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1 Einleitung

Die erste Beschreibung von IgG Antikdrpern gegen zytoplasmatische Bestandteile
neutrophiler Granulozyten (ANCA) bei Patienten mit M. Wegener und systemischer
Vaskulitis stammt von Davies et. al. aus dem Jahre 1982 [19]. 1985 erkannten Van
der Woude et. al. die hohe diagnostische Spezifitdt von ANCA fiur den M. Wegener
und die Korrelation der Antikorpertiter mit dem Krankheitsverlauf [97].

Auf dem ersten internationalen ANCA Workshop 1988 wurde ein Standardverfahren
zur Detektion von ANCA mit dem indirekten Immunfluoreszenztest festgelegt, bei
dem Ethanol fixierte Granulozyten verwendet werden [65, 95]. Dieses Verfahren wur-
de von der EEC/BCR-Gruppe der ANCA-Teststandardisierung bestéatigt [35]. Definiert
sind ANCA als Antikérper gegen neutrophile zytoplasmatische Antigene [65].

Mit dem indirekten Immunfluoreszenztest (IFL) lassen sich zwei Arten von ANCA
nachweisen, die klassischen zytoplasmatischen ANCA (cCANCA) und die ANCA, die

ein perinukleares Muster im Immunfluoreszenztest aufweisen (pANCA).

Klassische zytoplasmatische ANCA (cANCA)

Die klassischen ANCA (cANCA) produzieren an Ethanol fixierten Granulozyten eine
zytoplasmatische granulare Farbung mit zentraler oder interlobularer Akzentuierung
der Fluoreszenz [96, 65].

cANCA sind sensitive Marker fir den M. Wegener [97], eine granulomatose Vaskuli-
tis, bei der sie in ca. 90% der Falle vorkommen. Sie sind gegen Proteinase 3 gerich-
tet.

Bei der Proteinase 3 (PR3) handelt es sich um eine 29 kD Serin-Protease, die in den
azurophilen Granula der Neutrophilen Granulozyten und in den peroxidase-positiven
Lysosomen der Monozyten vorkommt [31, 53, 48, 9]. Die PR3 wird bei entztindlichen
Vorgangen zusammen mit anderen Granulabestandteilen und Sauerstoffradikalen
freigesetzt und zerstort Kollagen, Proteoglykane und andere Bindegewebe [94]. Zu-
satzlich verfugt die PR3 Uber eine nicht-proteolytische antimikrobielle Wirkung gegen

Bakterien und Pilze [27]. Physiologischerweise wird die PR3 durch 0 1-Antitrypsin in-
hibiert [41]. Zirkulierende PR3 findet man in Seren von Patienten mit M. Wegener und
Polyarteriitis nodosa, in niedrigeren Konzentrationen auch bei Gesunden [39].
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PANCA (klassische pANCA)

Die zweite Form der im IFL nachweisbaren ANCA zeigen an Alkohol fixierten Neutro-
philen Granulozyten ein perinukleares Fluoreszenzmuster () ANCA). Sie treten bei
Patienten mit rapid progressiver Glomerulonephritis und mikroskopischer Polyangiitis
auf [24]. Aber auch bei vielen nicht vaskulitischen Erkrankungen lassen sich pANCA
im IFL nachweisen, beispielsweise bei chronisch entztindlichen Darmerkrankungen
(Colitis ulcerosa und M. Crohn), PSC, AIH, rheumatoider Arthritis, Malignomen und
Infektionen [25].

Die im Zusammenhang mit vaskulitischen Erkrankungen auftretenden pANCA richten
sich vor allem gegen Myeloperoxidase (MPO). Dabei handelt es sich bei dem perinu-
klearen Muster der ANCA um ein “Artefakt” das durch die Fixierung der Granulozyten
mit Alkohol entsteht [93].

Die MPO ist wie die PR3 in den azurophilen Granula der Neutrophilen Granulozyten
und den Lysosomen der Monozyten lokalisiert. Sie liegt als kovalent gebundenes Di-
mer mit einem Molekulargewicht von 140 kD vor [93].

Die MPO katalysiert die H,O,-vermittelte Peroxidation des Chloridions zu Hypochlor-
saure die effektiv phagozytierte Bakterien und Viren abtétet [38]. Zuséatzlich inaktiviert
die MPO Proteinaseinhibitoren wie al-Antitrypsin und spielt so im Rahmen von ent-
zundlichen Geschehen eine Rolle [92]. Inaktiviert wird die MPO durch Coeruloplas-
min [73].

Die MPO ist stark kationisch. Werden Granulozyten mit Ethanol fixiert, kommt es zur
Zerstorung der Granula und die MPO bewegt sich zum negativ geladenen Zellkern
[93]. Durch diesen Vorgang entsteht das perinukledre Muster der ANCA.

Andere Antikdrper bei systemischen Vaskulitiden, die im IFL mit alkoholfixierten Gra-
nulozyten ein perinukledres Muster hervorrufen sind Elastase und Cathepsin G [30,
31, 24].
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PANCA bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, PSC, autoimmuner
Hepatitis (atypische pANCA)

PANCA, die im Rahmen nicht-vaskulitischer Erkrankungen auftreten, sind nicht ge-
gen PR3 oder MPO gerichtet [25, 3, 75]. Die Identitat der Antigene, gegen die sich
PANCA bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, PSC oder AlH richten, ist
bis heute nicht geklart. Antikdrper gegen Cathepsin G wurden bei pANCA positiven
Patienten mit PSC oder Colitis ulcerosa in 0-64 % der Falle gefunden [49, 22, 20),
Lactoferrin-Antikorper bei 22-50 % [58, 52, 22].

Andere Studien zeigten Antikdrper gegen Katalase und a-Enolase bei Patienten mit
chronisch entztndlichen Darmerkrankungen, PSC, AlH und PBC [68, 56, 1, 67].
Diese Antigene konnten von anderen Autoren jedoch nur bei einem kleinen Teil der
PANCA positiven Patienten nachgewiesen werden (Elastase-, Cathepsin G-, Lactof-
ferin-AK) [101, 36] oder sind auch in den meisten anderen eukaryonten Zellen vor-

handen (Katalase, a-Enolase) [84].

Anti-Neutrophil-nuclear-Antikorper (ANNA):

Sobajima et. al. beschrieben bei pANCA positiven Patienten mit Colitis ulcerosa “high
mobility group non-histon chromosomal” Proteine (HMG1 und HMG2), die pAN-
CA-Antigene darstellen [78]. Diese Proteine sind zwar antinukleare Proteine [18],
kommen aber auch in groReren Mengen im Zytoplasma vor [21, 8].

Auch Histon H1 wurde als Antigen fir pANCA bei Colitis ulcerosa bezeichnet [32].
Jedoch sind weder die HMG1/2 Proteine noch das Histon H1 spezifisch fur neutrophile
Granulozyten, so dass die Hypothese formuliert wurde, bestimmte Epitope dieser Pro-
teine seien nur in neutrophilen Granulozyten zuganglich fir Antikdrper [15, 16].

Die 1986 von Chapman et. al. beschriebenen Antikérper gegen proliferierende Gal-
lengénge [10] wurden spater als Antikorper gegen Neutrophile Granulozyten identifi-
ziert [77, 75], und das Antigen wurde von Snook et. al. 1989 in den Kernen von ge-
websstandigen Neutrophilen Granulozyten der Periportalfelder lokalisiert [77].

Auch Billing und Terjung zeigten, dass ANCA bei chronisch entziindlichen Darmer-
krankungen und hepatobilidren Erkrankungen nicht mit zytoplasmatischen Strukturen
reagieren [5, 83].

2000 charakterisierten Terjung et. al. das Fluoreszenzmuster atypischer pANCA als
breiten inhomogenen Saum in der Kernperipherie mit multiplen intranuklearen fluo-
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reszierenden Foci. [ 84]. Dabei korrespondieren diese intranukle&ren Foci mit Invagi-
nationen der Kernhtille [ 83, 26].

Es wurde ein 50 kD Kernhullenprotein myeloider Zellen identifiziert, das von 92 % der
PANCA bei chronisch entzuindlichen Darmerkrankungen, PSC und AIH erkannt wur-
de. cANCA und klassische pANCA gegen MPO reagierten nicht mit diesem Protein
[84].

Daraus leiteten Terjung et. al. die Forderung ab, atypische pANCA kiinftig als
Anti-Neutrophil-nuclear-Antikdrper (ANNA) zu bezeichnen [84].

Bactericidal/permeability-increasing Protein (BPI):

1991 beschrieben Falk et. al. Patienten mit Vaskulitis, deren Seren ein antimikrobiel-
les 57 kD Protein im Western Blot erkennen [23].

Zaho et. al. identifizierten bei 45 % der anti-PR3 und anti-MPO negativen Vaskulitis-
patienten ein 55 kD Protein als Antigen [101]. Dieses Protein ist bekannt als Bacteri-
cidal/permeability-increasing Protein (BPI), und es konnte gezeigt werden, dass es
mit dem von Falk et. al. beschriebenen Antigen fur pANCA identisch ist [101].

BPI ist ein Bestandteil der azurophilen Granula der neutrophilen Granulozyten. Es ist
ein membranassoziiertes zytotoxisches Protein, das nur in myeloiden Zellen vor-
kommt. Seine starke Toxizitat richtet sich ausschlie3lich gegen Gram-negative Bakte-
rien und ist in der Affinitdt des BPI zu den Lipopolysacchariden der &uf3eren Hille
Gram-negativer Bakterien begriindet [91]. Da diese Lipopolysaccharide einen wichti-
gen Teil der freien Endotoxine der Bakterien darstellen, wird BPI auch als Endotoxin
neutralisierendes Protein bezeichnet [55].

Durch Blockierung der Lipopolysaccharid-neutralisierenden Wirkung kénnten BPI-An-
tikbrper die Ursache fur vaskulare Schaden durch nicht neutralisierte Lipopolysacha-
ride darstellen und auf diesem Weg eine Vaskulitis auslosen [101].

Eine andere Rolle schrieben Stoffel et. al. dem BPI zu. Sie gingen wie Monk et. al.
[50] von der Annahme aus, dass Mikroorganismen bei der Immunpathogenese der
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und assoziierten Erkrankungen einen
entscheidenden Anteil haben [80]. Im ELISA und Western Blot mit rekombinantem
BPI (rBPI) als Antigen identifizierten sie rBPI als Hauptantigen der ANCA bei PSC
(44 % der pANCA sind BPI-ANCA) und uberwiegendes Antigen bei chronisch ent-
zuindlichen Darmerkrankungen (Colitis ulclcerosa: 38 % der pANCA, M. Crohn: 25 %
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der pANCA sind BPI-ANCA). Im Gegensatz dazu fanden sich BPI-ANCA nur bei 7 %
der ANCA assoziierten Vaskulitiden und 6 % der cANCA positiven Seren [80].

Die 3lingenwena Is-Universitats L e b ererkrdmkki higeangdiep
BPI-ANCA auch bei Vaskulitispatienten, die Anti-PR3- und anti-MPO-negativ waren,
bei 45 % der Falle sahen [101], und eine starke Assoziation von BPI-ANCA mit cAN-
CA positiven Patienten beschrieben [23].

Diese Unterschiede sahen Stoffel et. al. durch méglicherweise unterschiedliche Rein-
heit der verwendeten BPI-Antigene bedingt, da die anderen Studien mit nativem BPI
durchgefuhrt wurden.

BPI wird durch Elastase gespalten. [33]. Da durch Ethanolfixierung Neutrophiler Gra-
nulozyten deren Granulamembranen zerstort werden [24], kdnnten die freiwerdenden
Serinproteasen die Antigenitat des BPI zerstoren. Dies wird als Ursache in Betracht
gezogen, fur die Beobachtung, dass BPI-ANCA kein definiertes Muster im IFL her-
vorrufen [80].

Die von Stoffel et. al. formulierte Hypothese geht davon aus, dass BPI-ANCA die En-
dotoxin-neutralisierende Wirkung des BPI vermindern und dadurch zu einem Uberan-
gebot bakterieller Antigene fihren. Dadurch wirde die Annahme einer Infektion im
Rahmen der Immunpathogenese von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
und PSC gestutzt.

Kolonbakterien als Ausloser der ANCA:

Auch Cohavy et.al. gingen von einem grol3en Einflu3 von Umweltfaktoren auf die ent-
zundlichen Prozesse im Rahmen der Colitis ulcerosa aus [14]. Sie stutzten diese An-
nahme auf die Variation der Penetranz dieser Erkrankung und demographische und
epidemiologische Besonderheiten [70, 85].

Diese Gruppe hatte schon friher Histon H1 als Autoantigen der pANCA bei Colitis ul-
cerosa beschrieben [32] und identifizierte im Immunoblot zwei Bakterien-Spezies, die
Proteine besitzen, die mit pANCA kreuzreagieren: E. coli und Bacterioides caccae.
Das E. coli-Protein wurde als AuRRenmembranprotein OmpC identifiziert. Erhdhte 1gG
anti-OmpC-Level wurden bei Colitis ulcerosa Patienten gefunden [14]. Daraus leiteten
Cohavy et. al. ab, dass Kolonbakterien das Ziel der erkankungsassoziierten Immun-

antwort seien.
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ANCA als genetischer Marker:

Verschiedene Studien beschrieben eine familiare Haufung der PSC [62], chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen [51, 56] und des Auftretens von pANCA [76].

Die Untersuchung europdischer, kalifornischer und kanadischer Populationen ergab,
dass 16-25 % der Familienangehdrigen von Colitis ulcerosa Patienten ebenfalls pAN-
CA hatten [74, 76]. Dagegen wurden in einer franzdsischen Population bei keinem
einzigen Angehdrigen von Colitis-Patienten pANCA nachgewiesen [66]. Technische
Ursachen wurden dabei durch Serenaustausch ausgeschlossen [74].

Eine Studie mit homozygoten und heterozygoten Zwillingen ergab eine erhdhte Kon-
kordanzrate fur Colitis ulcerosa bei Homozygoten [88].

Es bestehen auch Assoziationen zwischen dem Auftreten von HLA-Antigenen und
Colitis ulcerosa (HLA-DR2) [87], PSC (HLA-B8 und —-DR w52a) [11, 60],

M. Crohn (HLA Drl und —DQwS5) [87] und pANCA (HLA-DR?2) [98].

Diese Faktoren lassen nach Seibold et. al. die Induktion von pANCA durch die Umge-
bung als unwahrscheinlich erscheinen [74].
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Zielsetzung der Arbeit

Bei dieser Fulle verschiedener Hypothesen uber Ausléser und pathogenetische Rolle
der pANCA bei hepatobiliaren und chronisch entziindlichen Darmerkrankungen gibt
es auch widerspruchliche Angaben Uber die Pravalenz von pANCA bei diesen Er-
krankungen und die Abhangigkeit dieser Angaben von den verschiedenen Nachweis-
methoden fur ANCA.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, verschiedene Methoden zur Detektion von ANCA
miteinander zu vergleichen und ihren Einflul3 auf das Untersuchungsergebnis zu er-
fassen.

Im ersten Teil der Arbeit wurde untersucht, ob bei der Durchflihrung des indirekten
Immunfluoreszenztestes zum Nachweis von ANCA die Auswahl des Granulozyten-
spenders und die Fixierungsmethode der Granulozyten einen Einfluld auf das Unter-
suchungsergebnis des Testes haben.

Im nachsten Schritt wurde durch Untersuchung von Patientenkollektiven mit einer de-
finierten Methode im indirekten Immunfluoreszenztest die Pravalenz von ANCA bei
verschiedenen Erkrankungen analysiert und tberprift, ob zwischen dem Auftreten
von ANCA und anderen serologischen Markern eine Assoziation besteht.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die Patientenseren mit einem Neutrophil-fixed-ELI-
SA untersucht, um zu sehen, ob dieses Verfahren zum Nachweis von ANCA im Rah-
men der Diagnostik sinnvoll ist.

Anschliel3end wurde versucht, mit Hilfe des dem Western Blots spezifische Determi-
nanten, mit denen ANCA reagieren, zu identifizieren.







2 Patienten und Methodik

2.1 Patienten und Kontrollen

Zum Nachweis von Anti-Neutrophil-Cytoplasmic-Antikdrpern (ANCA) wurden insge-

samt 515 Patientenseren untersucht (Tabelle 1).

Altersverteilung n min Alter max Alter mittleres Alter
Gesamtkollektiv 515 0 94 46
weiblich 340 0 94 47
mannlich 175 1 79 45
PSC 39 19 75 40
weiblich 21 19 75 42
mannlich 18 19 64 37
C. ulcerosa 50 6 63 36
weiblich 24 6 57 31
mannlich 26 12 63 40
M. Crohn 39 12 62 35
weiblich 23 12 62 36
mannlich 16 13 51 35
Autoimmune Hepatitis 116 12 81 48
weiblich 88 12 81 49
mannlich 28 14 70 44
PBC 117 14 94 57
weiblich 94 14 94 56
mannlich 23 31 78 59
toxische LZ 49 29 71 53
weiblich 25 29 70 54
mannlich 24 35 71 51
kryptogene LZ 20 28 82 60
weiblich 13 38 82 64
mannlich 7 28 72 52
Hepatitis C 36 27 67 44
weiblich 13 31 64 46
mannlich 23 27 67 43
Antiphos. Syndrom 67 0 73 33
weiblich 51 0 72 34
mannlich 16 6 73 31
M. Wegener 7 27 79 54
weiblich 5 27 66 48
mannlich 2 61 79 70
Vaskulitis 18 1 79 52
weiblich 10 22 72 51

Tab. 1: Diagnose undAltersverteilung der auf ANCA untersuchten Patienten, n = Patientenanzahl
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2.1 Patienten und Kontrollen

Bei den Patienten lagen verschiedene Erkrankungen vor.

Primér sclerosie-
rende Cholangitis
(n=39)

Colitis ulcerosa
(n=50)

M. Crohn:
(n=39)

Autoimmune
Hepatitis
(n=116)

Primar biliare
Zirrhose
(n=117)

gesichert durch den Nachweis typischer Gallengangsunregelma-
Bigkeiten in der ERCP.

gesichert durch Rektumbiopsien, die Kryptenabszesse, Schleim-
hautathrophien und Epitheldysplasien zeigten.

nachgewiesen durch Biopsien aus befallenen Darmabschnitten
mit dem Nachweis von Epitheloidzellgranulomen, Lymphknoten-

hyperplasien und Ulcera mit transmuraler Entztindungsreaktion.

bestatigt durch den Nachweis spezifischer Autoantikorper, eine Er-
héhung des Serum IgG sowie den histologischen Nachweis einer
portalen Hepatitis. Bei der Autoimmunen Hepatitis wurden in Ab-
hangigkeit der auftretenden Autoantikorper vier Subtypen unter-
schieden (nach Klein und Berg [42]).

Typ la: Antinukledre AK (ANA), mit oder ohne Anti-Aktin AK (68
Patienten)

Typ 1b: Anti-Aktin AK, ohne ANA (30 Patienten)

Typ 2: Anti-Leber-Nieren-Mikrosomen AK (Anti-LKM) (4 Patienten)
Typ 3: Anti-Leber-Pankreas AK (Anti-LP) (14 Patienten)

gesichert durch den Nachweis spezifischer antimitochondrialer
Autoantikérper (AMA) und von Gallengangsdestruktionen und
Granulomen in der Leberhistologie.

Von den 117 Patienten mit PBC waren bei 102 AMA in der im-
munfluoreszenzmikroskopischen Untersuchung nachweisbar, 15
zeigten keine AMA. Das Vorkommen spezifischer Anti-M2 und
Anti-M4 AK im ELISA bei den beiden Patientengruppen zeigen
die Tabellen 2 und 3.
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2.1 Patienten und Kontrollen

AMA pos (102)

Anti-M4 pos (76)

Anti-M4 neg (26)

Anti-M2 pos (97)

75

22

Anti-M2 neg (5)

1

4

Tab. 2: Patienten mit PBC, die im IFL antimitochondriale AK (AMA) zeigten.
Vorkommen von spezifischen Anti-M2 und Anti-M4 AK.

Patientenanzahl in ()

AMA neg (15)

Anti-M4 pos (8)

Anti-M4 neg (7)

Anti-M2 pos (12)

8

4

Anti-M2 neg (3)

0

3

Tab. 3: Patienten mit PBC, die im IFL keine antimitochondrialen AK (AMA) zeigten.
Vorkommen von spezifischen Anti-M2 und Anti-M4 AK.
Patientenanzahl in ()

Insgesamt gab es nur drei Patienten, bei denen sowohl im Im-
munfluoreszenztest keine AMA , als auch im ELISA keine
Anti-M2 oder Anti-M4 AK nachweisbar waren.

Betrachtet man diese Patienten genauer, so zeigen sich folgende
Ergebnisse, die zur Diagnose der PBC gefuhrt haben:

Bei einem Patienten liel3 sich im Western Blot eine M2-spezifi-
sche Bande bei 51 kD nachweisen.

Ein Patient zeigte in der Leberhistologie ein fir die PBC typi-
sches Bild einer chronischen, nicht eitrigen destruierenden Cho-
langitis, mit teilweise ausgepréagter Cholestase. Im Immunfluores-
zenztest an Hep2 Zellkulturen waren, neben Antinuklearen AK
(ANA), Anti-Centromer-AK stark positiv, wie dies haufig bei einer
AMA negativen, ANA positiven PBC der Fall ist.

Bei einem weiteren Patienten lag eine Uberlappung mit einer Au-
toimmunen Hepatitis (AIH) Typ 1a vor. Die Diagnose der PBC
stlitzte sich auf stark erhdhte Cholestaseparameter, wie sie bei
einer AIH unublich sind, sowie auf den Nachweis von Anti-Cen-
tromer-AK, zusatzlich zu den auch im Rahmen der AlH auftre-
tenden ANA.

