
Dies lasst in Kombination mit dem verstérkten Auftreten des SCD40L im Serum von PR3-
ANCA positiven Patienten eine pathogenetische Relevanz des sCD40L im Rahmen der B-
Zell-Aktivierung in AAV und insbesondere bei der Granulomentstehung im Rahmen der
GPA vermuten. Die starke Diskrimination der AAV-Patienten von den GK durch die Be-
stimmung der sSCD40L-Werte, macht diesen moglicherweise als Screeening-Marker im Rah-
men der Frihdiagnostik von B-Zell-getriggerten-Vaskulitiden interessant. Wenn sCD40L an
CD40 der B-Zelle bindet und so eine Antikdérperproduktion stimulieren kann, koénnte
sCD40L womoglich zeitlich vor dem Nachweis Autoantikdrpern wie den ANCA in der
Frihphase der Erkrankung in erhohter Konzentration nachweisbar sein. SCD40L wurde bei-
spielsweise auch bei Patienten mit SLE nachgewiesen, was ein spezifisches Vorkommen des
SCD40L bei AAV ausschlief3t. Eine ubiquitare Erhdéhung des sCD40L in allen Krankheits-
und Therapiestadien konnte mdglicherweise fur eine Eignung des sCD40L als therapeuti-
sches Target in AAV sprechen.

Durch die Messung des IL-17A und IL-17F im Serum unseres Patientengutes lasst sich auf-
grund der wenigen Werte, die oberhalb des Detektionslimits des Assay gemessen werden
konnten, keine Verkniipfung der IL-17A/F Werte mit den klinischen Daten herstellen und

keine Aussage beziiglich der klinischen oder therapeutischen Relevanz im Alltag ableiten.
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Die Uromodulinkonzentration im Urin unserer Kohorte zeigte sich signifikant niedriger im
Vergleich zur GK (Abb. 36A). Die Subgruppe der Patienten mit nekrotisierender GN zeigte
auch signifikant niedrigere Konzentrationen des Uromodulins gegentiber der GK (Abb.
36B). Innerhalb der AAV-Kohorte konnten keine Unterschiede gezeigt werden, die zur Dis-
krimination von Patienten mit nekrotisierender GN und Patienten ohne bekannte Nierenbe-
teiligung fuhren wirde. Dennoch scheint Uromodulin eine Rolle im Rahmen der chroni-

schen Entzindung bei AAV zu spielen.

Unsere AAV-Kohorte zeigte insgesamt signifikant niedrigere Osteoactivin-Spiegel im Urin
als die GK (Abb. 37A). Innerhalb der AAV-Kohorte zeigte die Subgruppe der Patienten mit
alleiniger Proteinurie ohne Nachweis einer glomeruldren Schadigung im Rahmen der Grun-
derkrankung eine signifikante Erhéhung der Osteoactivin-Konzentration im Urin (Abb.
37B). Osteoactivin zeigte somit keine Assoziation mit dem Auftreten einer nekrotisierenden
GN. Maoglicherweise spielt Osteoactivin primér eine Rolle im Rahmen von Schédigungen
des Tubulussystems. Die nachgewiesene Proteinurie kdnnte aber sowohl als Ausdruck eines
doch schon bestehenden glomeruldren Schadens als auch im Rahmen eines Schadens des

distalen Tubulus gewertet werden.

Die Konzentration des TFF-3 im Urin unserer AAV-Patienten zeigte sich nahezu signifikant
erhoht in der Subgruppe der Patienten mit alleiniger Proteinurie im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe (Abb. 38B). Eine Assoziation zu den Patienten mit nekrotisierende GN
konnte nicht gezeigt werden. Eine Relevanz im Rahmen von Infekten der ableitenden Harn-
wege oder einer Schadigung des distalen Tubulus kann nicht ausgeschlossen werden.



97

4.9 Schwachen der Studie

Hurden bei der Aktenrecherche und Limits der Luminex Technik

Wir konnten nur ein begrenztes Patientenkollektiv, bedingt durch das seltene Auftreten der
Erkrankung, in die Studie einschlielen. Die Aktenrecherche basierte auf dem Modell einer
retrospektiven Studie. Die Patienten wurden groRtenteils nicht zum Diagnose Zeitpunkt son-
dern im Verlauf ihrer Erkrankung rekrutiert. Somit unterschieden sie sich zum Zeitpunkt des
Einschlusses in Krankheitsaktivitat und —Stadium sowie in den bis zum Einschlusszeitpunkt
durchgefuhrten TherapiemalRnahmen. Es waren nicht alle Parameter fur jeden Patienten
gleichermalRen dokumentiert. Kontrolluntersuchungen unterschieden sich im Ausmal der
durchgefuhrten Diagnostik (Laborparameter/CT/Rontgen/MRT/etc.). Es wurde beispiels-
weise nicht in allen Féllen eine einheitlich regelmélige Bestimmung der ANCA-Titer, des
CRP, sowie der BSG durchgefiihrt und dokumentiert, was die genaue Analyse beziiglich

dieser Parameter erschwerte und in ihrer Verwertbarkeit einschrankt.