Die Zuordnung der Patienten mit PBC zu Frih- oder Spatformen
der Erkrankung erfolgte anhand der Bilirubinwerte. Eine Frih-

form wurde bei einem Gesamtbilirubin kleiner oder gleich
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2.1 Patienten und Kontrollen

Toxische
Leberzirrhose
(n=49)

Kryptogene
Leberzirrhose
(n=20)

Hepatitis C
(n=36)

Antiphospholipid
Syndrom
(n=67)

M. Wegener
(n=7)

1,1 mg/dl angenommen. Bei einem Gesamtbilirubin gré3er

1,1 mg/dl lag eine Spéatform vor.

Die Beurteilung der immunologischen Aktivitat der PBC erfolgte
anhand des Nachweises von Anti-M4 AK, die typischerweise bei
aktiven, rasch progredienten Formen der PBC auftreten.

Nachweis durch die typische Anamnese mit gesichertem Alko-
holabusus oder die Einnahme anderer hepatotoxischer
Substanzen, sowie spezifische Veranderungen in der Leberhisto-
logie mit Fettleberzirrhose, Mallory-bodies und entztindlich infil-
trierten Portalfeldern. Auch das Vorkommen von Histon H2B AK

wurde als typisch fur die toxische Leberzirrhose gewertet.

Ausschlussdiagnose bei Fehlen aller bekannten Ursachen einer
Leberzirrhose. Inshesondere kein Nachweis von Autoantikorpern
sowie eine negative Virusserologie. Kein Anhalt fir toxische Ein-

flisse.

Anti-HCV AK positiv und Nachweis von HCV-RNA in der PCR.

Nachgewiesen durch Antiphospholipid-AK im ELISA und das
Vorhandensein typischer Symptome, wie thromboembolische
Prozesse, habituelle Aborte, Thrombozytopenien, Vaskulopa-

thien.

Gesichert durch Histologiegewinnung mit Nachweis einer granu-
lomatdsen Vaskulitis und den Nachweis von cANCA im Immun-
fluoreszenztest. In dieser Studie waren cANCA bei allen sieben

Patienten mit M. Wegener nachweisbar.
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Vaskulitis Die Diagnosen wurden gestellt durch typische histologische Ver-

(n=18) anderungen in den betroffenen Organen und das Vorhandensein
klinischer Symptome, wie Arthralgien, unklares Fieber, Schlag-
anfalle bei Hirngefal3beteiligung sowie eine ausgepragte
Entziindungskonstellation. Genaue Zuordnungen zu definierten
Vaskulitiden konnten im Einzelnen nicht vorgenommen werden.
Bei zehn der Patienten waren pANCA nachweisbar, ein Patient
hatte CANCA.

475 Patienten waren von einer Erkrankung betroffen, bei 40 Patienten lagen Uberlap-
pungssyndrome zwischen zwei oder drei Erkrankungen vor (Tabellen 3-13).

Die Diagnosen der einzelnen Patienten waren, soweit méglich, klinisch und histolo-
gisch gesichert.

Seren und klinische Daten der Patienten wurden uns freundlicherweise von zahlrei-
chen Kollegen aus verschiedenen Kliniken in Deutschland zur Verfigung gestellt.

Seren von gesunden Blutspendern (n=9) dienten als Negativkontrollen.

Die zum Nachweis von ANCA benotigten Granulozyten wurden von elf gesunden
Blutspendern (S1-S11) gewonnen.

Die Seren und Granulozytenpraparate wurden bis zur Verwendung bei —20 °C gela-
gert.
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PSC n n gesamt AlH Typen n
allein 24 24 AlH la 68
+ CU 4 AlH 1b 30
+ M.Crohn 2 AlH 2 4
+ AlH 7 AlH 3 14
+AlH+ CU 1 gesamt 116
+ AlH + krtypt. LZ 1 15
39
) ) AlH n n gesamt
Tab. 4: Darstellung der Patienten mit PSC und
Uberlappungssyndromen, n = Patientenanzahl allein 93 93
+ APS 1
+ CU 3
Cu n n gesamt + Hep. C 2
allein 39 39 + krypt. LZ 1
+ PBC 2 + PBC 6
+ AP Syndrom 1 +PBC + Hep C 1
+ PSC 4 + PSC 7
+AlH 3 +PSC+CU 1
+ AlH + PSC 1 11 + PSC + krypt. LZ 1 23
50 116

Tab. 5: Darstellung der Patienten mit CU und

Uberlappungssyndromen,

n = Patientenanzahl

Tab. 7: Vorkommen der verschiedenen Typen der AlH,
Darstellung der Patienten mit AIH und
Uberlappungssyndromen,

n = Patientenanzahl

Tab. 6: Darstellung der Patienten mit M. Crohn und

Uberlappungssyndromen,

n = Patientenanzahl

M Crohn n n gesamt M. Wegener n n gesamt

allein 37 37 allein 7 7

+ PSC 2 2 7
39

Tab. 8: Darstellung der Patienten mit M. Wegener und

Uberlappungssyndromen,
n = Patientenanzahl
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PBC n n gesamt

allein 102 102

+ AlH 6

+ AlH + Hep. C 1

+ AP Syndrom 1

+ C. ulcerosa 2

+ Hep. C 1

+ krypt. LZ 4 15
117

Tab. 9: Darstellung der Patienten mit PBC und
Uberlappungssyndromen,

n = Patientenanzahl

AP Syndrom n n gesamt

allein 62 62

+ AlH 1

+ C. ulcerosa 1

+ krypt. LZ 1

+ PBC 1

+ Vaskulitis 1 5
67

Tab. 12: Darstellung der Patienten mit APS und
Uberlappungssyndromen,
n = Patientenanzahl

kryptogene LZ n n gesamt Hepatitis C n n gesamt
allein 13 13 allein 32 32
+ AlH 1 + AlH 2
+ APS 1 + PBC
+ PBC 4 + PBC + AlH 1 4
+ PSC + AlH 1 7

20 36

Tab. 10: Darstellung der Patienten mit kryptogener LZ

und Uberlappungssyndromen,
n = Patientenanzahl

Tab. 13: Darstellung der Patienten mit Hepatitis C und
Uberlappungssyndromen,
n = Patientenanzahl

toxische LZ n n gesamt Vaskulitis n n gesamt
allein 49 49 allein 17 17
+ AP Syndrom 1 1

49 18

Tab. 11: Darstellung der Patienten mit toxischer LZ,

n = Patientenanzahl

Tab. 14: Darstellung der Patienten mit Vaskulitis und
Uberlappungssyndromen,
n = Patientenanzahl
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2.2 Material und Methoden

2.2.1 Granulozytenpraparation

Material und Reagenzien:
Gerate:
Zentrifuge Rotixa A (Hettich); Shaker (Bachofer); Sonifier B12 (Branson Sonic Power).

Proteinase-Inhibitor:
4-(2-Aminoethyl)-Benzolsulfonylfluorid, Hydrochlorid Pefabloc SC PLUS (Boehringer
Mannheim).

Chemikalien und Reagenzien:
Hank’s BAL salt solution (Gibco); Heparin-Natrium (Braun); Aqua dest; Triton x-100

(Serva).

Medien:

Nim-Medium (Paesel).

Durchfihrung:

Granulozytenpréparation:

Das von gesunden Blutspendern frisch gewonnene Vollblut wurde mit 2500 IE Hepa-
rin pro 50 ml versetzt.

In 10 mI-R6hrchen wurden je 4 ml Nim-Medium mit 4 °C gegeben und mit 5 ml Blut
Uberschichtet. AnschlielRend wurde fir 30 min bei 2000 U/min zentrifugiert. Der plas-
ma- und lymphozytenhaltige Uberstand wurde verworfen, die granulozytenhaltige
Fraktion mit einer Pasteurpipette aufgenommen und in neue 10 ml-Réhrchen tber-
fahrt. Die R6hrchen wurden zum Waschen der Granulozyten mit Hank’s solution auf-
geflllt und 10 min bei 2000 U/min zentrifugiert.

Der Uberstand wurde abgegossen. Zum Lysieren der im Pellet verbliebenen Erythro-
zyten wurden in jedes Rohrchen 2 ml Aqua dest. gegeben, das Pellet darin resuspen-
diert und fur 3 min stehengelassen. Anschliel3end wurden die Granulozyten noch
zweimal wie oben mit Hank’s solution gewaschen.
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Fur die verschiedenen immun-chemischen Versuche wurden die Granulozyten in un-
terschiedlicher Weise weiterverwendet. Fur den Immunfluoreszenztest wurde die fri-
sche Granulozytensuspension eingesetzt.

Fur die Durchfihrung der ELISAs wurden die Granulozyten in Hank’s solution aufge-
nommen und aliquotiert bei —20 °C gelagert.

Die als Antigen fur den Western Blot verwendeten Granulozyten wurden mit 10ml
Hank’s solution aufgenommen und mit 50 pl Proteinase-Inhibitor auf 1ml Suspension
versetzt. Anschliel3end wurde zum Aufschlieen der Zellen auf Eis drei mal fur 15 Se-
kunden beschallt. Alternativ wurden die Granulozyten mit Triton aufgeschlossen oder
unbehandelt gelassen. Die Proben wurden aliquotiert bei —20 °C gelagert.

2.2.2Immunfluoreszenztest (IFL)

Material und Reagenzien:
Gerate:
Shaker (Buhler); Brutschrank (Heraeus); Pipetten 10 pl, 100 pl (Eppendorf); Fluores-

zenzmikroskop (Zeiss).

Zellkonzentrat:

Granulozytensuspension (s.Kapitel 2.1.1)

Antiseren:
Fluorescein- bzw. Rhodamin-konjugierte Anti-Human IgG- und IgM-Antikorper der

Ziege (beide: Dianova,Hamburg).

Chemikalien und Reagenzien:
Methanol, Kaliumdihydrogenphosphat, Natriumchlorid, di-Natriumhydrogenphosphat,
(alle: Merck)

Medien:
RPMI 1640 Medium dutch Modification without L-Glutamine (Gibco)
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Phosphatgepufferte Saline (PBS): 0,05 Mol KH,PO,
0,75 Mol NaCl
0,31 Mol NaHPO,
5000 ml H,O

Farbstofflosung: 350 u Rhodamin
350 Fluorescein
25 mi PBS-Puffer

Durchfihrung:

Herstellung Granulozyten-beschichteter Objekttrager:

Die Herstellung der Objekttrager erfolgte nach der im Immunpathologischen Labor
etablierten Methode. Die aus 50 ml Vollblut unter Verwendung von NIM-Medium
(Paesel) gewonnene Granulozytensuspension wurde mit 30 ml RPMI-Medium aufge-
nommen und gut vermischt. Mit einer Pasteurpipette wurden von der Suspension je
20 ul pro Feld auf die Objekttrager aufgebracht. Nach Inkubation fir zwei Stunden im
feuchten Brutschrank bei 37 °C erfolgte die Fixation mit Methanol mit —70 °C fir 5
min. Alternativ wurden die Granulozyten mit Methanol mit +4 °C, Ethanol mit =70 °C
und Formaldehyd mit Raumtemperatur fixiert.

Anschlie3end wurden die Objekttrager an der Luft getrocknet und bei —70 °C gelagert.

Immunfluoreszenzmikroskopie (IFL):

Die Objekttrager wurden pro Feld mit Serum in einer Verdiinnung von 1:10 (50 pl
PBS-Puffer und 5 pl Serum) beschichtet. Nach Inkubation fir 30 min wurden die Ob-
jekttrager drei mal in PBS-Puffer gewaschen.

Zur Farbung wurden auf jedes Feld ca. 100 pl Fluorescein- bzw. Rhodamin-konjugier-
te Antikdrper gegeben, 30 min inkubiert und drei mal mit PBS-Puffer gewaschen.
Nach Belegen der Objekttrager mit Deckglasern waren diese bereit zur Auswertung,

die von jeweils zwei unabhangigen Personen durchgefiihrt wurde.
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Die Bewertung der Fluoreszenz erfolgte nach folgendem Schema:
pPANCA: schwach positiv: ~ Titer 1:10- 1:20

positiv: Titer 1:30- 1:40
stark positiv: Titer >1:55
CANCA: schwach positiv: ~ Titer 1:20- 1:40
positiv: Titer 1:80- 1:130
stark positiv: Titer >1:280

Die im Rahmen der Routinediagnostik verwendeten Objekttrager zum Nachweis von
ANCA wurden auf die selbe Weise wie oben beschrieben hergestelit.

Die Ergebnisse tber den Nachweis anderer AK (antinukledre AK, AK gegen glatte
Muskulatur, AK gegen Aktin, Antimitochondriale AK, AK gegen Leber-Nieren-Mikro-
somen, Antiendotheliale AK, AK gegen Sinusoide, Antisarkolemmale AK, Ak gegen
Schilddruse, AK gegen Parietalzellen, AK gegen Fibrillen) wurden im Rahmen der
Routinediagnostik erzielt. Dafiir wurden Immunfluoreszenztests an Gefrierschnitten
von Rattenorganen durchgefihrt.

Der Nachweis der PBC-spezifischen Anti-M2 und Anti-M4 Antikorper erfolgte in der
Routinediagnostik mittels ELISA.

2.2.3ELISA

Material und Reagenzien:
Antigen:

Granulozytensuspension (s. Kapitel 2.2.1)

Peroxidase konjugierte Antikorper:
Anti-Human-IgG, Anti-Human-IgM, Anti-Human-1gG F(ab’)2 Fragment (alle: DAKO

Danemark).

Chemikalien und Reagenzien:
Kaliumdihydrogenphosphat, Natriumchlorid, di-Natriumhydrogenphosphat, Natrium-
carbonat, Natriumhydrogencarbonat, tri-Natriumhydrogencitrat, Citronenséure,
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Schwefelsaure 25 %, Hydrogen Peroxid 30 % (alle: Merck); Bovine Serum Albumin
Fraktion x (PAA Austria); o-Phenylendiamin; Triton x-100 (Serva).

Medien:

Phosphatgepufferte Saline (PBS):

Serumverdinnungspuffer:

Bicarbonatpuffer (0,2 M, pH 9,6):

Waschpuffer 1:

Waschpuffer 2:

Citratpuffer (0,1 M, pH5,0):

0,05
0,75
0,31
5000

0,3
0,1
1000

0,32
0,68
5000

0,5
5000

0,5
0,2
5000

41,18
12,6
2000

Mol
Mol
Mol
mi

%
%
ml

Mol
Mol
ml

%

ml

%
%
ml

(@]

ml

KH,PO,
NaCl
Na,HPO,
H,O

BSA
Triton
HO

2

Na,CO,
NaHCO,
H,O

BSA
PBS-Puffer

BSA
Triton
PBS-Puffer

Nacitrat x 1H,0
Citronensaure x H,O
H,O
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Substratlésung: 100 mi Citratpuffer
0,05 % 0-Phenylendiamin
0,1% H,0,

Abstopplosung: 25 % H,SO,

Durchfihrung:

Enzyme-linked-immunosorbent-assay (ELISA):

Die Bestimmung von Antikorpern gegen zytoplasmatische Bestandteile neutrophiler
Granulozyten erfolgte in Anlehnung an die von Duerr et. al. beschriebene Methode
[20].

Zunachst wurde das Antigen mit Bicarbonatpuffer auf eine Konzentration von

10 pg/ml verdiinnt. Microtiterplatten wurden pro well mit 100 pg der Antigenverdin-
nung beschichtet und tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Seren wurden mit Serumver-
dunnungspuffer im Verhaltnis 1:1000 verdinnt.

Die antigenbeschichteten Platten wurden drei mal mit Waschpuffer 1 gewaschen und
anschlieend 15 min in diesem stehengelassen, um freie Bindungsstellen der Platten
mit BSA zu blockieren.

Pro well wurden 100 pl Serumverdinnung pipettiert. Nach Inkubation flir 90 min wur-
den die Platten drei mal mit Waschpuffer 2 gewaschen.

Nach Verdinnung der Peroxidase konjugierten Antikorper mit Waschpuffer 2 (1gG
und IgA 1:3000, IgM 1:2000) wurden die Platten mit 100 ul pro well beschichtet und
60 min inkubiert. Nach drei maligem Waschen der Platten mit Waschpuffer 2 wurden
je 150 ul Substratldsung zugegeben um die Peroxidasereaktion zu starten und nach
10 bis 30 min mit H,SO, abgestoppt. Die Extinktionsmessung mit dem ELISA-Reader
erfolgte bei 495 nm gegen den Leerwert.

Fur alle Seren wurden Doppelbestimmungen durchgefuhrt, deren Mittelwert fur die
weitere Auswertung verwendet wurde. Pro Platte wurden elf Kontrollseren mitgefihrt,
aus deren Messwerten Eichkurven zur Standardisierung der auf verschiedenen Plat-

ten gemessenen Ergebnisse erstellt wurden.
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2.2.4Western Blot

Material und Reagenzien:
Antigen:
Granulozytensuspension (s. Kapitel 2.2.1).

Peroxidase konjugierte Antikorper:
Anti-Human 1gG, Anti-Human-IgM (beide: Dako Danemark).

Molekulargewichtsmarker:
SDS-PAGE standards Low Range (Bio RAD).

Chemikalien und Reagenzien:

Acrylamidstammldsung rotiphorese Gel 40, Glycin, Glyzerin 87 % (alle: Roth); Sodi-

um dodecyl sulfate (SDS) (Fluka); Trizma Base (Tris), 3-Amino-9-Ethylcarbazol (bei-

de: Sigma); Salzsaure 32 %, Bromphenolblau,Kaliumdihydrogenphosphat, Natrium-

chlorid, di-Natriumhydrogenphosphat, Tween 20, Essigsaure 100 %, Natrium-Acetat,
Hydrogen Peroxid 30 %, Essigsaure 7 % (alle: Merck); Ammonium persulfate (APS),
N,N,N‘,N*-Tetramethylethylenediamine (Temed), Dimethylformamid (alle: Serva); Dit-
hiothreitol (DTT); Bovine Serum Albumin Fraction x (BSA) (PAA Austria).

Medien:
Trenngel 10 %: 5 ml Acrylamid-40
mi 1,5 M Tris-HCL, pH 8,9
10 ml H,O
100 IS  SDS 20 %
200 APS 10 %
15 pl Temed
Sammelgel 4 %: 1 mi Acrylamid-40

2,5 ml 0,5 M Tris-HCL, pH 6,9
6,5 ml H,O
50 pl SDS 20 %
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Standard-Probenpuffer 4x konz.:

Nativ-Probenpuffer 4x konz.:

Elektrophoresepuffer, pH 8,3:

ad

Transferpuffer, pH 8,3:

ad

Phosphatgepufferte Saline (PBS):

BSA-PBS-Puffer:

100
7,5

225

25
194
0,05
20
1000

0,05
0,75
0,31
5000

1000

pl
ul

mM
%
%
mM
%

mM
%
%
%

mM
mM
%
ml

mM
mM
%
%
ml

Mol
Mol
Mol
mi

mil
%
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APS 10 %
Temed

Tris-HCL, pH 6,9
SDS

Glyzerin

DTT
Bromphenolblau

0,5 M Tris-HCL pH 6,9
SDS 20 %

Glyzerin 87 %
Bromphenolblau 1 %

Tris
Glyzin
SDS
H,O

Tris
Glycin
SDS
Methanol
H,O

KH,PO,
NacCl
Na,HPO,
H,O

2

H,O

2

BSA




2 Patienten und Methodik

2.2 Material und Methoden

Waschpuffer: 1000 ml H,O
0,1 % Tween 20
0,1 % BSA

50 mM Acetat-Puffer, pH 5,0: 75 ml H,O
9,87 % 0,2 N Essigsaure
23,47 % 0,2 M Na-Acetat

Substratléosung: 421 % 3-Amino-9-Ethylcarbazol
5,3 % Dimethylformamid
95 mi Acetat-Puffer
0,052 % H,0, 30 %

Abstoppldsung: 7 % Essigsaure

Durchfihrung:
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese:

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde nach der von Lammli
[45] etablierten Methode durchgefuhrt. Die Elektrophoresegele wurden zwischen
zwei Glasplatten in einer abgedichteten GieRkammer hergestellt, indem zunachst
das 10 %ige Trenngel, anschliel3end das 4 %ige Sammelgel zwischen die Glasplat-
ten gegossen wurde. Die Gele wurden zum Polymerisieren tiber Nacht bei 4 °C auf-
bewahrt.

Die als Antigen eingesetzte Granulozytensuspension wurde auf die in Kapitel 2.2.1
beschriebene Weise hergestellt und entweder frisch oder nach Lagerung bei —20 °C
verwendet.

Fur die Elektrophorese wurden die Antigenproben mit 4 fach konzentriertem Proben-
puffer fir 4min im Wasserbad erhitzt. Alternativ wurde nativer Probenpuffer verwen-
det und auf das Erhitzen verzichtet. Die Antigenkonzentration betrug zwischen 0,8
und 30 pg/pl.

In den mit Elektrophoresepuffer (pH 8,3) gefullten Elektrophoresetank wurden die Gel-
platten eingesetzt und mit 17-20 ul des Antigengemisches pro Geltasche beladen. Fur
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die spatere Molekulargewichtsbestimmung wurden in eine Tasche 10 pul einer Mischung
aus MG-Marker und Standard-Probenpuffer im Verhaltnis 1:10 gegeben.

Die Elektrophorese erfolgte bei 190 V fir ca. 45 min und wurde beendet, wenn die
Frontbande 0,5 cm vor dem Gelende verlief.

Immunoblot:

Der Transfer der Antigene auf die Polyvinyliden-Difluorid (PVDF)-Membran erfolgte
nach der Methode von Towbin et al. [86] und Burnette [7]. Gel und PVDF-Membran
wurden in Transferpuffer luftblasenfrei zwischen Filterpapier und Schwamme ge-
schichtet und in einer Halterung befestigt. Der Transfer wurde in der Transferkammer
unter Eiskthlung bei 100 V lber eine Stunde durchgefihrt.

Proteinfarbung:
Zur Uberprifung der Transferqualitat wurde bei einigen Sheets eine Proteinfarbung
mit Poinceau S Solution durchgeftihrt. Die Sheets wurden fur ca. 10 min in die L6-

sung gelegt und anschlie3end mit aqua dest. abgespiilt.

Antikdrperinkubation und Detektion:

Nach Beendigung des Transfers wurde die PVDF-Membran bei Raumtemperatur
Uber Nacht in BSA-PBS-Puffer inkubiert, um unspezifische Proteinbindungsstellen zu
blockieren.

Die fur die Immunreaktion vorgesehenen Seren wurden im Verhaltnis 1:50 mit dem
3 %-BSA-PBS-Puffer verdiinnt und zu den PVDF-Sheets gegeben. Nach 45 min In-
kubation wurden die Sheets 7 mal gewaschen und anschlieRend fir 30 min mit den
1:200 mit Waschpuffer verdiinnten Anti-Human IgG und-IgM-Antikérpern versetzt.
Zum Abschluf3 wurde wieder 7 mal gewaschen.

Zur Detektion wurden die Sheets in der Substratlosung fir 15-20 min inkubiert bis
eine Farbung der Proteinbanden eintrat. 7 %ige Essigsaure diente zum Abstoppen

der L6sung.
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Festlegung der Molekulargewichte:

Bei der Durchfihrung des Western Blots wurde ein Molekulargewichtsmarker mitver-
wendet. Die so identifizierten Molekulargewichte und die zugehérigen Streckenentfer-
nungen standen in annahernd logarithmischem Zusammenhang und wurden in ein
entsprechendes Diagramm eingetragen (Abbildung 1). Aus diesem Diagramm konn-

ten die Ubrigen Molekulargewichte abgelesen werden.
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Abb. 1: Diagramm zur Feststellung der Molekulargewichte von im
Western Blot dargestellten Determinanten
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2.2.5Proteinbestimmung
Reagenz: BIOQUANT Protein (Merck)

Die Proteinbestimmungen erfolgten nach der Methode von Bradford [6].

Zu 200 pl Reagenzlésung wurden je 10 pl Probe gegeben. Nach zwei min wurde die
Extinktion bei 595 nm gegen einen Probenleerwert gemessen. Nach Erstellen einer

Kalibrationskurve mit BSA, in den Konzentrationen 0,1-1 mg/ml, konnten die Protein-
konzentrationen berechnet werden (Abbildung 2).
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Abb. 2: Kalibrationsdiagramm zur Berechnung von Proteinkonzentrationen nach der Bradford Methode
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2.3 Statistische Datenanalyse

Die statistische Datenanalyse wurde mit Unterstlitzung von Herrn Dr. med. Blumen-
stock vom Institut fur Medizinische Informationsverarbeitung unter Verwendung des
Programms JMP (3.1.5) durchgefihrt

In der Regel konnte bei den Daten nicht von einer Normalverteilung und Varianzho-
mogenitat ausgegangen werden, so dass fir die Auswertung nichtparametrische Ver-
fahren eingesetzt wurden.

Als Signifikanzniveau wurde « = 0,05 festgelegt.

Zum Vergleich mehrerer Stichproben wurde der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Bei
Annahme der globalen Alternativhypothese wurden im Sinne des Abschlul3testprin-
zips nachgeschoben Zwei-Stichproben-Vergleiche mit dem U-Test (Mann-Whit-
ney-Wilcoxon) durchgefiihrt

Die Beurteilung der Ubereinstimmungen zwischen verschiedenen Ergebnissen wurde

mit der Bestimmung von Cohen’s Kappa vorgenommen.




3 Ergebnisse

3.1 EinfluR3 der Granulozytenpréaparate auf das
Immunfluoreszenzergebnis

Es wurde untersucht, ob die Ergebnisse des Immunfluoreszenztests mit neutrophilen
Granulozyten zum Nachweis von ANCA von der Herkunft, das heil3t dem Spender
der Granulozyten, und der Methode ihrer Fixierung auf den Objekttragern beinfluf3t
werden.

Auch die Konsistenz der Ergebnisse bei zweifacher Durchfiihrung des Immunfluores-
zenztests mit Granulozyten vom gleichen Spender und identischer Fixierungsmetho-

de wurde untersucht.

3.1.1Einflufd der Granulozytenherkunft auf das Testergebnis:

Es wurden Granulozyten von elf gesunden Blutspendern gewonnen und zum Nach-
weis von ANCA im indirekten Immunfluoreszenztest verwendet. Die Fixierung der
Granulozyten erfolgte in allen Fallen mit Methanol bei —70 °C fur funf Minuten.
Untersucht wurden 30 Seren von Patienten mit unterschiedlichen Erkrankungen, die
zuvor im Rahmen der Routinediagnostik als ANCA positiv oder negativ eingestuft
worden waren.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle 15 dargestellt. Der urspring-
lich in der Routinediagnostik definierte ANCA Status der Patienten wurde durch die
Mehrheit der Ergebnisse bestatigt. Patienten mit PBC wurden unabhangig von den
auftretenden cANCA Mustern als ANCA negativ eingestuft, da dieses Muster nicht
durch ANCA, sondern wahrscheinlich durch antimitochondriale AK (AMA) hervorge-
rufen wird.

Die Granulozyten aller Spender reagierten mit pANCA von Patienten mit PSC, Vas-
kulitis und Autoimmuner Hepatitis. Auf3er von Spender zwei und neun reagierten alle
Spendergranulozyten mit wenigstens einem cANCA positiven M.Wegener-Serum .
Alle Spendergranulozyten bis auf Spender sieben reagierten mindesten einmal mit
einem PBC-Serum und produzierten ein cANCA Muster.
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Tabelle 16 zeigt, wie haufig die Abweichungen vom ANCA Status in Abhangigkeit von

den verwendeten Spendergranulozyten auftraten. Die Anzahl der Abweichungen

schwankte dabei je nach Spender zwischen drei und neun von 30 Untersuchungen.

Die besten und konstantesten Ergebnisse wurden mit Spender sechs und zehn er-

zielt (drei und funf Abweichungen von 30 Untersuchungen).

ANCA
Nr. Diagnose |S1 | S2 |S3 |S4 |S5 |S6 |S7 | S8 | S9 |S10|S11 | |neg. C p | Status
1AIH p p p | p p 6 5| neg.
2|AIH P | P | P | P P | P P | P | P | P | P 11/ p
3/AIH p p p 8 3| neg.
4/AIH P | P | P | P p P | P | P | P | P 11 p
5 |AIH p P | PP p | P 4 7 p
6|AIH 11 neg.
7|AIH p p 9 2| neg.
8 |AIH p 10 1| neg.
9 AIH p | P | P | P p | P pb | P | P | P | P 11/ p
10/AIH p 10 1| neg.
11|M Weg. c c c 8 3 neg.
12|M Weg. C c c C C C C C 3 8 c
13|M Weg. Cc c C [ c 6 5
14\M Weg. c C C C C 6 5
15/PBC c 10 1 neg.
16/PBC c c C C C C C C 3 8 neg.
17/PBC c 10 1 neg.
18/PBC p c 9 1 neg.
19/PBC c c c p C C 4 6 neg.
20/PSC P | P | P | P P | P P | P | P | P 11, p
21PSC P | p P p|lp|p|p 1 10 p
22|PSC P | P P | P P | P | P | P 3 8 p
23/PSC p | P p p | p | P 5 6 p
24|PSC P | P | P | P P | P P /P P | P 1 100 p
25|Vaskulitis 11 neg.
26 |Vaskulitis p 10 1| neg.
27 Vaskulitis p p 9 2| neg.
28|Vaskulitis p | p p | p p p | p p | p p 11, p
29|Vaskulitis p | p p p p 5 6| p
30|Vaskulitis p | p p p p | p p p 3 8 p

Tab. 15 Ergebnisse der ANCA-Bestimmung im indirekten Immunfluoreszenztest mit Granulozytenpréparationen

von 11 verschiedenen Blutspendern, S1-11 = Spender 1- Spender 11. ANCA Status definiert im Rahmen
der Routinediagnostik. neg., c., p.geben die Anzahl der verschiedenen Granulozytenspender wieder, die
ein Serum als ANCA negativ, cCANCA oder pANCA positiv eingeschatzt haben. Leere Felder entsprechen
einem ANCA negativen Befund
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S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 | S10 | S11

AlH n=10 0 1 0 1 0 2 2 3 1 3 2
M. Weg. n=4 2 3 2 2 2 0 2 2 3 0 0
PBC n=5 2 1 3 3 3 1 0 2 1 1 2
PSC n=5 2 2 0 0 2 0 2 0 0 0 2
Vaskulitis n=6 2 1 1 1 2 0 1 0 1 1 1
gesamt n=30 8 9 6 7 9 3 7 7 6 5 7

Tab. 16 Haufigkeit der Abweichungen vom definierten ANCA Status bei den verschiedenen Patientengruppen in
Abhangigkeit vom Granulozytenspender,
S1-S11 = Spender 1- Spender 11, n = Anzahl der untersuchten Patienten

3.1.2Einfluld der Fixierungsmethode auf das Testergebnis

Der Vergleich der unterschiedlichen Fixierungsmethoden wurde mit Granulozyten von
Spender sechs und Spender zehn durchgefuhrt, welche die konsistentesten Ergeb-
nisse in der vorhergehenden Untersuchung gezeigt hatten.

Zur Beurteilung der Qualitat der verschiedenen Fixierungsmethoden im Hinblick auf
Richtigkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurden die Daten als Kappa-Stati-
stik ausgewertet [1]. Dafur wurden die Ergebnisse, die im Immunfluoreszenztest mit
Granulozyten von Spender sechs und zehn festgestellt wurden, auf Ubereinstimmun-
gen Uberpruft.

Die Starke der Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen wird durch Cohen’s
kappa (k) ausgedrtickt. Die Beurteilung von k erfolgte nach der Einteilung von Sachs
[6] (Tabelle 17). Da sich Cohen’s kappa nicht berechnen laft, wenn in der Tabelle
eine ganze Spalte oder Zeile keine Werte enthalt, wurde zusétzlich der Ubereinstim-
mungskoeffizient angegeben. Dieser Quotient ist jedoch im Gegensatz zu Cohen’s
kappa nicht zufallsbereinigt [1].

Geht man davon aus, daR die Ubereinstimmung zwischen Spender sechs und zehn
sehr grol3 ist (Tabelle 23: k = 0,94), mussen Abweichungen in den Ergebnissen bei
Verwendung anderer Fixierungsmethoden auf die Methode zurtickgefiihrt werden. So
kann Cohen’s kappa als Mal3 zur Beurteilung der Fixierungsmethoden verwendet
werden.
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Cohen’s kappa (k)

Ubereinstimmung
<0.10 keine

0.11-0.40 | schwache

0.41-0.60 deutliche

0.61-0.80 | starke

0.81-1.00 beinahe vollstandige

Tab. 17 Beurteilung der Kappa-Statistik, Starke der
Ubereinstimmungen nach Sachs [6]

Die Ergebnisse der ANCA Bestimmung im indirekten Immunfluoreszenztest mit Gra-
nulozyten von Spender sechs und Spender zehn unter Anwendung vier verschiede-
ner Fixationsmethoden sind in Tabelle 18 dargestellt. Dabei erkennt man im linken
Teil der Tabelle die mit den verschiedenen Granulozytenpraparaten gewonnenen Er-
gebnisse fir die einzelnen Seren. Im rechten Tabellenteil wurden die Haufigkeiten
von cANCA und pANCA positiven und ANCA negativen Befunden summiert und mit
dem in der Routinediagnostik festgelegten ANCA Status verglichen.

Bei der Auswertung dieser Tabelle erkennt man, dass sich die ANCA bei PSC, Auto-
immuner Hepatitis und Vaskulitis in Bezug auf die verschiedenen Fixierungsmetho-
den ahnlich verhalten. Sie sind resistent gegentber Methanol und Ethanol, ergeben
jedoch bei Fixierung mit Formaldehyd ein zytoplasmatisches Fluoreszenzmuster. Die
CANCA bei M. Wegener und PBC verhalten sich dagegen unterschiedlich. Wahrend
die CANCA bei M. Wegener resist gegeniber den einzelnen Fixierungsmethoden
sind, treten sie bei der PBC nur bei einzelnen Methoden auf.

Vergleicht man das Verhalten der ANCA bei PBC und PSC, erkennt man, dass sich
die Antikdrper nicht nur hinsichtlich ihres Fluoreszenzmusters unterscheiden, son-

dern auch beziglich ihrer Resistenz gegenuber den einzelnen Fixierungsmethoden.

Die Tabelle 19 zeigt, wie haufig die Abweichungen vom ANCA Status in Abhangigkeit
von der verwendeten Fixierungsmethode auftraten.
In Tabelle 20 ist dargestellt, welche Arten der Abweichungen bei Verwendung der un-

terschiedlichen Fixierungsmethoden Uberwogen.
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S6 S6 S6 S6 | S10 | S10 | S10 | S10 ANCA
Nr. Diagnose | F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4 neqg| ¢ p | Status
1AIH p p p C p c 2 4 neg.
2 |AIH p p p p p p p 1 7 p
3]AIH c c 6 neg.
4 |AIH p p p C p p p c 2 6 p
5]AIH p p p p Cc 3 1 4 p
6 |AIH 8 neg.
7 |AIH p 7 1 neg.
8 |AIH C 7 1 neg.
9 AIH p p p C p p p c 2 6 p
10 |/AIH C 7 1 neg.
11 |M Weg. C 7 1 neg.
13 |M Weg. C c c C c c c 1 7 C
14 M Wegqg. c c c c c 3 5 c
15 |PBC 8 neg.
16 |PBC c c 6 2 neg.
17 |PBC C 7 1 neg.
18 |PBC C 7 1 neg.
19 |PBC C 7 1 neg.
20 |PSC p p p C p p c 2 6 p
21 |PSC p p C p p c 2 5 p
22 |PSC p C p p c 3 2 3 p
23 |PSC p p C p c 3 2 3 p
24 |PSC p p p p 4 4 p
25 |Vaskulitis 8 neg.
26 |Vaskulitis 8 neg.
27 |Vaskulitis 8 neg.
28 |Vaskulitis p p c p p c 6 p
29 |Vaskulitis C p c 3 3 p

Tab. 18 Ergebnisse der ANCA-Bestimmung im indirekten Immunfluoreszenztest mit Granulozyten von zwei

Spendern, die mit verschiedenen Methoden fixiert wurden,

S6 = Spender 6, S10 = Spender 10, F1 = Fixierung mit Methanol +4 °C, F2 = Fixierung mit Methanol
-70 °C, F3 = Fixierung mit Ethanol -70 °C, F4 = Fixierung mit Formaldehyd bei Raumtemperatur, neg. =
ANCA negativ, ¢ = cCANCA, p = pANCA

Anzahl von nachgewiesenen cANCA und pANCA :

Die Tabellen 21 und 22 zeigen, wie hdufig ANCA nachgewiesen wurden bei Verwen-

dung von Granulozyten von Spender sechs und zehn, die mit den verschiedenen Me-

thoden fixiert wurden.

Dabei fallt auf, dass im Vergleich zu den Ergebnissen, die mit Methanol -70 °C -fixier-
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ten Granulozyten erzielt wurden, die Fixierung mit Formaldehyd vermehrt zu cANCA

Mustern fuhrte (Methanol -70 °C: 11 %, Formaldehyd: 46-61 %).

Die Fixieung mit Ethanol und Methanol +4 °C ergab dagegen gehauft ANCA negative
Ergebnisse (Methanol -70 °C: 43-46 %, Methanol +4 °C: 57-68 %, Ethanol: 68-71 %).

S6F1 | S10F1 | S6F2 | S10F2 | S6F3 | S10F3 | S6F4 | S10F4
AlH n=10 1 2 1 1 1 1 8 5
M. Weg. n=3 0 0 0 1 0 2 2 0
PBCn=5 1 1 0 0 0 0 3 0
PSC n=5 0 0 2 1 4 2 5 5
Vaskulitis n=5 0 0 1 1 1 0 2 2
gesamt n=28 2 3 4 4 6 5 20 12

Tab. 19 Haufigkeit der Abweichungen vom definierten ANCA Status bei den verschiedenen Patientengruppen in
Abhé&ngigkeit von der Fixierungsmethode, S6 = Spender 6, S10 = Spender 10, F1 = Fixierung mit
Methanol -70 °C, F2 = Fixierung mit Methanol +4 °C, F3 = Fixierung mit Ethanol -70 °C, F4 = Fixierung

palsc neg. als c p als neg. c als neg. neg. als p
Methanol -70°C 2 3
Methanol +4°C 1
Ethanol -70°C 1
Formaldehyd 17 10 4 1

Tab. 20 Art der Abweichungen vom definierten ANCA Status in Abh&ngigkeit von der Fixierungsmethode, neg. =
ANCA negativ, ¢ = cANCA, p = pANCA

F1 F2 F3 F4
Spender 6 n % n % n % n %
negativ 13 46 16 57 19 68 11 39
CcANCA 3 11 2 7 2 7 17 61
pANCA 12 43 10 36 25 0 0

Tab. 21 Nachweis von ANCA mit unterschiedlich fixierten Granulozyten von Spender 6, F1 = Fixierung mit
Methanol -70 °C, F2 = Fixierung mit Methanol +4 °C, F3 = Fixierung mit Ethanol -70 °C, F4 = Fixierung
mit Formaldehyd, n = Anzahl der Falle, % = Angaben in Prozent

F1 F2 F3 F4
Spender 10 n % n % n % n %
negativ 12 43 19 68 20 71 14 50
cANCA 3 11 1 4 0 0 13 46
pANCA 13 46 8 29 8 29 1 4

Tab. 22 Nachweis von ANCA mit unterschiedlich fixierten Granulozyten von Spender 10, F1 = Fixierung mit
Methanol -70 °C, F2 = Fixierung mit Methanol +4 °C, F3 = Fixierung mit Ethanol -70 °C, F4 = Fixierung
mit Formaldehyd, n = Anzahl der Félle, % = Angaben in Prozent
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Ergebnisse mit dem IFL bei Verwendung unterschiedlich fixierter

Granulozytenpraparate

Granulozytenfixierung: Methanol -70 °C Granulozytenfixierung: Methanol -70 °C
PSC pANCA positiv Colitis ulcerosa pANCA positiv
Granulozytenfixierung: Methanol +4 °C Granulozytenfixierung: Methanol +4 °C
PSC pANCA positiv Colitis ulcerosa pANCA positiv

Granulozytenfixierung: Ethanol -70 °C Granulozytenfixierung: Ethanol -70 °C

PSC pANCA positiv Colitis ulcerosa pANCA positiv
Granulozytenfixierung: Formaldehyd Raumt Granulozytenfixierung: Formaldehyd Raumt
PSC pANCA positiv Colitis ulcerosa pANCA positiv

Abb. 3: Immunfluoreszenztest mit unterschiedlich fixierten Granulozytenpraparaten

3-7
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Granulozytenfixierung: Methanol -70 °C Granulozytenfixierung: Methanol -70 °C
Vaskulitis pANCA positiv M. Wegener cANCA positiv

Granulozytenfixierung: Methanol +4 °C Granulozytenfixierung: Methanol +4 °C
Vaskulitis pANCA positiv M. Wegener cANCA positiv

Granulozytenfixierung: Ethanol -70 °C Granulozytenfixierung: Ethanol -70 °C
Vaskulitis pANCA positiv M. Wegener cANCA positiv

Granulozytenfixierung: Formaldehyd Raumt. Granulozytenfixierung: Formaldehyd
Vaskulitis pANCA positiv Raumt.M. Wegener cANCA positiv

Abb. 4: Immunfluoreszenztest mit unterschiedlich fixierten Granulozytenpraparaten

w
1
[os]
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Granulozytenfixierung: Methanol -70 °C Granulozytenfixierung: Ethanol -70 °C

PBC cANCA positiv PBC cANCA positiv

Granulozytenfixierung: Methanol +4 °C Granulozytenfixierung: Formaldehyd Raumt
PBC cANCA positiv PBC cANCA positiv

Abb. 5: Immunfluoreszenztest mit unterschiedlich fixierten Granulozytenpraparaten
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Granulozytenfixierung mit Methanol bei —70 °C:

Die gute Ubereinstimmung mit dem ANCA Status (zwei und dei Abweichungen) bei
Fixierung der Granulozyten mit Methanol bei —70 °C ist dadurch bedingt, dass zur
Festlegung des ANCA Status die Granulozyten mit der selben Fixierungsmethode
behandelt wurden.Doch unter Ausschluf’ der Fixierungsmethode mit Formaldehyd er-
gab auch die Betrachtung der ANCA Ergebnisse, die mit verschiedenen Fixierungs-
methoden gewonnen wurden, in der Regel denselben ANCA-Status.

Tabelle 23 zeigt eine fast vollstandige Ubereinstimmung zwischen Spender sechs
und zehn (x = 0,94) und damit eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei Ver-
wendung Methanol -70 °C-fixierter Granulozyten.