Die Luminex-Technik ermdglichte uns die Durchfiihrung eines Beads-basierten Multiplex-
Immunoassay. Die Stérke dieser Technik liegt darin, dass in einem Assay bis zu 100 ver-
schiedene Molekule bei einer Messung detektiert werden konnen. Die Luminex-Technik war
gut bedienbar und die dazugehdrige Software unterstitzte die Auswertung der Daten. Bei
hoher finanzieller Belastung versprach ein vergleichbar geringer zeitlicher Aufwand eine
grolRe Anzahl an Ergebnissen. Leider schien das Detektionslimit fir diverse Zytokine bei der
Auswertung der Seren nicht optimal zu sein. So konnten wir bei 11 von 15 Zytokinen, nur
in weniger als 60% der Seren, Messwerte oberhalb des Detektionslimit verzeichnen, was
dazu fiihrte, dass ein groRer Teil der Ergebnisse nur eingeschrénkt auswertbar war. Auch im
Rahmen der Urinmessungen trat dieses Problem auf, allerdings in geringerem MaRe. Hier
konnten 11 von 14 Proteine mit tiber 60% oberhalb des Detektionslimits nachgewiesen wer-
den. Dies schmalert die Uberlegenheit der Multiplex-Messung gegeniiber eines herkdmmli-
chen ELISA.
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3) Zusammenfassung

Neu und hervorzuheben ist, (1) dass die erhobenen Parameter, BVAS und VDI bei Erstdi-
agnose prognostisch wertvoll fur den Krankheitsverlauf sind, (2) dass Patienten mit AAV
und gleichzeitig vorliegender Hashimoto-Thyreoiditis, die deshalb mit L-Thyroxin behan-
delt werden, ein auffallig besseres Ansprechen auf die immunsuppressive Therapie zeigten,
(3) dass IL-10 und IL-33 in Fruhstadien der AAV erhoht nachweisbar waren, in rezidivie-
renden Stadien und bei Nierenbeteiligung erniedrigt nachweisbar waren und (4) dass die
beiden Zytokine eine stark positive Regression aufwiesen, (5) dass SCD40L in allen Krank-
heitsstadien bei Patienten mit AAV nahezu in gleicher Konzentration hoch nachweisbar war,
und sich inshesondere hdchste Konzentrationen von sCD40L bei Patienten mit pulmonalen

Granulomen zeigten.

Klinisch zeigten unsere Patienten mit AAV insbesondere frihe und refraktare Stadien der
Erkrankung. Dabei waren PR-3-ANCA positive Patienten durchschnittlich &lter und bei
MPO-ANCA positiven Patienten dominierte das weibliche Geschlecht. Ein PR3-ANCA-
Status war mit einem aggressiveren Krankheitsverlauf assoziiert, der sich in hoheren Akti-
vitatsscores, haufigerem Rezidivauftreten und intensiver Therapien widerspiegelte. Auch die
Beteiligung der Niere und der Lunge in Form einer nekrotisierenden GN bzw. pulmonaler
Granulome zeigte diesbezlglich eine positive Assoziation.

Tabelle 30: Ubersicht der Unterschiede zwischen PR3- und MPO-ANCA-positiven Patienten. Vereinfachte

Darstellung der epidemiologischen und klinischen Unterschiede zwischen PR3-ANCA- und MPO-ANCA-po-
sitiven AAV Patienten. ,,1* erhoht; ,,|*“ erniedrigt.

PR3-ANCA MPO-ANCA

@ Alter bei ED

Geschlecht weiblich !
@ BVAS bei ED 1
@ VDI bei ED 1
Rezidivauftreten 1
Therapieintensitét 1
Nierenbeteiligung 1
Pulmonale Beteiligung 1

e —

Die immunsuppressive Therapie fuhrte durchschnittlich nahezu zu einer Halbierung des

BVAS, wohingegen der VDI konstant blieb. Dies wurde als Therapieansprechen gewertet.
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Ein VDI >1 war mit einer hoheren Rezidivwahrscheinlichkeit assoziiert. Der BVAS und der
VDI bei Erstdiagnose scheinen sich hervorragend als prognostische Marker fir den Krank-
heitsverlauf zu eignen. Ein aufféllig besseres Ansprechen der Therapie bei Patienten, die
aufgrund ihrer Hashimoto-Thyreoiditis mit L-Thyroxin behandelt wurden, sollte weiter ver-
folgt werden. Mdglicherweise ist L-Thyroxin supportiv einsetzbar in der Therapie von Au-

toimmunvaskulitiden.