Methanol -70 °C Spender &
etnanot- negativ CANCA PANCA
negativ 12 0 0
Spender 10 CANCA 0 3 0
pANCA 1 0 12
k = 0,94, Ubereinstimmungskoeffizient = 96,4 %

Tab. 23 Ubereinstimmung der Ergebnisse von Spender6 und 10 bei Fixierung der Granulozyten mit
Methanol -70 °C, = Ubereinstimmungen zwischen beiden Untersuchungen
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Granulozytenfixierung mit Formaldehyd bei Raumtemperatur:

Bei einer Granulozytenfixierung mit Formaldehyd wurden nahezu alle Seren mit pAN-
CA falsch beurteilt, wobei sich vor allem ein cANCA Muster zeigte (17 von 22 pAN-
CA positiven), seltener wurden die Seren als ANCA negativ eingestuft (vier von 22
pPANCA positiven).

Aber auch ANCA negative Seren zeigten unter Verwendung Formaldehyd fixierter
Praparate haufig ein CANCA Muster (zehn von 30 ANCA negativen).

Die schlechte Ubereinstimmung in den Ergebnissen spiegelt sich in der Kappa-Stati-
stik wieder, die mit einem nicht berechenbaren x und einem Ubereinstimmungskoeffi-
zient von 67,9 % die Inkonsistenz der Ergebnisse belegt (Tabelle 24).

Formald. Raumtemp. . Spender 5
negativ CcANCA pPANCA
negativ 8 6 0
Spender 10 CANCA 2 11 0
pANCA 1 0 0
« nicht berechenbar, Ubereinstimmungskoeffizient = 67,9%

Tab. 24 Ubereinstimmung der Ergebnisse von Spender6 und 10 bei Fixierung der Granulozyten mit

Formaldehyd, = Ubereinstimmungen zwischen beiden Untersuchungen
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Granulozytenfixierung mit Ethanol bei =70 °C und Methanol +4 °C:

Nach einer Granulozytenfixierung mit Ethanol bei —70 °C wurden zehn Seren falsch
als ANCA negativ eingestuft (acht von 22 pANCA, zwei von vier CANCA).

In geringerem Umfang war dies auch bei einer Granulozytenfixierung mit Methanol
bei +4 °C zu beobachten (sechs von 22 pANCA positiven, eines von vier CANCA po-
sitiven).

Bei einem ANCA negativen Serum eines Patienten mit AlIH zeigte sich sowohl bei
Verwendung Ethanol fixierter Granulozyten, als auch bei Methanol +4 °C ein pANCA
Muster.

Die Kappa-Statistik fur die Fixierungsmethode mit Methanol +4 °C zeigt mit k=0,65
einen fur diagnostische Verfahren ungeniigenden Wert (Tabelle 25).

Der Ubereinstimmungskoeffizient von 75,0 % fur die Fixierungsmethode mit Ethanol
-70 °C macht bei nicht berechenbarem Cohen’s Kappa die noch geringere Konstanz
der Ergebnisse deutlich (Tabelle 26).

Spender 6
Methanol +4°C ]
negativ cANCA pANCA
negativ 15 1 3
pANCA 1 0 7
k = 0,65, Ubereinstimmungskoeffizient = 82,1 %

Tab. 25 Ubereinstimmung der Ergebnisse von Spender 6 und 10 bei Fixierung der Granulozyten mit

Methanol +4 °C, = Ubereinstimmungen zwischen beiden Untersuchungen
Spender 6
Ethanol -70°C : .
negativ cANCA pANCA
negativ 16 2 2
Spender 10 CANCA 0 0 0
pANCA 3 0 5

k nicht berechenbar, Ubereinstimmungskoeffizient = 75,0 %

Tab. 26 Ubereinstimmung der Ergebnisse von Spender 6 und 10 bei Fixierung der Granulozyten mit
Ethanol -70 °C, = Ubereinstimmungen zwischen beiden Untersuchungen
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3.1.3Konstanz der Testergebnisse bei zweifacher Untersuchung:

Zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit von Ergebnissen im Immunfluoreszenztest
wurden Ergebnisse von zwei Untersuchungstagen miteinander verglichen.
Es wurden jeweils Granulozyten von Spender sechs und Spender zehn verwendet,

die zu verschiedenen Zeitpunkten gewonnen wurden.

Zeitpunkt A: 13.08.99
Zeitpunkt B: 05.10.99

Fixiert wurden die Granulozyten zu jedem Zeitpunkt mit Methanol bei —70 °C.

Die Tabellen 27 und 28 zeigen die Ergebnisse der Untersuchung.

Bei beiden Granulozytenspendern ergaben sich Unterschiede im Vergleich der zwei
Untersuchungstage.

Drei Abweichungen zwischen den Ergebnissen der beiden Untersuchungstage traten
bei Patienten mit Autoimmuner Hepatitis auf. Eine Abweichung bestand bei einem
Vaskulitispatienten.

Die Tabellen 97 und 30 zeigen die Kappa-Statistiken fir Spender sechs und zehn zur
Untersuchung der Ubereinstimmungen zwischen den Ergebnissen von Zeitpunkt A
und B. Dabei zeigt sich bei beiden Spendern eine beinahe volistandige Ubereinstim-
mung (nach Sachs [69]) zwischen beiden Untersuchungszeitpunkten (jeweils k=
0,88).

Zusammenfassend lasst sich erkennen, dass sowohl die Art der Fixierung der Granu-
lozyten, als auch die Auswahl eines geeigneten Spenders fur die Validitat der Unter-
suchungen von grof3ter Bedeutung sind. Dabei ist zu erwahnen, dass ca. funf bis
zehn Spender getestet werden miussen, um eine geeignete Granulozytenfraktion zu
finden.
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Spender 6 Spender 10
AlH n=10 2 1
M. Wegener n=3 0 0
PBC n=5 0 0
PSC n=5 0 0
Vaskulitis n=5 0 1
gesamt n=28 6 5

Tab. 27 Anzahl der Abweichungen vom ANCA Ergebnis zwischen den zwei Untersuchungstagen bei den

Patientengruppen, n = Anzahl der untersuchten Patienten

Nr. | Diagnose S6 A S6 B S10A S10B
1 | AH p p p
2 | AIH p p p p
3 | AIH p
4 | AH p p p p
5 | AH p p p
6 | AIH
7 | AlH p p
8 | AIH
9 | AIH p p p p

10 | AIH

11 | M Weg.

13 | M Weg.

14 | M Weg.

15 | PBC

16 | PBC c C c o

17 | PBC

18 | PBC

19 | PBC

20 | PSC p p p p

21 | PSC p p p p

22 | PSC p p p p

23 | PSC p p p p

24 | PSC p p p p

25 | Vaskulitis

26 | Vaskulitis

27 | Vaskulitis

28 | Vaskulitis p p p p

29 | Vaskulitis p p p

Tab. 28 Ergebnisse der ANCA-Bestimmung im indirekten IFL mit Granulozyten, die an verschiedenen Tagen
gewonnen wurden,S6 = Spender 6, S10 = Spender 10, A = Zeitpunkt A, B = Zeitpunkt B,

an den beiden Untersuchungstagen abweichende Ergebnisse zeigten

= Seren die
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Zeitpunkt A
Spender 6 cANCA pPANCA
negativ
negativ 13 0 0
Zeitpunkt B CANCA 0 = 0
pANCA 2 0 10

k = 0,88, Ubereinstimmungskoeffizient: 92,9 %

Tab. 29 Ubereinstimmung der Ergebnisse mit Granulozyten von Spender 6, die zu verschiedenen Zeitpunkten
gewonnen wurden,

= Ubereinstimmungen zwischen beiden Untersuchungen

Zeitpunkt A
Spender 10 : eflptn
negativ cANCA PANCA
negativ 11 0 1
Zeitpunkt B CANCA 3 0
pANCA 1 0 12

k = 0,88, Ubereinstimmungskoeffizient: 92,9 %

Tab. 30 Ubereinstimmung der Ergebnisse mit Granulozyten von Spender 10, die zu verschiedenen Zeitpunkten
gewonnen wurden,

= Ubereinstimmungen zwischen beiden Untersuchungen
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3.2 Nachweis von ANCA mit dem Immunfluoreszenztest

Insgesamt 515 Seren von Patienten mit verschiedenen hepatologischen und anderen

Erkrankungen wurden mit dem Immunfluoreszenztest auf das Vorhandensein von

ANCA untersucht. Dabei wurden ausschlie3lich Granulozyten von Spender zehn ver-

wendet, die mit Methanol bei -70 °C fixiert waren.

ANCA-Verteilung im Ge samtpatientengut

Anzahl n

300

250 +

200 -

150 1

100 1

50 7

o+
n egativ c-ANCA p-ANCA

ANCA Status

Abb. 6: Auftreten von cANCA und pANCA im
Gesamtpatientengut (n=515)

p-ANCA positive Patienten

Anzahlin

80

70 7

60

50

40

30 7
20 +

schwach pos. mittelm. pos.

Auspragung der ANCA

starkpos.

Abb. 7: Darstellung der ANCA-Auspréagungen bei den
pANCA positiven Patienten (n=181)

Von den 515 Seren waren 181 Seren
pPANCA positiv, 57 zeigten ein CANCA
Muster und 277 Seren waren negativ fur
ANCA (Abbildungen 6-8).

c-ANCA positive Patienten

An zahln

schwach pos.

mittelm. pos. stark pos.

Auspradgung der ANCA

Abb. 8: Darstellung der ANCA-Auspragungen bei den
CcANCA positiven Patienten (n=57)
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3.2.1Auftreten von ANCA bei verschiedenen Patientengruppen

Nachfolgend wird differenziert das Auftreten von ANCA bei den verschiedenen Pa-
tientengruppen beschrieben.

PSC:

Von den 39 PSC Patienten waren 32 (82 %) pANCA positiv, ein Patient hatte cCANCA,
sechs Patienten waren ANCA-negativ (Tabelle 31). Bei finf (13 %) der 39 Patienten
war die PSC mit einer Colitis ulcerosa assoziiert, bei weiteren sieben Patienten mit
anderen Erkrankungen. Von den sechs ANCA negativen Patienten hatten zwei eine
Uberlappung mit einer AIH. Die Diagnose der PSC wurde auch bei den ANCA
negativen Patienten durch einen eindeutigen Befund in der ERCP gestellt. Bei flunf
dieser Patienten waren friher pANCA nachweisbar gewesen, zusétzlich bestand eine
ausgepragte Cholestasekonstellation. Bei zwei der Patienten lag zusatzlich eine
PSC-typische Leberhistologie vor.

X
= 3 8
€ o o < <
a < < O o
S 82 % 3%
c < < ﬁ o
PSC allein 24 20 83 1 19
+ C. ulcerosa 4 4 | 100 4
+ M.Crohn 2 2 | 100 2
+ AIH 7 5 71 5
+AIH+ CU 1 1| 100 1
+ AlH + krypt. LZ 1 1] 100 1
n gesamt 39 33 85 1 32

Tab. 31 ANCA Verteilung bei den Patienten mit PSC und
Uberlappunssyndromen, n = Patientenanzahl, ANCA pos=
Anzahl der ANCA positiven Patienten, ANCA pos%=
ANCA positive Patienten in Prozent von der Gesamtzahl
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Primar biliare Zirrhose:

Es wurden 117 Patienten mit PBC untersucht. Davon waren 65 (56 %) Patienten
ANCA negativ, bei 45 (38 %) fand sich ein AK-Muster vom cANCA-Typ, welches je-

O\O
(2} %)
E g2 | 2
? < < S S
AR IR
c < < <<r5 o
PBC allein 102 44 43 43
+ AlH 6 3 50 1
+ AlH+ Hep. C 1 1 100
+ AP Syndrom 1 0
+ C. ulcerosa 2 2 100 2
+ Hep. C 1 0
+ krypt. LZ 4 2 50 1
n gesamt 117 52 44 45

Tab. 32 ANCA Verteilung bei den Patienten mit PBC und

Uberlappunssyndromen, n = Patientenanzahl, ANCA pos=
Anzahl der ANCA positiven Patienten, ANCA pos%= ANCA
positive Patienten in Prozent von der Gesamtzahl

doch wahrscheinlich durch die
mitochondriale Fluoreszenz
bedingt ist. Sieben (6 %) der
PBC Patienten zeigten ANCA
mit perinuklearem Muster.Bei
sechs der sieben pANCA posi-
tiven Patienten lag eine Uber-
lappung mit anderen Erkran-
kungen vor. Von den 65 ANCA
negativen war dies bei sieben,
von den 45 cANCA positiven
bei zwei Patienten der Fall (Ta-
belle 32).

In Tabelle 33 ist die Assoziation von cANCA bei Patienten mit PBC mit dem Erkran-

kungsstadium und mit dem Auftreten von AMA-Subspezifitaten dargestellt. Dabei fallt

auf, dass sich bei Patienten im Spatstadium signifikant haufiger cCANCA nachweisen
lassen (63%), als bei Patienten im Frihstadium (38%) (p= 0,0492). In Bezug auf den
Nachweis von Anti-M2 oder Anti-M4 AK ergaben sich keine signifikanten Unterschie-

de zwischen Patienten im Fruh- und Spatstadium.

Patienten Frihstad. (%) | Spatstad. (%) | A-M2 pos (%) | A-M4 pos (%) Summe
CANCA 25 (38) 15 (63) 42 (43) 34 (45) 43 (42)
PANCA 1(2) 0 (0) 1(0) 1(1) 1(0)
ANCA neg 39 (60) 9 (37) 54 (56) 41 (54) 58 (57)
gesamt 65 (100) 24 (100) 97 (100) 76 (100) 102 (100)

Tab. 33 Darstellung der Assoziation der ANCA mit dem Stadium der PBC und dem Auftreten von

AMA-Subspezifititen. Patienten mit Uberlappungssyndromen wurden ausgeschlossen. Das Friih-
stadium ist definiert durch Gesamtbilirubinwerte <= 1,1 mg/dl, das Spéatstadium durch Gesamtbilirubin-
wert > 1,1 mg/dl. A-M2 pos = Anzahl der Patienten bei denen Anti-M2 AK nachweisbar waren, A-M4 pos
= Anzahl der Patienten bei denen Anti-M4 AK nachweisbar waren. Signifikanzprifung Frih/ Spatsradium
fur cANCA/ ANCA neg. p =0,0492 (knapp signifikant), fur Anti-M2 positiv und negativ p = 0,2034 (nicht
signifikant), fur Anti-M4 AK positiv und negativ p = 0,0949 (nicht signifikant).
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Autoimmune Hepatitis:
116 Patienten mit AIH wurden untersucht (Tabelle 34). Bei 82 (71 %) lie3en sich
PANCA, bei vier (3 %) cANCA feststellen. 30 Patienten waren negativ fir ANCA. Da-

bei lagen bei einigen Patienten Uberlappungssyndrome vor: 14 der pANCA positiven,

zwei der cCANCA positiven Patienten und sieben der ANCA negativen Patienten hat-

ten Uberlappungssyndrome.

Tabelle 35 zeigt die Haufigkeit der ANCA bei den verschiedenen Subgruppen der
AlH. Dabei fallt auf, dass pANCA deutlich haufiger bei der AIH der Subgruppen 1la
und 3 auftreten (80 %, 86 %), als bei der AIH Typ 1b oder Typ 2 (57 % und 50 %).

X
e & 8 <
P 0§ 5 & ¢
c 2,23 %
AlH allein 93 70 75 2 68
+ AP Syndrom 1 0 0
+ CU 3 3 | 100 3
+ Hep. C 2 1 50
+ krypt. LZ 1 1| 100
+ PBC 6 3 50 2
+ PBC +Hep C 1 1| 100 1
+ PSC 7 5 71 5
+PSC+CU 1 1| 100 1
+ PSC+krypt. LZ 1 1] 100 1
n gesamt 116 86 74 4 82

Tab. 34 ANCA Verteilung bei den Patienten mit AIH und

Uberlappunssyndromen, n = Patientenanzahl, ANCA pos=

Anzahl der ANCA positiven Patienten, ANCA pos%=
ANCA positive Patienten in Prozent von der Gesamtzahl

ANCA ges. (%) pANCA (%) CANCA (%) ANCA neg (%)
AlH 1a (n=49) 41 (83) 39 (80) 2(4) 8(16)
AlH 1b (n=28) 16 (57) 16 (57) 0 12 (43)
AlH2 (n=2) 1 (50) 1 (50) 0 1 (50)
AlH3 (n=14) 12 (86) 12 (86) 0 2 (14)

Tab. 35 Haufigkeit von ANCA bei den verschiedenen Subgruppen der AIH. Patienten mit

Uberlappungssyndromen wurden ausgeschlossen. ANCA ges. = Gesamtzahl der ANCA positiven
Seren, pANCA und cANCA = Anzahl der Seren mit pANCA oder cANCA, ANCA neg = Anzahl der
Seren, bei denen keine ANCA nachweisbar waren. Prozentangaben in Klammern. n = Patienten-

anzahl
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Hepatitis C:

Es wurden 36 Hepatitis C Patienten auf ANCA untersucht (Tabelle 36).

31 Patienten waren ANCA negativ. Bei funf Patienten (14 %) fanden sich pANCA. Da-
bei lagen bei jeweils zwei Pa-

N . .
% § § tienten Uberlappungssyndrome
§ S S S S vor, wobei bei den zwei pANCA
4 Z .
? <Z,: <Z,: < < positiven Patienten eine Uber-
Hep. C allein 32 3 9 3 lappung mit einer AlIH bestand.
+ AlH 2 1 50 1
+ PBC 1 0
+ PBC + AIH 1 1| 100 1
n gesamt 36 5 14

Tab. 36 ANCA Verteilung bei den Patienten mit Hepatitis C und
Uberlappunssyndromen, n = Patientenanzahl, ANCA pos =
Anzahl der ANCA positiven Patienten, ANCA pos% =
ANCA positive Patienten in Prozent von der Gesamtzahl

Kryptogene Leberzirrhose:
Von den 20 Patienten mit krypt. LZ waren bei 15 (75 %) keine ANCA nachweisbar.

Zwei Patienten zeigten ein CANCA Muster, drei Patienten ein pANCA Muster (Tabelle
37). Dabei lagen bei beiden cANCA positiven Patienten und bei zwei der pANCA po-
sitiven Uberlappungen mit Er-

3 N

- b4 P4 krankungen vor , die mit dem

S o 3 < < -

§ S S O O Auftreten von ANCA assoziiert

4

(o)) . . .

c | 2| | € € | sind.Eine Uberlappung lag
krypt. LZ allein 13 1 1 auch bei drei der ANCA negati-
*+ AlH 1 1 1 ven Patienten vor.

+ AP Syndrom

+ PBC 4 2 1

+ PSC + AIH 1

n gesamt 20 5 2 3

Tab. 37 ANCA Verteilung bei den Patienten mit kryptogener LZ und
Uberlappunssyndromen, n = Patientenanzahl, ANCA pos=
Anzahl der ANCA positiven Patienten, ANCA pos% =
ANCA positive Patienten in Prozent von der Gesamtzahl
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Toxische Leberzirrhose:
49 Patienten mit toxischer Leberzirrhose wurden untersucht (Tabelle 38). Davon wa-
ren 47 Patienten negativ fur ANCA. Bei zwei Patienten (4 %) fanden sich pANCA.

X
- 3 H
€ o o
<
Sl < | < | S| 3
IIEIE IR
c >, >, S -3
tox. LZ 49 2 4 2

Tab. 38 ANCA Verteilung bei den Patienten mit toxischer LZ und
Uberlappunssyndromen, n = Patientenanzahl, ANCA pos=
Anzahl der ANCA positiven Patienten, ANCA pos%=
ANCA positive Patienten in Prozent von der Gesamtzahl

Colitis ulcerosa:

32 der 50 Colitis ulcerosa Patienten (64 %) zeigten ein pANCA Muster im Immunfluo-
reszenztest. 18 Patienten waren negativ fir ANCA (Tabelle 39).

Dabei bestand bei einem der 28 ANCA negativen (4 %) und bei zehn der 32 pANCA
positiven Patienten (31 %) ein Uberlappungssyndrom mit anderen Erkrankungen.
Alle vier Patienten mit einer Uberlappung zwischen Colitis ulcerosa und PSC hatten
PANCA.

X
[72] [7)]
E| & 2
p < < 5 5
¢ 2 3 %
c < < ﬁ o
K. ulcerosa allein 39 22 56 22
+ PBC 2 2 | 100 2
+ AP Syndrom 1 0
+ PSC 4 4 | 100
+ AIH 3 100
+ AlH + PSC 1 1| 100 1
n gesamt 50 32 64 32

Tab. 39 ANCA Verteilung bei den Patienten mit C. ulcerosa und
Uberlappunssyndromen, n = Patientenanzahl, ANCA pos =
Anzahl der ANCA positiven Patienten, ANCA pos% =
ANCA positive Patienten in Prozent von der Gesamtzahl
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Morbus Crohn:
Bei 34 der 39 M. Crohn Patienten (87 %) liel3en sich pANCA nachweisen. Finf Pa-
tienten waren ANCA negativ. Bei zwei der pANCA positiven Patienten lag eine Uber-

° lappung mit einer PSC vor (Ta-
£ 3 3 belle 40).
» < < o ©
S 8¢ % 2
c < < g o
M. Crohn allein 37 32 86 32
+PSC 2 2 100 2
n gesamt 39 34 87 34

Tab. 40 ANCA Verteilung bei den Patienten mit M. Crohn und
Uberlappunssyndromen, n = Patientenanzahl, ANCA pos =
Anzahl der ANCA positiven Patienten, ANCA pos% =
ANCA positive Patienten in Prozent von der Gesamtzahl

Morbus Wegener:
Von den sieben M. Wegener Patienten waren alle cCANCA positiv. Es bestand bei kei-

nem Patienten eine Uberlappung mit anderen Erkrankungen (Tabelle 41).

$
n [%2]
El g 8 §
@ < < S 3)
812 5 3%
c < < ﬁ a
M. Wegener 7 7 | 100 7

Tab. 41 ANCA Verteilung bei den Patienten mit M. Wegener, n =
Patientenanzahl, ANCA pos = Anzahl der ANCA positiven
Patienten, ANCA pos% = ANCA positive Patienten in
Prozent von der Gesamtzahl
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Vaskulitis:
Von den 18 Patienten mit verschiedenen Vaskulitiden waren sieben ANCA negativ.
Ein Patient hatte cCANCA, bei zehn Patienten fanden sich pANCA (56 %).

< Bei einem pANCA positiven
-é- § é « < Patienten lag eine Uberlap-
é § § % :z: pung mit einem Antiphospholi-
c < < o o pid Syndrom vor (Tabelle 42).
Vaskulitis allein 17 10 59 1 9
+ AP Syndrom 1 1| 100 1
n gesamt 18 11 61 1 10

Tab. 42 ANCA Verteilung bei den Patienten mit Vaskulitis und
Uberlappunssyndromen, n = Patientenanzahl, ANCA pos
= Anzahl der ANCA positiven Patienten, ANCA pos% =
ANCA positive Patienten in Prozent von der Gesamtzahl

Antiphospholipid Syndrom:
Von den 67 untersuchten Patienten waren 66 ANCA negativ. Bei einem Patienten wa-
ren pANCA nachweisbar (Tabelle 43).

Bei dem pANCA positiven Pa-

X
[72] [72] i A .
£ 8 8 < < tienten lag eine Uberlappung
©
< < o "
ga’ Q 3) % %’: mit einer Vaskulitis vor. Auch
< < < © - vier der ANCA negativen Félle
APS allei 62 0 : :
el hatten eine zweite Erkrankung.
+ AlH 1 0
+ CU 1 0
+ krypt. LZ 1 0
+ PBC 1 0
+ Vaskulitis 1 1 100
n gesamt 67 1 1

Tab. 43 ANCA Verteilung bei den Patienten mit AP Syndrom und
Uberlappunssyndromen, n = Patientenanzahl, ANCA pos =
Anzahl der ANCA positiven Patienten, ANCA pos% =
ANCA positive Patienten in Prozent von der Gesamtzahl
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Eine zusammenfassende Ubersicht tiber die Haufigkeiten von ANCA bei den unter-

suchten Erkrankungen gibt Tabelle 44. Patienten mit Uberlappungssyndromen wur-

den fur die folgenden Untersuchungen ausgeschlossen.

ANCA positiv %

Anzahl
Diagnose Patienten gesamt pANCA cANCA
PSC 24 83 79 4
PBC 102 53 1 42
AlH 93 75 73 2
Hep C 32 9 9 0
kryptogene LZ 13 8 8 0
toxische LZ 49 4 4 0
Colitis ulcerosa 39 56 56 0
M. Crohn 37 92 92 0
M. Wegener 7 100 0 100
Vaskulitis 17 59 53 7
AP Syndrom 62 0 0 0

Tab. 44 Haufigkeit von ANCA bei Patienten mit verschiedenen Erkrankungen
(Ausschluf von Uberlappunssyndromen). Gesamt= Haufigkeit der pANCA
oder cANCA positiven Patienten in Prozent, pANCA= Haufigkeit pANCA
positiver Patienten in Prozent, cANCA= Haufigkeit CANCA positiver
Patienten in Prozent
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3.2.2Zusammenhang zwischen ANCA und laborchemischen und

serologischen Parametern

Im Folgenden wurde der Zusammenhang zwischen dem Nachweis von ANCA im Im-

munfluoreszenztest und verschiedenen Faktoren untersucht.

Laborparameter:
Die zur Beurteilung des Zusammenhangs zwischen verschiedenen Laborparametern
und dem Auftreten von ANCA ausgewerteten Patientenzahlen sind in Tabelle 45 dar-

gestellt.)

Die laborchemischen Parameter Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT), Gluta-

mat-Pyruvat-Transaminase (GPT), Gammaglutamylfransferase (GGT), das Gesamt-
bilirubin sowie die Serum-Gammaglobuline wurden bei verschiedenen Lebererkran-
kungen (PSC, PBC, Autoimmune Hepatitis, ktyptogene und toxische Leberzirrhose)
untersucht und in Beziehung zum ANCA-Status gebracht (Tabelle 48). Die Tabellen

46-50 zeigen den Vergleich der Leberwerte aufgeschlisselt nach einzelnen Erkran-
kungen. Aufgrund der teilweise sehr kleinen Fallzahlen lassen sich jedoch keine sta-
tistisch gesicherten Aussagen innerhalb der einzelnen Erkrankungsgruppen treffen,
so dass eine Analyse des Gesamtpatientengutes durchgefihrt wurde.

GOT GPT y— GT Bili ges »-Glob
PSC 14 16 18 13 6
AlH 71 73 70 64 41
PBC 94 96 96 89 51
krypt LZ 12 12 12 11 6
tox LZ 38 39 41 38 29

Tab. 45 Anzahl der untersuchten Patienten mit Lebererkrankungen fur die verschiedenen Laborparameter
(Ausschluss von Uberlappungssyndromen)
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Abb. 10:Vergleich der GOT-Werte (in U/l) zwischen ANCA
positiven und negativen Patienten, 1 = ANCA negativ, 2 =
CcANCA, 3 = pANCA Normbereich der GOT: bis 19 Ul
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Abb. 11:Vergleich der GPT-Werte (in U/l) zwischen ANCA positiven
und negativen Patienten, 1 = ANCA negativ, 2 = cANCA, 3
= pANCA Normbereich der GPT: bis 23 U/L
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Abb. 12:Vergleich der Gesamtbilirubin-Werte (in mg/dl) zwischen
ANCA positiven und negativen Patienten, 1 = ANCA
negativ, 2 = cANCA, 3 = pANCA Normbereich des
Gesamtbilirubin.: bis 1,1 mg/dI

Die Werte der Glutamat-Oxal-
acetat-Transaminase (GOT)
und der Glutamat-Pyru-
vat-Transaminase (GPT) zeig-
ten signifikante Unterschiede
zwischen den verschiedenen
Gruppen (p<0,0001), wobei die
pPANCA positiven Patienten ho-
here Werte aufwiesen als cAN-
CA positive und ANCA negati-
ve Patienten (Abbildungen 10
und 11, Tabellen 46 und 47).

Auch bei den Werten des Ge-
samtbilirubins zeigten sich sig-
nifikante Unterschiede zwi-
schen den ANCA positiven und
negativen Patienten (p=0,0004)
(Abbildung 12, Tabelle 48), al-
lerdings waren diese Unter-
schiede von geringerem Aus-
mal} als bei GOT und GPT.

Keine signifikanten Unterschie-
de lieRen sich fur die Gamma-
glutamylfransferase (GGT)
(p=0,1392) und die Ge-
samt-Serumgammaglobuline
feststellen (p=0,1368) (Tabellen
49 und 50).
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GOT ANCA negative cANCA pANCA
8 8 8
£ 3 s k= 3 s £ 3 s

n = = = = = = = = =
PSC 3-0-11 21 27 45 - - - 10 28 349
PBC 53-40-1 18 275 8 23,8 111 64 64 64
AlH 18-2-51 31 960 257 401,5 | 546 10 114 880
kryptLZ | 11-0-1 7 33 250 - - - 501 501 501
tox LZ 37-0-1 15 38 284 - - - 169 169 169

Tab. 46 Vergleich der GOT-Werte zwischen ANCA positiven und negativen Patienten mit verschiedenen

Erkrankungen, n = Anzahl der untersuchten Patienten mit ANCA negativem- cANCA positivem- pANCA

positivem Befund, Normbereich der GOT: bis 19 U/l (Ausschluss von Uberlappungssyndromen)

GPT ANCA negative cANCA pANCA
8 8 8
£ 3 3 £ 3 s £ 3 s

n = = = = = = = = =
PSC 3-0-13 48 60 98 - - 7 58 332
PBC 54-41-1 | 5 24 369 6 29 291 112 112 112
AlH 18-2-53 | 1 57,5 1630 | 226 533 840 13 158 1100
kryptLZ | 11-0-1 6 20 60 - - - 468 468 468
tox LZ 38-0-1 7 24,5 583 - - - 87 87 87

Tab. 47 Vergleich der GPT-Werte zwischen ANCA positiven und negativen Patienten mit verschiedenen

Erkrankungen, n = Anzahl der untersuchten Patienten mit ANCA negativem- cANCA positivem- pANCA

positivem Befund, Normbereich der GPT: bis 23 U/I (Ausschluss von Uberlappungssyndromen)
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Bili ges ANCA negative cANCA pANCA
c C C
8 8 8
k= 3 s k= 3 3 < 3 3
n = = = = = = = = =
PSC 2-0-11 0,6 0,6 0,6 - - - 0,56 1 18
PBC * 48-40-1 | 0,1 0,755 | 18,2 0,2 0,75 13,5 1,06 1,06 1,06
AlH 17-2-45 | 0,5 1,6 33 4 11,51 | 19,02 | 0,4 2,84 21,7
kryptLZ | 10-0-1 0,7 7,34 31 - - - 14,8 14,8 14,8
tox LZ 36-0-2 0,4 4,4 28 - - - 1,8 3,46 512

Tab. 48 Vergleich der Gesamtbilirubin-Werte zwischen ANCA positiven und negativen Patienten mit
verschiedenen Erkrankungen, n = Anzahl der untersuchten Patienten mit ANCA negativem- cANCA
positivem- pANCA positivem Befund, Normbereich des Gesamtbilirubin.: bis 1,1 mg/dl (Ausschluss von
Uberlappungssyndromen)

*. der Median der Bilirubinwerte liegt in dieser Darstellung bei den ANCA neg Patienten héher, als bei
den cANCA positiven Patienten. Dies ist nur ein scheinbarer Widerspruch zu den Ergebnissen von Tab.
33 und entsteht durch die deutlich gréRere absolute Zahl von Patienten mit einer Frihform der PBC (65
im Vergleich zu 24 Patienten mit einer Spatform). Dadurch Uberwiegen bei den cANCA positiven
Patienten diejenigen mit einer Friihform, obwohl die cANCA relativ gesehen signifikant haufiger bei den
Patienten mit einer Spatform der PBC auftreten (63% zu 38% bei denjenigen mit Friihform).

y— GT ANCA negative cANCA pANCA
3 IS 8
< S 3 = 5 3 k= 3 3

n = = = = = = = = =
PSC 4-1-13 72 206,5 | 978 120 120 120 9 62 532
PBC 54-41-1 | 7 108,5 | 3860 | 6 126 942 253 253 253
AlH 18-2-50 | 3 110,5 | 275 92 95,5 99 14 94 963
krypt LZ 11-0-1 33 75 1069 | - - - 83 83 83
tox LZ 39-0-2 15 114 506 - - - 920 90,5 91

Tab. 49 Vergleich der yvGT-Werte zwischen ANCA positiven und negativen Patienten mit verschiedenen
Erkrankungen, n = Anzahl der untersuchten Patienten mit ANCA negativem- cANCA positivem- pANCA
positivem Befund, Normbereich der y-GT:5-25 U/l (Ausschluss von Uberlappungssyndromen)
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»-Glob ANCA negative cANCA pANCA
e C e
8 8 8
< 3 s £ 3 s £ 3 s
n = = = = = = = = =
PSC 2-0-4 1,16 1,26 1,33 - - - 134 16,4 25
PBC 29-21-1 | 10 18,5 71 10,25 | 22,3 35,4 32,1 32,1 32,1
AlH 9-2-30 15 27,7 116 31 34,5 38 12 311 253
krypt LZ | 5-0-1 25,2 36,4 40,2 - - - 29,1 29,1 29,1
tox LZ 29-0-0 19,4 33 60,1 - - - - - -

Tab. 50Vergleich der y-Globulin-Werte zwischen ANCA positiven und negativen Patienten mit verschiedenen
Erkrankungen, n = Anzahl der untersuchten Patienten mit ANCA negativem- cCANCA positivem- pANCA
positivem Befund, Normbereich der y-Glob: 11-22 % (Ausschluss von Uberlappungssyndromen)

Die Tabellen 51-53 zeigen die Auswertung der Laborwerte von Patienten mit Leberer-
krankungen (siehe Tab. 46-48), bei denen signifikante Unterschiede zwischen den
ANCA-Gruppen bestanden, mit dem U-Test. Danach ergaben sich keine signifikanen
Unterschiede zwischen den cANCA positiven und ANCA negativen Patienten bei
GOT und GPT. Kein signifikanter Unterschied zwischen den pANCA positiven und
ANCA negativen besteht beim Gesamtbilirubin.

Vergleicht man die Laborparameter bei den ANCA positiven und negativen Patienten
bei PBC und Autoimmuner Hepatitis, zeigen sich -mdglicherweise aufgrund zu kleiner
Fallzahlen- keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Tabelle 54 und
55).

GOT

Unterschiede zwischen p

CANCA - pANCA - ANCA neg. <0,0001
PANCA - ANCA neg. <0,0001
pANCA - cANCA 0,0001
cANCA - ANCA neg. n.s. (0,3883)

Tab. 51 Darstellung der signifikanten Unterschiede zwischen den
GOT-Werten bei den ANCA positiven und negativen
Patientengruppen mit Lebererkrankungen, n.s. = nicht signifikant
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GPT

Unterschiede zwischen p

CANCA - pANCA - ANCA neg. <0,0001
pPANCA - ANCA neg. <0,0001
PANCA - cANCA <0,0001
CANCA - ANCA neg. n.s. (0,4961)

Tab. 52 Darstellung der signifikanten Unterschiede zwischen den
GPT-Werten bei den ANCA positiven und negativen
Patientengruppen mit Lebererkrankungen, n.s. = nicht signifikant

Gesamtbilirubin

Unterschiede zwischen p

CcANCA - pANCA - ANCA neg. 0,0017
pPpANCA - ANCA neg. n.s. (0,0546)
pPANCA - cANCA <0,0001
cANCA - ANCA neg. 0,0289

Tab. 53 Darstellung der signifikanten Unterschiede zwischen den
Gesamtbilirubin-Werten bei den ANCA positiven und negativen
Patientengruppen mit Lebererkrankungen, n.s. = nicht signifikant

CcANCA ANCA neg
PBC Anzahl Median Median p
GOT 40-53 23,5 18 0,2111
GPT 41-54 29 24 0,3956
y-GT 41-54 126 108,5 0,2426
ges. Bili. 40-48 0,75 0,755 0,5511

Tab. 54 Vergleich von Laborwerten bei CANCA positiven und ANCA negativen
Patienten mit PBC (Ausschluss von Uberlappungssyndromen).

CcANCA ANCA neg
AlH Anzahl Median Median p
GOT 51-18 114 31 0,1895
GPT 53-18 158 57,5 0,1353
y-GT 50-18 94 110,5 0,8240
ges. Bili. 45-17 2,84 1,6 0,1400

Tab. 55 Vergleich von Laborwerten bei pANCA positiven und ANCA
negativen Patienten mit Autoimmuner Hepatitis (Ausschluss von
Uberlappungssyndromen).
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Serum-Immunglobuline:
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Abb. 13:Verteilung der 1gG (in mg/dl) im Gesamt-
patientenkollektiv, n = Anzahl der Patienten

Die Serum-Immunglobuline wurden bei

verschiedenen Erkrankungen untersucht.

Die Verteilungen der Serumglobulinwerte
zeigen die Abbildungen 13 bis 15. Die Ta-

bellen 57, 59 und 61 zeigen die Auswer-

tung der Immunglobulingruppen in Bezug

auf den ANCA Status der Patienten.
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Abb. 14:Verteilung der IgA (in mg/dl) im Gesamt-
patientenkollektiv, n = Anzahl der Patienten

Immunglobulin G:

Abb. 15:Verteilung der IgM (in mg/dl) im Gesamt-

patientenkollektiv, n = Anzahl der Patienten

Der Normbereich des IgG war mit 800-1800 mg/dIl definiert.
Die Hohe des IgG zeigte signifikante Unterschiede zwischenden ANCA positiven und

negativen Patientengruppen (p=0,0014), wobei die hochsten Werte bei den Patienten

mit pANCA auftraten (Abbildung zehn). Die Tabelle 56 zeigt die Auswertung der

IgG-Werte mit dem U-Test. Danach ergeben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den cANCA positiven und ANCA negativen Patientengruppen. Betrachtet

man die einzelnen Patientenkollektive, ergibt sich ein differenziertes Bild (Tabelle 57).

Die IgG-Durchschnittswerte bei den Patienten mit PSC, Colitis ulcerosa oder M.

Crohn lagen unabhangig vom ANCA Status im Normbereich.

-31
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Bei der Patientengruppe mit Autoimmuner Hepatitis lagen die IgG Werte bei den
ANCA positiven Patienten (um 2400 mg/dl) deutlich Gber den an der oberen Norm-
grenze liegenden Werten der ANCA negativen Patienten.

Auch die PBC Patienten zeigten deutlich erhdhte 1IgG Werte, wenn gleichzeitig pAN-
CA vorlagen. Dabei lag bei funf der sieben pANCA positiven PBC Patienten eine
Uberlappung mit einer anderen Erkrankung vor, die mit dem Auftreten von pANCA
assoziiert ist (AIH, Colitis ulcerosa).

Die an kryptogener Leberzirrhose erkrankten Patienten zeigten unabhéngig vom Auf-
treten von ANCA erhdhte 1IgG Werte um 2000-2200 mg/dl.

Die Patienten mit toxischer Leber-

S0 1
] ' zirrhose waren zum grof3ten Tell

i . ANCA negativ und zeigten IgG
e ; Werte um 2000 mg/dl. Mit 5630
o e - ; mg/dl wies einer der zwei pANCA
1 7T ': positiven Patienten ein stark erhoh-

,' tes IgG auf ; es war allerdings kein

-+ -1 Uberlappungssyndrom beschrie-

o
-

: ben.

Abb. 16: Vergleich der IgG-Werte (in mg/dl) zwischen den
ANCA positiven und negativen Patienten, 1 = ANCA
negativ, 2 = cANCA, 3 = pANCA

IgG

Unterschiede zwischen p

CANCA - pANCA - ANCA neg. 0.0014
pPANCA - ANCA neg. 0.0007
pANCA - cANCA 0.0155
CANCA - ANCA neg. n.s. (0.8510)

Tab. 56 Darstellung der signifikanten Unterschiede zwischen den
IgG-Werten bei den ANCA positiven und negativen
Patientengruppen, n.s. = nicht signifikant
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96 ANCA negativ cANCA pANCA

n (neg-c-p) Min| Med. Max| Min| Med. Max| Min Med. Max
Gesamtk. 353 144, 1460| 4400/ 103| 1430, 3010 31| 1840, 5630
PSC 37 (6-1-30) 640, 1365 2590| 973 973 973 31 1410, 3740
C.ulc. |26 (5-0-21) 918/ 1000, 1040 139| 1260/ 3920
M. Crohn |17 (3-0-14) 803 943| 1150 384 894.5| 1630
AlH 116 (30-4-82) 269| 1820, 3830| 2040, 2465| 3010 31| 2435 5020
PBC 115 (64-44-7) 269) 1325, 2690| 103| 1425| 2630, 1150, 2350| 4600
krypt. LZ |20 (15-2-3) 144, 2020| 4400 2150| 2225, 2300| 1820 2100, 2560
tox. LZ |48 (46-0-2) 157, 1970| 3600 989| 3309.5| 5630

Tab. 57 Vergleich der IgG Werte bei ANCA positiven und negativen Patientengruppen, Angaben in mg/ml,
n = Patientenanzabhl, in Klammern: ANCA negative, CANCA- und pANCA positive Patientenanzahlen.
IgG- Normbereich: 800-1800 mg/ml. Gesamtkollektiv: p=0.0014, = Median tber den Normbereich
erhoht

Immunglobulin A:

Der Normbereich fur die IgA lag bei 93-445 mg/dl.

Betrachtet man das Gesamtpatientenkollektiv, lagen die IgA Werte bei ANCA positi-
ven und negativen Patienten im Normbereich (Abbildung 17), wobei sich trotzdem
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen ergaben (p=0,0016).Tabelle 58
zeigt die Auswertung der IgA-Werte mit dem U-Test. Danach ergeben sich keine sig-
nifikanten Unterschiede zwischen
den cANCA und pANCA positiven
Patientengruppen.Nur grenzwertig

1 . signifikant waren die Unterschiede

- _+_ : zwischen den cANCA positiven

: | ! und ANCA negativen Patienten. So

’ | . 1 ergab sich ausschlie3lich ein aus-
1 == = I::' gepragter signifikanter Unterschied

zwischen den pANCA positiven

und ANCA negativen Gruppen mit

einem p-Wert von 0,0006.
Abb. 17: Vergleich der IgA-Werte (in mg/dl) zwischen den ANCA

positiven und negativen Patienten, 1 = ANCA negativ, 2

= cANCA, 3 = pANCA
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3.2 Nachweis von ANCA mit dem Immunfluoreszenztest

Die Auswertung der einzelnen Patientengruppen ergab, dass die durchschnittlichen

IgA Werte nur bei den Patienten mit toxischer und kryptogener Leberzirrhose erhdht

waren (um 650-750 mg/dl). Aufgrund der sehr kleinen Fallzahlen von ANCA positiven

Patienten lie3en sich keine Unterschiede zwischen den ANCA Gruppen erkennen

(Tabelle 59).
IgA
Unterschiede zwischen p
CANCA - pANCA - ANCA neg. 0.0016
PANCA - ANCA neg. 0.0006
pPpANCA - cANCA n.s. (0.6187)
CANCA - ANCA neg. 0.0439
Tab. 58 Darstellung der signifikanten Unterschiede zwischen den
IgA-Werten bei den ANCA positiven und negativen
Patientengruppen, n.s. = nicht signifikant
IgA ANCA negativ CANCA PANCA
n (neg-c-p) Min |Med. |Max Min |Med. |Max Min |Med. |Max
Gesamtk. 353 0 359 2090 121 |283 810 41 279 2280
PSC 37 (6-1-30) 108 |230.5 742 327 327 327 84 255 1290
C. ulc. 26 (5-0-21) 136  |223 407 51 226 383
M. Crohn |17 (3-0-14) 207 258 281 106 |262.5 728
AlH 116 (30-4-82) 0 2625 [742 246 288 810 41 300.5 952
PBC 115 (64-44-7) 34 242 848 121 2645 682 95 344 910
krypt. LZ |20 (15-2-3) 382 [776 1455 682 746 810 615 641 910
tox. LZ |48 (46-0-2) 116 |972.5 |2090 1040 1660 |2280

Tab. 59 Vergleich der IgA Werte bei ANCA positiven und negativen Patientengruppen, Angaben in mg/ml, n =
Patientenanzabhl, in Klammern: ANCA negative, CANCA- und pANCA positive Patientenanzahlen. IgA-
Normbereich: 93-445 mg/ml. Gesamtkollektiv: p=0.0016,

=Median tGber den Normbereich erhdht
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Immunglobulin M:

Fur die IgM betrug der Normbereich 65-280 mg/dl.