Die Messung von IL-10 im Serum hat vermutlich als Marker flr frihe Krankheitsstadien
und als Frihmarker flr eine Aktivitdtszunahme der Entziindung in allen Stadien eine Rele-
vanz bei AAV. Auerdem kann ein schwerer Krankheitsverlauf bei Patienten mit niedriger
IL-10-Konzentration vermutet werden, insbesondere war eine intensivere Therapie der Er-

krankten mit niedrigen IL-10-Werten nétig.

Statistisch signifikante Unterschiede der IL-33-Konzentrationen unserer Kohorte bezlglich
Krankheitsaktivitat, Rezidivverhalten, Organmanifestation und Therapieansprechen, zeigten
die Relevanz der Bestimmung des I1L-33 bei AAV sowohl initial als auch im Verlauf der
Erkrankung, zur besseren Einschdtzung der Prognose und zur Unterstiitzung der Therapie-
planung bei AAV.

Wir konnten eine positive Regression zwischen 1L-33- und IL-10-Konzentration feststellen.
Die immunologische Verknipfung des IL-33 mit der Ausschiittung und der Funktion des
TH2-assoziierten 1L-10 wurde fur andere Erkrankungen gezeigt. Bezliglich der AAV kdnnte

weitere experimentelle Forschung diesen Zusammenhang verifizieren.

Die TNF-a-Messung im Serum bei unserem Patientengut zeigte keine signifikanten Erho-
hungen im Serum. Die therapeutische und prognostische Relevanz von TNF-a-Messungen
bei Patienten nach und wéhrend multiplen immunsuppressiven Therapien bleibt somit frag-
lich.

Bei der Messung des sCD40L kam es sowohl im Vergleich zu GK als auch im Vergleich zur
Sklerodermie-Gruppe zur signifikanten Erhohung in der AAV-Kohorte. Die signifikant er-
hohten sCD40L-Konzentrationen im Serum der AAV-Patienten in allen Krankheits-und

Therapiestadien filhren zu der Uberlegung, die sSCD40L-Messung als Screening-Messung
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bei B-Zell-getriggerten-Vaskulitiden vor Eintreten von klinischer Manifestation einzuset-
zen. Aullerdem sollte die Mdglichkeit, sSCD40L als therapeutisches Target in AAV zu nut-

zen, in Betracht gezogen werden.

Tabelle 31: Ubersicht der Unterschiede in den Serumzytokinkonzentrationen. Darstellung der Unterschiede
der Serumzytokinkonzentrationen der AAV-Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrollen und innerhalb
der AAV-Kohorte. ,,1* signifikant erhdht, ,,(1)* tendenziell erhoht, ,,| “ signifikant erniedrigt, ,,(|)* tendenziell
erniedrigt; ,,=* kein Unterschied.

IL-10 IL-33 TNF-a sCD40L
Frihstadium vs. GK 1 1 = 1
Refraktarstadium vs. GK ) (1) = 1
Rezidive ) ! = =
Aktivitatszunahme (CRP>8) 1 ) = =
Aggressive Therapie ) ! = =
Gutes Therapieansprechen @) 1 = =
Nierenbeteiligung ) ! = =
Pulmonale Beteiligung = = (1)
PR3-ANCA vs. GK = = = 1
MPO-ANCA vs. GK = 1 = (1)
PR3-ANCA vs. MPO-ANCA = ) = =
MPO-ANCA

Durch das hohe Detektionslimit bei der Messung von IL17A/F im Serum unserer AAV-
Kohorte und der dadurch bedingten eingeschrankt bewertbaren Messwerte konnen wir keine
Aussage Uber die Relevanz von IL-17A/F bei AAV machen.

Die Urinmarker Uromodulin, Osteoactivin und TFF-3 zeigten keine klare Assoziation mit
der Entwicklung einer Glomerulnephritis im Rahmen der AAV. Eine Assoziation mit einem
glomeruléren oder tubuldren Schaden kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Und auch
eine Reaktion dieser auf die chronische Entziindung im Zuge der AAV ist moglich. AuBer-
dem konnten sich die Marker, insbesondere TFF-3 als relevant zur Detektion von Begleiter-
krankungen des tubuldren Systems und der harnableitenden Wege bei Patienten mit AAV

herausstellen.
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