Zwischen den ANCA positiven und negativen Gruppen bestanden signifikante Unter-
schiede zwischen den IgM-Werten (p<0,001). Dabei lagen die Werte der cANCA po-
sitiven Patienten um 290 mg/dl, die ANCA negativen lagen im oberen, die pANCA po-
sitiven im mittleren Normbereich.

Die Auswertung nach Wilcoxon (Tabelle 60) zeigt, dass sowohl zwischen den pAN-
CA positiven Patienten und den ANCA negativen, wie auch zwischen den pANCA po-
sitiven und cANCA positiven signifikante Unterschiede bestanden (jeweils p<0,0001).
Die Unterschiede zwischen cANCA positiven und ANCA negativen Patienten waren

weniger stark ausgepragt (p =
0,0113). Von den einzelnen Patien-

I -

tengruppen zeigten ausschlief3lich
die cCANCA positiven Patienten mit

| -

1 - : PBC und kryptogener Leberzirrho-
i i ' se erhohte IgM Werte (Tabelle 61).
Bei den zwei Patienten mit krypto-
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Abb. 18: Vergleich der IgM-Werte (in mg/dl) zwischen den patitis.
ANCA positiven und negativen Patienten, 1 = ANCA
negativ, 2 = cCANCA, 3 = pANCA
IgM
Unterschiede zwischen p
CANCA - pANCA - ANCA neg. <0.0001
PANCA - ANCA neg. <0.0001
pPANCA - cANCA <0.0001
CANCA - ANCA neg. 0.0113

Tab. 60 Darstellung der signifikanten Unterschiede zwischen den
IgM-Werten bei den ANCA positiven und negativen
Patientengruppen, n.s. = nicht signifikant
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IgM ANCA negativ cANCA pANCA

n (neg-c-p) Min |Med. |Max Min |Med. |Max Min |Med. |Max
Gesamtk. 353 11 226 1320 |0 293 1390 56 153 1660
PSC 37 (6-1-30) 11 105.5 |175 193 193 193 63 129.5 255
C.ulc. |26 (5-0-21) 81 108 248 77 153 381
M. Crohn |17 (3-0-14) 96 107 142 59 111 399
AlH 116 (30-4-82) 38 176 1320 160 |174.5 |728 56 165.5 1660
PBC 115 (64-44-7) 35 279 1320 |0 318 1390 91 263 1660
krypt. LZ |20 (15-2-3) 88 212 700 172 542 912 76 91 143
tox. LZ |48 (46-0-2) 60 2415 |936 77 190.5 |304

Tab. 61 Vergleich der IgM Werte bei ANCA positiven und negativen Patientengruppen, Angaben in mg/ml, n =
Patientenanzabhl, in Klammern: ANCA negative, CANCA- und pANCA positive Patientenzahlen. IgM-

Normbereich: 65-280 mg/ml. Gesamtklollektiv: p=0.0016,

IgG und IgM bei PBC und Autoimmuner Hepatitis:

=Median tber den Normbereich erhéht

Vergleicht man die Werte flr IgG und IgM bei ANCA positiven und negativen Patien-

ten mit PBC und Autoimmuner Hepatitis, so zeigt sich, dass sowohl die cCANCA positi-

ven PBC Patienten wie auch die pANCA positiven Patienten mit AlH signifikant héhe-

re IgG-Werte aufweisen, als die ANCA negativen Patienten. Bei den IgM liel3en sich

keine signifikanten Unterschiede festdtellen (Tab. 62 und 63).

CcANCA ANCA neg
PBC Anzahl Median Median p
IgG 42-57 1420 1300 0,0328
IgM 42-57 314 291 0,5591

Tab. 62 Vergleich von Laborwerten bei pANCA positiven und ANCA
negativen Patienten mit Autoimmuner Hepatitis (Ausschluss von
Uberlappungssyndromen).

CANCA ANCA neg
AlH Anzahl Median Median p
IgG 68-23 3390 1860 0,0001
IgM 68-23 165 17 0,7771

Tab. 63 Vergleich von Laborwerten bei pANCA positiven und ANCA
negativen Patienten mit Autoimmuner Hepatitis (Ausschluss von
Uberlappungssyndromen).
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Andere Autoantikorper bei den Patientengruppen:

Untersucht wurde der Zusammenhang zwischen dem Auftreten von ANCA und ande-
ren Autoantikdrpern bei den verschiedenen Patientengruppen.

Autoantikorper bei unterschiedlichen Patientengruppen:

Die Tabellen 64 und 65 zeigen, wie haufig die einzelnen Autoantikdrper bei den ver-

schiedenen Patientengruppen auftraten.

Es wurde im Weiteren untersucht, inwiefern das Auftreten der Autoantikorper mit dem
ANCA Status der Patienten in Zusammenhang steht.

Die Haufigkeiten der zur Typisierung der Patienten mit Autoimmuner Hepatitis ver-
wendeten Antikorper ( antinukleare AK, Anti-Aktin AK, Anti-Leber-Nieren-Mikrosomen
AK, Leber-Pankreas/soluble liver antigen AK) sind in Tabelle 62 dargestellt.

ANA %(n) | SMA %(n) | Aktin %(n) | AMA %(n) | LKM %(n) | AEA %(n)
PSC n=39 56 (22) 74 (29) 10 (4) 3 (1) 0 (0) 0 (0)
PBC n=117 28 (33) 60 (70) 10 (12) | 87(102) | **1(1) 9 (11)
AlH n=116 * 66 (76) | 93 (108) 51 (59) 9 (10) 3(4) 3(3)
Hep. C n=36 6(2) 8 (3) 6 (2) 3(1) 3(1) 3(1)
krypt. LZ n=20 45 (9) 55 (11) 5 (1) 20 (4) 0 (0) 10 (2)
tox. LZ n=49 51 (25) 63 (31) 0 (0) 0 (0) 0(0) 18 (9)
CU n=50 48 (24) 50 (25) 4(2) 2(1) x4 (2) 8 (4)
M. Crohn n=39 31 (12) 38 (15) 3(1) 0 (0) 0 (0) 15 (6)
M. Weg. n=7 14 (1) 57 (4) 100 (7) 0 (0) 0 (0) 14 (1)
Vaskulitis n=18 39 (7) 39 (7) 11 (2) 0 (0) 0 (0) 5 (1)
APS n=67 39 (26) 43 (29) 3(2) 3(2) 0 (0) 24 (16)

Tab. 64 Auftreten von Antikérpern bei den Patientengruppen, % = Angaben in Prozent, n = Anzahl der Patienten,
die kumulativen Werte tiberschreiten die Gesamtzahlen durch Mehrfachnennung bei Uberlappungs-
syndromen, ANA = Antinukledre AK, SMA = AK gegen glatte Muskulatur, Aktin = AK gegen Aktin, AMA =
Antimitochondriale AK, LKM = AK gegen Leber-Nieren-Mikrosomen, AEA = Antiendotheliale AK

*von den Patienten mit AIH hatten 68 eine AIH Typ 1a mit Nachweis von ANA/SMA, 30
Patienten eine AIH Typ 1b (Nachweis von Anti-Aktin AK), 4 Patienten eine AIH Typ 2 (Anti-LKM AK) und
14 Patienten eine AlIH Typ 3 (Anti-LP/SLA positiv). **PSC gesichert mittels ERCP, atypische cCANCA

nachweisbar, keine PBC spez Determinanten im Western Blot. ***ein Patient mit Uberlappungssyndrom

mit einer AlH Typ 2, ein Patient mit PSC und CU, kein Hinweis auf AlH. ****ein Patient mit

Uberlappungssyndrom mit einer AIH Typ 2
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Sinusoide %(n) | ASA %(n) SD %(n) | Parietal %(n) | Fibrillen %(n)
PSC n=39 15 (6) 21 (8) 21 (8) 41 (16) 21 (8)
CU n=50 32 (16) 36 (18) 24 (12) 50 (25) 12 (6)
M. Crohn n=39 38 (15) 49 (19) 21 (8) 49 (19) 2(1)
AlH n=116 15 (17) 3(3) 36 (42) 33 (38) 33 (38)
M. Weg. n=7 29 (2) 14 (1) 71 (5) 47 (4) 0 (0)
Vaskulitis n=18 28 (5) 22 (4) 39 (7) 22 (4) 28 (5)
PBC n=117 15 (18) 11 (13) 7(8) 9 (10) 8 (9)
krypt. LZ n=20 25 (5) 35(7) 35(7) 35(7) 20 (4)
tox. LZ n=49 37 (18) 31 (15) 31 (15) 57 (28) 29 (14)
Hep. C n=36 0(0) 0(0) 3D 6(2) 6 (2)
APS n=67 28 (19) 33 (22) 29 (26) 37 (25) 25 (17)

Tab. 66 Fortsetzung von Tabelle 57 Sinusoide = AK gegen Lebersinusoide, ASA = Antisarkolemmale AK, SD =
AK gegen Schilddrise, Parietal = AK gegen Parietalzellen, Fibrillen = AK gegn Fibrillen
*von den Patienten mit AIH hatten 68 eine AIH Typ 1la mit Nachweis von ANA/SMA, 30
Patienten eine AIH Typ 1b (Nachweis von Anti-Aktin AK), 4 Patienten eine AIH Typ 2 (Anti-LKM AK) und
14 Patienten eine AIH Typ 3 (Anti-LP/SLA positiv).

AlIH 1a n=68 AlH 1b n=30 AlH 2 n=4 AlH 3 n=14
ANA 64 3 1 8
Anti-Aktin 42 30 0 4
LKM 0 0 4 0
LP/SLA 0 0 0 14

Tab. 65 Auftreten von Antinukledren AK (ANA),Anti-Aktin Ak, AK gegen
Leber-Nieren-Mikrosomen (LKM) und Anti-Leber-Pankreas/soluble liver antigen AK
(LP/SLA) bei den verschiedenen Typen der Autoimmunen Hepatitis, n = Anzahl der
Patienten

Die Tabelle 67 zeigt, fur welche AK sich signifikante Unterschiede in der Verteilung
zwischen den ANCA positiven und negativen Patienten ergaben.

Antinukledre AK, AK gegen glatte Muskulatur und Anti-Aktin AK traten am héaufigsten
bei den pANCA positiven Patienten auf. Auch AK gegen Parietalzellen und Fibrillen
waren bei dieser Gruppe am haufigsten.

Dagegen waren Antimitochindriale AK in Giberwiegender Anzahl bei den Patienten zu
finden, die im Immunfluoreszenztest ein CANCA Muster zeigten.

Fur die Gbrigen Autoantikérper lie3en sich keine signifikanten Unterschiede in der
Verteilung zwischen ANCA positiven und negativen Patienten finden.

Aufgrund der teilweise kleinen Stichproben war eine valide statistische Auswertung

der Antikorperverteilungen in den einzelnen Patientengruppen nicht maglich.
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ANCA neg n=277 cANCA n=57 pANCA n=181 p
ANA % (n) 35 (98) 23 (13) 54 (98) <0.0001
SMA % (n) 50 (138) 56 (32) 70 (127) <0.0001
Aktin % (n) 9 (26) 9 (5) 24 (43) <0.0001
AMA % (n) 22 (62) 74 (42) 4 (8) <0.0001
LKM % (n) 1(2) 0(0) 2 (4) 0.1978
AEA % (n) 12 (33) 11 (6) 7 (12) 0.1619
Sinusoide % (n) 21 (59) 26 (15) 23 (42) 0.6903
ASA % (n) 24 (66) 16 (9) 18 (32) 0.1712

Tab. 67 Unterschiede im Auftreten von Autoantikdrpern bei den ANCA positiven und negativen Patientengruppen,
Angaben in Prozent, in Klammern absolute Zahlen, n = Anzahl der Patienten, ANA = Antinukleadre AK,
SMA = AK gegen glatte Muskulatur, Aktin = AK gegen Aktin, AMA = Antimitochondriale Ak, LKM = AK
gegen Leber-Nieren-Mikrosomen, AEA = Antiendotheliale AK, Sinusoide = AK gegen Lebersinusoide,
ASA = Antisarkolemmale AK, SD = AK gegen Schilddruse, Parietal = AK gegen Parietalzellen, Fibrillen =
AK gegen Fibrillen

3.2.3Zusammenfassung der Laborbefunde

1. pANCA traten vor allem bei Patienten mit PSC, Autoimmuner Hepatitis, Colitis ul-
cerosa, M. Crohn und Vaskulitiden auf. CANCA sind typisch fur den M. Wegener,
finden sich aber auch bei der PBC. Bei Patienten mit Hepatitis C, kryptogener
oder toxischer Leberzirrhose traten selten ANCA auf.

2. Erhohte GOT- und GPT-Werte fanden sich bei den pANCA positiven Patienten
mit Lebererkrankungen. Bei der PBC zeigten Patienten mit erhdhtem Gesamtbili-
rubinspiegel signifikant haufiger ein cANCA Muster (vgl. Tab.33).

3. Erhohte Serum-lgG-Werte traten vor allem bei der Autoimmunen Hepatitis und
kryptogenen Leberzirrhose auf. Die IgA-Spiegel waren bei der toxischen und
kryptogenen Leberzirrhose erhoht. Signifikant Gber der Norm liegende IgM-Wer-
te traten ausschlief3lich bei cANCA positiven PBC Patienten auf

4. pANCA waren vor allem mit antinukledren AK (ANA), AK gegen glatte Muskula-
tur (SMA) und Anti-Aktin AK assoziiert. CANCA traten -neben Patienten mit M.

Wegener- vor allem bei Patienten mit AMA positiver PBC auf.
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3.3 Nachweis von ANCA mit dem ELISA

Alle 515 Patienten wurden mit dem ELISA auf Anti-Neutrophil-Antikérper vom Typ
IgG, IgG F(ab’)2 und IgM untersucht. Als Antigen wurde eine Suspension beschallter
Neutrophiler Granulozyten verwendet. Die Granulozyten stammten ausschlie3lich von
Spender zehn.

Die bei der Durchfiihrung des ELISA verwendeten Kontrollseren stammten von je-
weils einem pANCA und cANCA positiven Patienten und von neun ANCA negativen
gesunden Blutspendern.

Normgrenzen:

Zur Festlegung der Normgrenzen wurden die Werte der ANCA negativen Kontrollen
verwendet (Tabelle 68).Ein Ergebnis wurde als positiv bewertet, wenn der Wert fol-
gender Formel entsprach:

Wert =M+ 3xo
M = Mittelwert der negativen Kontrollen, o = Standardabweichung

Nach dieser Formel ergaben sich folgende Normgrenzen:

IgG positiv fir x>= 0,0987

lgG F(ab’)2 positiv fur x>= 0,1025

IgM positiv fur x>= 0,2344
Mittelwert Normgrenze

g

IgG 0.0402 0.0195 0.0987
IgG F(ab’)2 0.0353 0.0224 0.1025
IgM 0.0904 0.0480 0.2344

Tab. 68 Verwendete Mittelwerte und Standardabweichungen (o) zur
Berechnung der Normgrenzen fur den ELISA

Nachweis der Immunglobulinklassen am Gesamtkollektiv:
Die Abbildungen 19-21 und Tabellen 69-71 zeigen die Ergebnisse des ELISA in be-
zug auf das Gesamt-Patientenkollektiv.
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92 % der Patienten zeigten im ELISA Antikérper vom IgG Typ, 1gG F(ab’)2 Antikorper

waren bei 73 % nachweisbar. Antikorper vom Typ IgM hatten 55 % der Patienten.

ELISA IgG

Anzahl n

400 7

300 7

Abb. 19: Patienten im Gesamtkollektiv mit Nachweis
von AK gegen Neutrophile Granulozyten vom
IgG Typ im ELISA

ELISA IgG F(ab)2

Anzahl n

200 1 ELISA 1gG Anzahl n Prozent %

100 7 ELISA pos. 473 92

0 ELISA neg. 42 8
ELISA pos. ELISA neg.

ELISA Ergebnis gesamt 515 100

Tab. 69 Patienten im Gesamtkollektiv mit Nachweis
von AK gegen Neutrophile Granulozyten vom
IgG Typ im ELISA

Anzahl n Prozent %
ELISA pos. 377 73
ELISA neg. 138 27
ELISA pos. ELISA neg.
ELISA Ergebnis gesamt 515 100

Abb. 20: Patienten im Gesamtkollektiv mit Nachweis
von AK gegen Neutrophile Granulozyten
vomTyp 1gG F(ab’)2 im ELISA

ELISA IgM

500 Anzahl n

400

300

Tab. 70 Patienten im Gesamtkollektiv mit Nachweis
von AK gegen Neutrophile Granulozyten

vomTyp IgG F(ab’)2 im ELISA

200 1 Anzahl n Prozent %

0 ELISA pos. 286 56

0 ELISA neg. 229 44
ELISA pos. ELISA neg.

ELISA Ergebnis gesamt 515 100

Abb. 21: Patienten im Gesamtkollektiv mit Nachweis
von AK gegen Neutrophile Granulozyten vom
IgM Typ im ELISA

Tab. 71 Patienten im Gesamtkollektiv mit Nachweis
von AK gegen Neutrophile Granulozyten vom

IgM Typ im ELISA
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3.3 Nachweis von ANCA mit dem ELISA

Zusammenhang zwischen Diagnose und Immunglobulinklassen:

Es wurde untersucht, ob sich im Vergleich der einzelnen Patientengruppen Unter-
schiede im Auftreten der einzelnen Immunglobulinklassen ergaben.

Um eine genauere Interpretation zu ermoglichen, wurden ausschlief3lich die Patien-
ten betrachtet, bei denen kein Uberlappungssyndrom mehrerer Erkrankungen vorlag
(n=475).

Die Ergebnisse sind in Tabelle 72 dargestelit.

Es fiel auf, dass bei allen Patientengruppen die AK vom IgG Typ am starksten und
die AK vom IgM Typ am geringsten vertreten waren.

IgG lagen in den unterschiedlichen Patientengruppen bei 60-100 % der Falle vor,
IgG F(ab’)2 bei 38-94 %. IgM fanden sich bei 19-78 % der Patienten.

Anzahl (%) positive Patienten
Diagnose n IgG IgG F(ab’)2 IgM
PSC 24 22 (92) 19 (79) 11 (46)
Colitis ulcerosa 39 29 (74) 24 (62) 3(21)
M. Crohn 37 23 (62) 14 (38) 7 (19)
PBC 102 96 (94) 64 (63) 61 (60)
AlH 93 92 (99) 81 (87) 68 (73)
Hepatitis C 32 32 (100) 16 (50) 6 (19)
toxische LZ 49 49 (100) 45 (92) 38 (78)
kryptogene LZ 13 12 (92) 10 (77) 6 (46)
Vaskulitis 17 17 (100) 16 (94) 8 (47)
M. Wegener 7 6 (96) 5(71) 3 (43)
Ap Syndrom 62 56 (90) 47 (76) 48 (77)

Tab. 72 Vorkommen von AK verschiedener Immunglobulin-Typen gegen Neutrophile Granulozyten
bei verschiedenen Patientengruppen, n= Anzahl der getesteten Patienten
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3.3 Nachweis von ANCA mit dem ELISA

Zusammenhang zwischen ANCA im IFL und dem Nachweis von Antikorpern
gegen Neutrophile Granulozyten verschiedener Immunglobulin-Typen im
ELISA:

Im folgenden wurde untersucht, ob sich beim Nachweis der Immunglobulinklassen
Unterschiede zwischen den ANCA positiven und negativen Patienten ergaben (Tabel-
le 73).

Dabei zeigte sich, dass ausschlie3lich bei den IgM ein signifikanter Unterschied zwi-
schen den ANCA negativen, sowie den c- und p-ANCA positiven Patienten bestand
(p=0,0363).

In die differenzierte Untersuchung der Patientengruppen wurden nur die Patienten
ohne Uberlappungssyndrom einbezogen.

Dabei ergaben sich in den einzelnen Patientengruppen keine signifikanten Unter-
schiede zwischen ANCA positiven und negativen Patienten im Auftreten der verschie-
denen Immunglobulinklassen (nicht dargestellt).

Anzahl (%) positive Patienten
IFL-Muster n IgG IgG F(ab’)2 IgM
pANCA 181(163 (90) 144 (80) 87 (48)
cANCA 57 |55 (96) 40 (70) 32 (56)
ANCA negativ 277|255 (92) 193 (70) 167 (60)

Tab. 73 Darstellung des Zusammenhangs zwischen dem Nachweis von AK vom Typ IgG, 1gG
F(ab’)2 und IgM im ELISA und dem Auftreten von ANCA im Immunfluoreszenztest, n=

Anzahl der getesteten Patienten

- 43
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3.4 Antigenidentifizierung im Western Blot

Zur Untersuchung der Frage, ob sich die Target-Antigene der ANCA als spezifische
Determinanten im Western Blot identifizieren lassen, wurden 56 Seren von Patienten
mit verschiedenen Erkrankungen untersucht.

Das Antigen wurde in allen Fallen von Spender zehn gewonnen und entweder unbe-
handelt, mit Ultraschall oder mit Triton behandelt verwendet. Als Auftragspuffer wur-
den ein Standard- (denaturierender) und ein Nativ- Probenpuffer eingesetzt. Der Ver-
gleich der Methoden zeigte, dass die Verwendung von beschallten Granulozyten und
Standard-Probenpuffer die besten Ergebnisse erzielte. Fur alle weiteren Untersu-
chungen wurde deshalb diese Methode verwendet.

Tabellen 74-82 geben Auskunft Uber Auftreten und Molekulargewicht der nachgewie-

senen Determinanten.

Nr. 30kD| 32kD| 34kD | 35kD | 40kD | 42kD| 55kD| 60kD | 65kD | 70kD | 95kD |100kD
Diagnose |ANCA

37 |AlH 1a p+++ 1 1

38 |AlH 1a p+++ 1

39 |AlH1b p+++ 1 1 1 1 1

40 |AIH 2 p++ 1 1

41 |AIH 3 p+++ 1
gesamt: 5 5 1 2 2 2 1 1 1

Tab. 74 Darstellung der verschiedenen Determinanten, mit denen Seren von Patienten mit Autoimmuner Hepatitis
im Western Blot mit beschallten Granulozyten reagierten.

Nr. Diagnose |ANA SMA Aktin dsDNA |Fibrillen |LKM Parietalz |SD
37 |AlH 1a pos pos pos pos
38 |AIH l1a pos pos pos
39 |AlH 1b pos pos pos pos pos pos
40 |AIH2 pos pos pos pos pos
41 AIH3 pos pos

gesamt: 5 4 5 2 1 3 1 2 2

Tab. 75 Darstellung der verschiedenen Autoantikdrper, die bei Patienten mit Autoimmuner Hepatitis im
Immunfluoreszenztest nachweisbar waren.
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Nr. 30kD|32kD|34kD | 35kD | 40kD|42kD |55kD |60kD | 65kD | 70kD | 95kD [100kD
Diagnose |ANCA
7 |CU p++ 1 1 1 1
8 |CU p+++ 1 1
9 |CU p++ 1 1 1 1
10 CU p+++ 1 1 1 1
11 |CU p++ 1 1 1
12 |CU p++ 1 1
13 |CU p++ 1 1 1
gesamt: 7 1 1 4 1 2 3 5 5
14 |CU neg 1 1 1 1 1
15 |CU neg 1 1 1
16 |CU neg 1 1 1 1
17 |CU neg
18 |CU neg
gesamt: 5 2 3 1 1 3 2

Tab. 76 Darstellung der verschiedenen Determinanten mit denen Seren von Patienten mit Colitis ulcerosa im
Western Blot mit beschallten Granulozyten reagierten

Nr. 30kD| 32kD | 34kD | 35kD | 40kD | 42kD | 55kD | 60kD | 65kD| 70kD | 95kD |100kD
Diagnose |ANCA

19 |PSC p+++ 1 1

20 |PSC p+++ 1 1 1 1 1 1

21 |PSC p+++ 1 1 1 1

22 |PSC p++ 1 1 1 1 1 1

23 |PSC p+++ 1 1 1 1

24 |PSC p+++ 1 1 1 1
gesamt: 6 1 1 5 6 6 2 5

25 |[PSC neg 1 1

26 |PSC neg 1 1 1 1 1

27 |PSC neg 1 1 1 1

28 |PSC neg 1 1 1 1

29 |PSC neg 1 1 1 1
gesamt: 5 1 2 5 4 4 5 1

Tab. 77 Darstellung der verschiedenen Determinanten, mit denen Seren von Patienten mit PSC im Western Blot
mit beschallten Granulozyten reagierten




3 Ergebnisse
3.4 Antigenidentifizierung im Western Blot

Nr. 30kD| 32kD|34kD | 35kD |40kD | 42kD| 55kD| 60kD | 65kD | 70kD | 95kD [100kD
Diagnose |ANCA

42 |PBC neg 1

43 |PBC neg 1

44 |PBC neg 1

45 |PBC neg 1

46 |PBC neg
gesamt: 5 4

Tab. 78 Darstellung der verschiedenen Determinanten, mit denen Seren von Patienten mit PBC im Western Blot
mit beschallten Granulozyten reagierten

Nr. 30kD|32kD | 34kD | 35kD |40kD | 42kD| 55kD | 60kD | 65kD | 70kD | 95kD |100kD
Diagnose |ANCA

47 |tox LZ neg 1 1

48 |tox LZ neg 1 1

49 |tox LZ neg 1 1 1

50 |tox LZ neg 1 1

51 tox LZ neg 1 1
gesamt: 5 5 1 5

Tab. 79 Darstellung der verschiedenen Determinanten, mit denen Seren von Patienten mit toxischer
Leberzirrhose im Western Blot mit beschallten Granulozyten reagierten

Nr. 30kD|32kD| 34kD | 35kD |40kD | 42kD| 55kD | 60kD | 65kD | 70kD | 95kD|100kD
Diagnose |/ANCA

52 |Hep.C neg

53 |Hep.C neg

54 |Hep.C neg 1
55 |Hep.C neg 1
56 |Hep.C neg 1

gesamt: 5 3

Tab. 80 Darstellung der verschiedenen Determinanten, mit denen Seren von Patienten mit Hepatitis C im Western
Blot mit beschallten Granulozyten reagierten
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Nr.

Diagnose

ANCA

30kD

32kD

34kD

35kD

40kD

42kD

55kD

60kD

65kD

70kD

95kD

100kD

30

M Weg.

CH+

31

M Weqg.

Cc+

32

M Weg.

c+

33

M Weqg.

CH++

34

M Weg.

Cc+++

35

M Wegq.

CH+

36

M Weg.

c+

L R

gesamt: 7

1

Tab. 81 Darstellung der verschiedenen Determinanten mit denen Seren von Patienten mit M. Wegener im

Western Blot mit beschallten Granulozyten reagierten

Nr.

Diagnose

ANCA

30kD

32kD

34kD

35kD

40kD

42kD

55kD

60kD

65kD

70kD

95kD

100kD

Normals.

neg

Normals.

neg

Normals.

neg

Normals.

neg

Normals.

neg

o (01|~ W N |

Normals.

neg

R R ST N

gesamt (6)

3

3

Tab. 82 Darstellung der verschiedenen Determinanten, mit denen Seren gesunder Blutspender im Western Blot
mit beschallten Granulozyten reagierten

Spezifische Determinanten:

Die Determinante bei 35 kD war ausschlief3lich bei Patienten mit PSC und Colitis ul-

cerosa nachweisbar, und zwar sowohl bei pANCA positiven (neun von 13) als auch

bei ANCA negativen (acht von zehn) Patienten.

Die bei 95 kD nachweisbare Determinante war unabhangig vom ANCA Status bei

zehn von elf PSC-Patienten und sieben von zwdlf Patienten mit Colitis ulcerosa vor-

handen. Sie war auch bei einem p-ANCA positiven Patienten mit Autoimmuner Hepa-

titis zu finden.
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3.4 Antigenidentifizierung im Western Blot

Unspezifische Determinanten:
Bei verschiedenen Erkrankungen fanden sich unspezifische Determinanten bei 30
kD (n =eins), 34 kD (n =funf), 40 kD (n =zwei), 65 kD (n =vier) und 70 kD (n=drei).

Eine unspezifische Determinante bei 42 kD war vor allem bei M. Wegener (sieben
von sieben), PBC (vier von fuinf) und toxischer Leberzirrhose (funf von funf) nach-
weisbar. In geringerem Umfang fand sie sich bei Hepatitis C (drei von funf), Autoim-
muner Hepatitis (zwei von funf) und Colitis ulcerosa (drei von zwolf). Bei Seren von
Patienten mit PSC und von gesunden Blutspendern war diese Bande nicht nachweis-
bar.

Eine Determinante bei 100 kD fand sich bei allen funf untersuchten Patienten mit to-
xischer Leberzirrhose und bei je einem Patienten mit PSC und Autoimmuner Hepati-
tis. Allerdings war sie auch bei drei von sechs gesunden Blutspendern nachweisbar.

Determinanten bei 55 kD und 60 kD waren bei zehn von elf Patienten mit PSC und
vier bis acht von zwolf Patienten mit Colitis ulcerosa zu finden. Aul3erdem traten sie
bei einem Patienten mit Autoimmuner Hepatitis und bei drei bis sechs von sechs ge-
sunden Blutspendern auf.

Zusammenfassung der Westernblot-Befunde:

1. Die Determinanten bei 35 und 95 kD zeigten eine hohe Spezifitat fir die PSC
und Colitis ulcerosa.

2. Eine Determinante bei 32 kD war fast ausschlief3lich bei Patienten mit Autoim-

muner Hepatitis nachweisbar, unabhangig vom sonstigen Antikdrperstatus.

3. Bei Patienten mit PBC, Hepatitis C und toxischer Leberzirrhose, aber auch mit M.
Wegener - nicht dagegen mit PSC - fand sich haufig eine Determinante bei 42
kD; bei Patienten mit toxischer Leberzirrhose zusatzlich eine Reaktion mit einem
Protein bei 100 kD.
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4. Weitere Determinanten bei 30, 34, 40, 55, 60, 65 und 70 kD traten in unter-
schiedlicher Haufigkeit innerhalb der verschiedenen Patientengruppen auf und
sind als unspezifisch zu bewerten.
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Abb. 22 Western Blot Untersuchung verschiedener Patientenseren, S =Auftragspuffer Standard, N =
Auftragspuffer Nativ, u = Antigen unbehandelt, so = Antigen mit ultraschall behandelt, t = Antigen mit
Triton behandelt, 1, 2, 3 = CU pANCA pos., 4,5 = Sheets mit Proteinfarbung, 6, 7 = gesunde Kontrollen
ANCA neg.,
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Abb. 23: Fortsetzung Abbildung 16, 8 = M. Wegener cANCA pos., 9 = Autoimmune Hepatitis pANCA pos.,10 =
PBC ANCA neg., 11 = tox. Leberzirrhose ANCA neg., 12 = Hepatitis C ANCA neg., 13 = CU pANCA
pos., 14 = PSC pANCA pos., 15 = PSC pANCA neg.







4 Diskussion

Der Nachweis von ANCA wird vor allem in der Diagnostik des M. Wegener und ande-
rer Vaskulitiden eingesetzt, wo sie einen hohen diagnostischen Wert haben [ 97, 65,
30, 31, 24]. Aber auch bei anderen Erkrankungen, wie bei den chronisch entzindli-
chen Darmerkrankungen, der PSC oder Autoimmunen Hepatitis, lassen sich ANCA
nachweisen [47, 75, 20, 77].

4.1 Faktoren, die den Nachweis von ANCA im indirekten
Immunfluoreszenztest beeinflussen.

4.1.1Einfluld der Granulozytenherkunft auf den Nachweis von ANCA

Ein Problem beim Nachweis von ANCA mit dem indirekten Immunfluoreszenztest
(IFL) liegt in der Notwendigkeit zur Gewinnung der Granulozyten von Blutspendern .
Dies erschwert eine einheitliche Standardisierung der Tests, da in Abh&ngigkeit vom
Granulozytenspender die Ergebnisse unterschiedlich sind [4, 72, 24, 43]. Berg et. al.
fuhren die Variabilitdt der Ergebnisse auf eine unterschiedlich starke Expression der
ANCA-abhangigen Antigene auf den Neutrophilen Granulozyten zurtick [4]. Weiter
berichten sie von einem starken Verlust der Antigenitat durch Einfrieren und Auftauen
der Granulozytenpréparate.

Zur Untersuchung obengenannter Sachverhalte wurden in dieser Studie Granulozy-
tenpraparate von elf verschiedenen Spendern miteinander verglichen. Alle Praparate
wurden mit Methanol bei —70 °C fixiert und bis zur Verwendung bei —20 °C gelagert.
30 Seren von Patienten mit PSC, Vaskulitis, M. Wegener, Autoimmuner Hepatitis und
PBC wurden mit Granulozytenpraparaten aller Spender auf ANCA untersucht. Dabei
traten je nach verwendetem Spender bei 10-30 % der untersuchten Seren Abwei-
chungen vom urspriinglich definierten ANCA Status auf. Die Abweichungen waren
nicht an bestimmte Diagnosen gebunden, sie traten bei allen Erkrankungen auf.

Dies unterstitzt die von Berg et. al. dargestellte Beobachtung der Variabilitat der Anti-
genexpression [3].
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4.1 Faktoren, die den Nachweis von ANCA im indirekten Immunfluoreszenztest
beeinflussen.

Der Vergleich von Granulozytenpraparaten vom selben Spender, die an verschiede-
nen Tagen hergestellt wurden, sollte die Frage klaren, ob die Antigenexpression auf
den Granulozyten zeitlichen Schwankungen unterworfen ist.

Daflr wurden von zwei Spendern Granulozytenpraparate an zwei je sechs Wochen
auseinanderliegenden Tagen hergestellt.

Bei beiden Spendern zeigte sich eine hohe Ubereinstimmung zwischen den Untersu-
chungsergebnissen beider Praparate (x = 0,88). Dies lasst auf eine geringe intraindi-
viduelle Schwankung der Antigenexpression auf Neutrophilen Granulozyten schlie-
Ren.

4.1.2 Einfluld der Fixierungsmethode auf den Nachweis von ANCA

Der Nachweis von ANCA im IFL bei verschiedenen Patientengruppen hat zu zahlrei-
chen Versuchen gefuhrt, durch unterschiedliche Fixierungsmethoden der Granulozy-
ten bessere und differenziertere Moglichkeiten zur Detektion von ANCA zu schaffen.
Dabei ergaben sich vielfaltige und teilweise widerspriichliche Ergebnisse in Bezug
auf die diagnostische Validitat und Aussagekraft der einzelnen Methoden.

In dieser Studie wurden vier unterschiedliche Methoden zur Fixierung von Granulozy-
ten fUr den IFL verglichen, die in der Literatur haufig verwendet werden; eine Fixie-
rung mit Methanol bei —70 °C und +4 °C, sowie eine Fixierung mit Ethanol bei —70 °C
und eine Fixierung mit Formaldehyd bei Raumtemperatur.

Es wurden Granulozytenpraparate zwei verschiedener Spender mit den vier unter-
schiedlichen Fixierungsmethoden hergestellt. 28 Seren von Patienten mit PSC, Vas-
kulitis, M. Wegener, Autoimmuner Hepatitis und PBC wurden mit diesen unterschied-
lichen Praparaten auf ANCA untersucht.

Methanol —70 °C

Beim Vergleich der Untersuchungsergebnisse, die mit Methanol —70 °C fixierten Gra-
nulozyten gewonnen wurden, ergaben sich zwei bis drei Abweichungen vom definier-
ten ANCA Status. Auch die Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen der zwei
Spender war mit 96,4 % (k = 0,94) sehr hoch.

Dabei handelte es sich bei den Abweichungen dreimal um ein pANCA Muster bei
ANCA negativen Autoimmuner Hepatitis und zweimal um ein cCANCA Muster bei
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PBC. Bei allen Patienten mit Vaskulitis und pANCA (die meist der Myeloperoxidase
entsprechen) war dieses pANCA-Muster auch nach Fixierung mit Methanol -70 °C
nachweisbar. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den von Rao et. al. verof-
fentlichten Darstellungen, nach denen ein MPO-assoziiertes pANCA Muster bei Ver-
wendung Methanol fixierter Granulozyten in der grol3en Mehrzahl der Félle negativ
wird [63].

Auch die von Rao et. al. beschriebene signifikante Verminderung der Bindung von
PR3-ANCA an Methanol fixierte Granulozyten [63] liel3 sich nicht bestéatigen. Alle vier
M.Wegener assoziierten CANCA Muster lie3en sich mit Methanol —70 °C fixierten

Granulozyten nachweisen.

Methanol +4 °C

Vergleicht man die Ergebnisse, die mit Methanol +4 °C fixierten Granulozyten gewon-
nen wurden, zeigt sich, dass die Ubereinstimmung zwischen den beiden Untersu-
chungsgéngen mit einem Quotienten von 82,1 % (k= 0,65) wesentlich geringer ist als
bei Fixierung der Granulozyten bei Methanol —70 °C. Dabei kommen die Abweichun-
gen vom definierten ANCA Status vor allem durch falsch negative Ergebnisse zustan-
de (sechs falsch negative pANCA Seren, ein falsch negatives cANCA Serum), das
heil3t, mit dieser Methode werden mdoglicherweise einige Patienten mit PSC oder
Vaskulitis nicht erfasst.

Die Temperatur scheint also eine entscheidende Rolle fir das Fixierungsergebnis zu

spielen.

Ethanol —70 °C

Als Standardmethode fur die Granulozytenbehandlung zur Detektion von ANCA gilt
die Fixierung mit Ethanol [95, 35, 65].

In der vorliegenden Studie wurden Granulozyten mit Ethanol bei —70 °C fixiert. Die
Ergebnisse zeigen, dass mit dieser Fixierung ein grof3er Teil der Seren falsch negativ
getestet wurde (30 % falsch negative, davon acht falsch negative pANCA Seren, zwei
falsch negative CANCA Seren).

Auch die Untersuchung der Ubereinstimmungen zwischen den beiden Untersu-
chungsgangen zeigte mit einem Ubereinstimmungsquotient von 75 % (x nicht bere-

chenbar), ein fir diagnostische Verfahren nicht ausreichendes Ergebnis.
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beeinflussen.

Die von Rao et.al. beschriebene Beobachtung, dass MPO-pANCA und pANCA bei
PSC im IFL an Ethanol fixierten Granulozyten nicht zu unterscheiden sind [63], konn-
te bestatigt werden. Die pANCA Muster bei PSC und Vaskulitis Seren waren wie bei
der Fixierung mit Methanol -70 °C vergleichbar. Ethanol fixierte Granulozyten schei-
nen sich also nicht zur Differenzierung dieser Erkrankungen zu eignen.

So kann man aufgrund der deutlich besseren Ergebnisse bei Verwendung Methanol
—70 °C fixierter Granulozyten, von einer Uberlegenheit dieser Methode zum Nach-
weis von ANCA ausgehen.

Formaldehyd Raumtemperatur

Viele Arbeitsgruppen haben in der Vergangenheit den Einfluf? einer Granulozytenfi-
xierung mit Formaldehyd auf den Nachweis von ANCA untersucht. Dabei kam es zur
Darstellung teils widersprichlicher Beschreibungen, hinsichtlich Auswirkung und Nut-
zen dieser Methode.

Vernetzende Reagentien wie Formaldehyd fiihren zur Bildung intermolekularer Bri-
cken, vor allem zwischen freien Aminogruppen. Dadurch kommt es zur Entstehung
eines Netzwerkes miteinander verbundener Antigene [37].

Verschiedene Autoren beschrieben, dass dieser Vorgang dazu fuhrt, dass ein an Al-
kohol fixierten Granulozyten nachgewiesenes pANCA Muster, bei Verwendung Form-
aldehyd fixierter Granulozyten, in ein cCANCA Muster transformiert wird [63, 24, 13,
46]. Unterschiedliche Auffassungen bestanden jedoch Uber die Spezifitat dieser
Transformation fir verschiedene Erkrankungen und die Konsistenz der Ergebnisse
bei wiederholten Untersuchungen.

Rao et. al. berichteten, dass pANCA bei Vaskulitis an Formalin fixierten Granulozyten
ein CANCA Muster zeigen, wahrend Colitis ulcerosa assoziierte pANCA negativ wer-
den [63]. Cambridge et. al. fanden keine Veranderung Vaskulitis assoziierter pANCA
bei Verwendung Formalin fixierter Praparate [24]. Auch Yang fand unabhangig von
der Fixierungsmethode (Ethanol, Formaldehyd, Aceton) bei Colitis ulcerosa und Vas-
kulitis ein pANCA Muster [99] und leitete daraus ab, dass das pANCA Muster kein
Artefakt einer Alkohol Fixierung sei, wie es Wieslander et. al. beschrieben [93].

Im Gegensatz dazu berichtet Chowdhury et. al. von einer Konversion der pANCA zu
CcANCA, unabhéngig davon, ob es sich um MPO-pANCA oder andere pANCA-Spezi-
fitaten handelt [ 13].
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Er und andere beschrieben auch, dass eine Fixierung mit Formalin zu einer ver-
starkten Autofluoreszenz fuhrt, und es durch die unspezifische Farbstoffbindung zu
einer erhohten Rate an falsch positiven Proben kommt [13, 44].

Zahlreiche Untersuchungen belegen, dass die Formaldehydfixierung inkonsistente
und unterschiedliche Ergebnisse bringt und keinen Beitrag zur Differenzierung ver-
schiedener pANCA Muster leistet [63, 46, 79, 13].

In der vorliegenden Studie wurden Granulozyten mit Formaldehyd bei Raumtempera-
tur fixiert. Die Ergebnisse zeigen, dass in 17 Fallen pANCA in ein cANCA Muster
konvertiert wurden. Dieses Phanomen war unabhangig von der Diagnose bei allen
Patientengruppen zu beobachten. Nur bei einem pANCA positiven Serum eines Pa-
tienten mit Autoimmuner Hepatitis zeigte sich an den formaldehydfixierten Granulozy-
ten ein pANCA Muster.

Auch kam es bei zehn Patienten mit verschiedenen Erkrankungen zu einem falsch
positiven Ergebnis durch Neuauftreten eines cANCA Musters.

Diese Beobachtungen stehen damit in Ubereinstimmung mit den von Chowdhury et.
al. und La Cour et. al. veroffentlichten Daten [13, 44]. Nicht bestatigt werden konnten
dagegen die von Yang vorgelegten Beobachtungen, dass bei Vaskulitis auch an for-
maldehydfixierten Granulozyten ein pANCA Muster auftritt [99].

Weiterhin zeigte sich in dieser Studie, wie auch bei Chowdhury et. al. und La Cour et.
al., dass bei den formaldehydfixierten Granulozyten eine verstarkte Autofluoreszenz
auftritt, die die Beurteilung von ANCA Mustern deutlich erschwert.

Bei der Untersuchung der Ubereinstimmungen zwischen den beiden Untersuchungs-
gangen zeigten sich stark inkonsistente Ergebnisse, die sich in einem Ubereinstim-
mungsquotienten von 67,9 % (x nicht berechenbar)ausdriicken.

Diese Ergebnisse unterstitzen die Ansicht verschiedener Autoren, die einer Formal-
dehydfixierung keinen Informationsgewinn zusprechen [63, 46, 79, 13].
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4.2 Pravalenz von ANCA und Assoziation mit Laborparametern und
Antikorpern

4.2.1 Pravalenz von ANCA bei Detektion im indirekten Immunfluoreszenztest

Viele Studien haben sich mit dem Nachweis von ANCA und deren Pravalenz und
Spezifitat bei unterschiedlichen Erkrankungen beschaftigt.

Wahrend die gegen Proteinase 3 gerichteten cANCA bei M. Wegener ein sensitiver
und spezifischer Marker (Sensitivitat: 90 % [17, 54, 90], Spezifitat: 96-99,5 % [64,
63]) fur das Vorliegen dieser Erkrankung sind, gibt es in Bezug auf die pANCA wider-
spruchliche Daten. Diese Spezifitat der cCANCA fur den M. Wegener konnten wir auch
in unserer Studie belegen. Lediglich bei Patienten mit PBC war eine zytoplasmati-
sche Fluoreszenz an Granulozyten haufig zu beobachten (42 %), wobei diese aber
wahrscheinlich durch die in den Seren der Patienten nachweisbaren antimitochon-
drialen Antikérper bedingt ist.

In dieser Studie wurden elf Erkrankungen mit dem indirekten Immunfluoreszenztest
auf das Vorhandensein von ANCA untersucht. Die hier dargestellten Daten beziehen
sich nur auf die Patienten, bei denen keine Uberlappung mehrerer Erkrankungen vor-
lag. In Tabelle 83 sind die Daten zusammen mit den Angaben verschiedener Autoren
zur Pravalenz von pANCA dargestellt.

A [47] [34] [43] [52] [67] [40] [89] | [102] | [24] [28]
PSC 79 80 79 49
C. ulc 56 30 83 17
M. Crohn 86 9 25 13 7 33
PBC 1 30 13 28 15
AlH 73 30 16 88 70 65
Hep C 9 7 14
tox LZ 4 6
krypt LZ 8
Vaskulit. 53 80 50

Tab. 83 Literaturubersicht: Pravalenz von pANCA bei verschiedenen Erkrankungen, A = aktuelle Studie, [47] =
Lombardi et. al. 2000, [34] = Greenstein et. al. 1976, [43] = Klein et. al. 1991, [52] = Mulder et. al. 1993,
[67] = Roozensaal et. al. 2000, [40] = Jamar-Leclerc et. al. 1997, [89] = Vasiliauskas et. al. 1996, [102] =
Zauli et. al. 1997, [24] = Falk et. al. 1988(Pravalenz bei pauciimmuner Rapid progressiver
Glomerulonephritis), [28] = Gaskin 1991 (Préavalenz bei aktiver mikroskopischer Polyangiitis), Angaben in
Prozent, leere Felder bedeuten, dass die Patientengruppen in diesen Studien nicht untersucht wurden.
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Beim Vergleich der Ergebnisse mit den Daten anderer Studien erkennt man zum Tell
beachtliche Unterschiede in der pANCA Pravalenz bei bestimmten Erkrankungen.
Die Pravalenz von 79 % bei PSC Seren stimmt mit den Ergebnissen von Klein et.
al.(80 %) und Mulder et. al. (79 %) sehr gut tberein [43, 52], wahrend die Angaben
von Roozendaal et. al. [67] mit 49 % doch deutlich niedriger liegen. Dies liegt mogli-
cherweise daran, dass Roozendaal et. al. zur Fixierung der Granulozyten Ethanol
verwendeten, das haufig zu falsch negativen Ergebnissen fuhrt.

Die Pravalenz fir pANCA bei Autoimmuner Hepatitis liegt mit 73 % jedoch genau im
Bereich der von Roozendaal et. al. veroffentlichten Pravalenz von 70 % [67], auch die
Angaben von Mulder et. al. (88 %) [52] und Zauli et. al. (65 %) [102] bewegen sich in
der gleichen Grof3enordnung. Dagegen sind die Angaben von Klein et. al. mit 16 %
[43] aber auch von Greenstein et. al. mit 30 % [34] deutlich niedriger. Die Unterschie-
de zu den von Klein veroffentlichten Ergebnissen kdnnen ihre Ursache in der unter-
schiedlichen Haufigkeit der Subgruppen der Autoimmunen Hepatitis haben, da in der
vorliegenden Studie pANCA vor allem bei Patienten mit Autoimmuner Hepatitis Typ
1la (80 %) und 3 (86 %) auftraten. Beim Typ 2 waren sie in 50 % der Falle nachweis-
bar, beim Typ 1b in 57 % der Falle. Wahrend in der vorliegenden Studie bei 85 % der
Patienten der Typ 1la/b vorlag, war dies bei Klein et. al. nur bei 57 % der Fall. Dage-
gen hatten bei Klein et. al. 14 % der Patienten den Subtyp 3, bei uns hatten diesen
nur 3 % der Patienten.

Die pANCA Pravalenz bei Colitis ulcerosa (56 %) bewegt sich etwa im Mittelfeld zwi-
schen den Angaben der anderen Autoren, die eine Pravalenz von 17-83 % angeben.

Die Ergebnisse bei Patienten mit Hepatitis C (9 %) und toxischer Leberzirrhose (4 %)
entsprechen denen anderer Autoren [47, 67]. Die pANCA Pravalenz bei kryptogener
Leberzirrhose (8 %) ist vergleichbar mit der bei Vorliegen einer toxischen Leberzirrhose.
Die Pravalenz bei Vaskulitis stimmt mit 53 % mit der von Gaskin et. al. [28] veroffent-
lichten Pravalenz bei Patienten mit aktiver mikroskopischer Polyangiitis (50 %) Uber-
ein. Die Ergebnisse von Falk et. al. [24], die von Patienten mit pauciimmuner rapid
progressiver Glomerulonephritis gewonnen wurden, liegen mit 80 % deutlich daruber.
Die grof3ten Unterschiede zwischen den pANCA Pravalenzen ergaben sich bei PBC
und M. Crohn.

Die Pravalenz von 86 % bei M. Crohn weicht sehr deutlich von allen Angaben in der
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Literatur ab, die sich zwischen 7-33 % bewegen [40, 47, 43, 34, 89].

Dagegen liegt die Pravalenz bei PBC mit 1 % stark unter den Zahlen anderer Auto-
ren, die zwischen 13-30 % schwanken [43, 67, 66, 34].

Als Ursache fur diese teilweise ausgepragten Unterschiede mussen, neben Differen-
zen in den Patientenpopulationen, vor allem Unterschiede bei der Durchfiihrung des
Immunfluoreszenztests genannt werden, die angewandten Techniken kénnen zwi-
schen den einzelnen Laboratorien betrachtlich variieren.

4.2.2 Zusammenhang zwischen ANCA und Laborparametern

Die Untersuchung der Zusammenhange zwischen dem Auftreten von ANCA und der
Veranderung von Leberfunktions- und Cholestaseparametern zeigte, dass pANCA
mit erhdhter GOT und GPT einhergehen, wahrend das Gesamtbilirubin vor allem bei
CcANCA positiven Patienten erhdht ist.

Zur Bewertung der erhéhten Gesamtbilirubinwerte bei Patienten mit CANCA muss
bericksichtigt werden, bei welchen Erkrankungen vorwiegend cANCA gefunden wur-
den. Von den 57 Patienten, die im Immunfluoreszenztest ein cANCA Muster zeigten,
hatten sieben einen M. Wegener. Bei der Mehrzahl handelte es sich um Patienten mit
PBC (45 Patienten). Weitere funf Falle verteilten sich auf verschiedene andere Pa-
tientengruppen.

Da die PBC als destruierende Erkrankung der intrahepatischen Gallenwege in Spét-
stadien mit einem Ikterus einhergeht [61], liegt die Erh6hung des Bilirubins bei den
cANCA positiven Patienten ausschlieRlich am Uberwiegen der PBC Patienten. Die
untersuchten Patienten mit M. Wegener zeigten Bilirubinwerte die unter 1,1 mg/dl la-
gen.

Einen Zusammenhang zwischen erhdhter GOT und dem Auftreten von pANCA bei
PSC wurde auch von Snook et. al. beschrieben [77]. Roozendaal et. al. zeigten, dass
bei pANCA positiven PSC Patienten die Alkalische Phosphatase erhoht ist, konnten
jedoch keine Leberenzymerh6hung bei pANCA positiven Patienten mit Autoimmuner
Hepatitis nachweisen [67]. Wahrend Pokorny et. al. einen Zusammenhang zwischen




4 Diskussion
4.2 Pravalenz von ANCA und Assoziation mit Laborparametern und Antikérpern

dem Auftreten von pANCA bei PSC und einem verstarkten Krankheitsprogress fanden
[59], konnten Shanahan et. al. keinen Zusammenhang zwischen pANCA und Krankheits-
aktivitat bei pANCA positiven PSC Patienten herstellen [76].

Greenstein et. al. zeigten, dass 95 % der Patienten mit chronisch entztindlichen
Darmerkrankungen pathologische Leberfunktionswerte haben [34]. Saxon et. al. fan-
den jedoch keinen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von pANCA bei M.
Crohn und Colitis ulcerosa und einer verstarkten Krankheitsaktivitat oder —ausdeh-
nung [ 72].

Die deutlich erhdhten Werte von GOT und GPT bei Patienten mit Autoimmuner He-
patitis mit nachgewiesenen pANCA im Gegensatz zu ANCA negativen Patienten le-
gen den Schluss nahe, dass das Auftreten von pANCA bei dieser Erkrankung mit ei-
ner verstarkten Leberbeteiligung am Krankheitsgeschehen einhergeht. Bei Patienten
mit PSC konnten keine signifikanten Unterschiede der GOT, GPT und y-GT Werte
zwischen pANCA positiven und ANCA negativen Patienten nachgewiesen werden. Es
konnten also die Ergebnisse von Snook et. al. und Roozendaal et. al. nicht bestatigt

werden.

4.2.3Zusammenhang zwischen ANCA und Serum-Immunglobulinen

Einige hepatobiliare Erkrankungen gehen mit einer Erh6hung bestimmter Immunglo-
bulin-Typen einher. Die Untersuchung der Immunglobulinspiegel bei verschiedenen
Erkrankungen ergab differenzierte Ergebnisse.

Bei der Autoimmunen Hepatitis ist typischerweise das Immunglobulin G stark erhoht,
wahrend IgA und IgM im Normbereich bleiben [81]. Auch die Ergebnisse dieser Stu-
die zeigen die selektive Erh6hung des IgG bei diesen Patienten. Dabei lagen die IgG
Werte bei pANCA positiven Patienten (Median: 2435 mg/ml) deutlich Gber denen der
ANCA negativen (Median: 1820 mg/ml). Die IgA und IgM lagen im Normbereich.

Bei Patienten mit PBC besteht meist eine Erhéhung der IgM [42]. Die vorliegenden
Ergebnisse zeigen, dass vor allem die Patienten mit einem cANCA Muster im Immun-
fluoreszenztest erhohte IgM Werte hatten (Median: 318 mg/dl). Dieser Unterschied ist
zwar nicht signifikant (was an den kleinen Fallzahlen liegen kdnnte), lasst jedoch ei-
nen gewissen Trend erkennen.
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Das Auftreten eines cANCA Musters bei PBC ist durch Antimitochondriale Antikérper
(AMA) bedingt, die ein von den echten cANCA nur schwer oder nicht zu unterschei-
dendes Muster ergeben (Kapitel 4.2.4). 87 % der PBC Patienten hatten AMA. Von
diesen AMA positiven Patienten zeigten 40 % ein cANCA Muster.

Das Auftreten erhdhter IgM Werte vor allem bei den Patienten mit einem cANCA
Muster lasst moglicherweise auf das Vorhandensein einer Subgruppe von PBC Pa-
tienten schlieRen. Diese Vermutung wird weiter durch die Tatsache erhértet, dass von
den Patienen im Spatstadium der PBC (Gesamtbilirubin groRer 1,1mg/dl) signifikant
mehr ein cANCA Muster im IFL zeigten (63%) als Patienten im Frihstadium (38%).
Auch verhalt sich das PBC-assoziierte ANCA-Antigen hinsichtlich seiner Resistenz
gegenuber verschiedenen Fixierungsmethoden im IFL anders als die ANCA-Antigene
bei M. Wegener oder PSC (tritt im Gegensatz zu diesen nicht bei Ethanol-fixierten
Granulozyten auf) und scheint sich von diesen zu unterscheiden.

Die Untersuchung der Patienten auf das Vorhandensein von Anti-M4 Antikdrpern,
die vor allem bei aktiven Krankheitsverlaufen nachweisbar sind [42], zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen cANCA positiven und ANCA negativen Patienten.
Auch bei den Anti-M2 Antikorpern war kein signifikanter Unterschied zwischen ANCA
positiven und negativen Patienten zu dokumentieren.

Diese Ergebnisse legen den Schlul nahe, dass es ein weiteres, von den Anti-M2 und
-M4 Antikorpern verschiedenes Antigen/Antikorper-System geben muss, welches zu
einem cANCA Muster im IFL fuhrt und Patienten in einem fortgeschrittenen Erkran-
kungsstadium diskriminiert.

Es werden weitere Studien no6tig sein, um die genaue Antigenspezifitdt zu definieren
und deren klinische Relevanz zu evaluieren.

Patienten mit kryptogener oder toxischer Leberzirrhose zeigten deutlich erhdhte IgA
Spiegel. Dieses Ergebnis stimmt mit den Angaben von Klein et. al. Gberein, die eine
IgA Erh6hung bei Patienten mit toxischer Leberzirrhose beschreiben [42]. Patienten

mit kryptogener Leberzirrhose hatten zusatzlich deutlich erhéhte IgG Werte (Median
2020-2225 mg/ml). Im Gegensatz dazu lagen die IgG bei toxischer Leberzirrhose im
Normbereich.

Dieser Unterschied zwischen den sonst schwer zu differenzierenden Erkrankungen

konnte moglicherweise als differentialdiagnostischer Hinweis auf das Vorliegen einer
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kryptogenen Leberzirrhose Verwendung finden.
Signifikante Unterschiede der Immunglobulinwerte zwischen ANCA negativen und
ANCA positiven Patienten konnten nicht festgestellt werden, da bei diesen Erkran-

kungen nur vereinzelt ANCA nachweisbar waren.

Die PSC geht nach Chapman et. al. [12] mit einer Hypergammaglobulindmie mit oft
unverhéaltnismafiger Erhéhung der IgM einher. Diese Angaben konnten nicht besta-
tigt werden. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen keine Erhdhungen der durchschnitt-
lichen Werte fiir IgG, IgA und IgM. Speziell die IgM lagen bei keinem einzigen PSC
Patienten Uber der Normgrenze. Auch signifikante Unterschiede der Immunglobulin-
werte zwischen ANCA negativen und ANCA positiven Patienten lagen nicht vor.

4.2.4Zusammenhang zwischen ANCA und anderen Autoantikdrpern:

Zur Untersuchung der Frage, ob ANCA mit anderen Autoantikérpern assoziiert sind,
wurden bei allen untersuchten Patienten die routineméalf3ig nachgewiesenen Antikor-
per erfasst.

Die Ergebnisse zeigen, dass antinukledre AK (ANA), AK gegen glatte Muskulatur
(SMA) und SMA mit anti-Aktin Spezifitat signifikant haufiger bei pANCA positiven Pa-
tienten auftreten als bei CANCA positiven oder ANCA negativen Patienten (p<0,0001).
ANA waren vor allem bei Patienten mit Autoimmuner Hepatitis (66 %) und PSC

(56 %) nachweisbar. 48 % der Patienten mit Colitis ulcerosa hatten ANA, Patienten
mit M. Crohn nur in 31 % der Falle.

ANA waren nachweisbar bei 54 % der pANCA positiven Patienten, bei CANCA positi-
ven und ANCA negativen war dies nur bei 23-35 % der Fall.

Chapman et. al. [12] und Zauli et. al. [103] konnten ANA nur bei 32-35 % der PSC Pa-
tienten nachweisen.

Shanahan et. al. [76] fanden keinen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
ANCA und ANA bei Patienten mit PSC und Autoimmuner Hepatitis. Auch Targan et.
al. [82] beschrieben bei Autoimmuner Hepatitis Typl keinen Zusammenhang zwi-
schen ANCA und ANA-Titern. Dies steht im Widerspruch zu den vorliegenden Daten,
die eine Assoziation zwischen beiden Parametern beschreiben.
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SMA waren vor allem bei Autoimmuner Hepatitis zu finden (93 %). Aber auch bei Pa-
tienten mit PSC traten sie in 74 % der Falle auf. Chapman et. al. [12] und Zauli et. al.
[103] wiesen sie bei 16-67 % der PSC Patienten nach.

SMA waren bei 70 % der pANCA positiven Seren nachweisbar, sowie bei 50-56 %
der cANCA positiven und ANCA negativen.

SMA mit anti-Aktin Spezifitat traten vor allem bei Patienten mit Autoimmuner Hepatitis
auf (51 %). Bei den anderen hepatobiliaren Erkrankungen (PSC, PBC, kryptogene
und toxische Leberzirrhose) waren sie nur in null bis 10 % der Falle nachweisbar.
Dies korrespondiert auch mit dem Umstand, dass anti-Aktin AK signifikant haufiger
bei pANCA positiven Patienten nachweisbar waren, da 71 % der 116 Patienten mit
Autoimmuner Hepatitis pANCA hatten. Patienten mit Anti-Aktin AntikGrpern hatten in
58 % der Falle pANCA.

Antimitochondriale AK (AMA) waren vor allem bei PBC Patienten nachweisbar

(87 %). Bei allen anderen untersuchten Erkrankungen kamen sie nur in 0-20% der
Félle vor.Bei Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Auftreten von ANCA und
AMA ergab sich eine deutliche Assoziation zwischen cANCA und AMA. Die Analyse
zeigt, dass 79 % der Patienten mit CANCA eine PBC hatten, 12 % der Patienten hat-
ten einen M. Wegener.

AMA treten typischerweise bei der PBC auf [42, 29, 100] und kdnnen durch ihr cyto-
plasmatisches Fluoreszenzmuster oft nicht von cANCA differenziert werden. So han-
delt es sich bei den, im Muster den cANCA vergleichbaren, Antikdrpern bei der PBC
um anti-mitochondriale Antikorper. Bei den sieben M. Wegener Patienten, von denen
alle cANCA hatten, waren keine AMA nachweisbar.

4.3 Detektion von AK gegen Neutrophile Granulozyten mit dem
ELISA

Ein ELISA zum Nachweis von AK gegen neutrophile Granulozyten wurde von ver-
schiedenen Arbeitsgruppen eingesetzt.

Duerr at. al. wendeten einen ELISA zur Detektion von AK vom IgG Typ an [20]. Damit
wiesen sie antineutrophile Ak bei 79 % der Patienten mit Colitis ulcerosa oder PSC
nach. Bei PBC oder chronischer Hepatitis C waren Antikérper gegen Granulozyten
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nur in 63 % der Falle nachweisbar. Bei Untersuchung der ELISA positiven Seren mit
dem indirekten Immunfluoreszenztest zeigten 87 % der Colitis ulcerosa Patienten
und 79 % der M. Crohn Patienten ein pANCA Muster. Bei den Fallen mit PBC und
Hepatitis C trat kein pANCA Muster auf (0 %).

Daraus leiteten die Autoren die Vermutung ab, dass eine Kombination aus ELISA und
IFL zwischen PSC und anderen chronisch entziindlichen Lebererkrankungen diffe-
renzieren konne.

Saxon et. al. konnten antineutrophile AK vom IgG Typ bei 84 % der Colitis ulcerosa
und 20 % der M. Crohn Patienten nachweisen [72].

Bei Vasiliauskas et. al. waren im ELISA 55 % der M. Crohn Patienten positiv. Im IFL
zeigten 55 % davon ein cANCA Muster, 47 % pANCA [89].

In der vorliegenden Studie wurden die Patientenseren im ELISA auf anti-Neutrophile
AK verschiedener Klassen (IgG, I1gG F(ab’)2, IgM) untersucht.

Es waren bei 92 % der PSC Patienten Ak vom Typ 1gG nachweisbar, in Abweichung
von 79 % bei Duerr et. al. [20].

Hingegen zeigten Seren von Colitis ulcerosa Patienten in 74 % der Falle 1gG AK; das
entspricht den von Duerr gefundenen Werten, jedoch nicht denen von Saxon et. al.,
die AK bei 84 % nachwiesen.

Im Gegensatz zu Duerr et. al. konnten in der vorliegenden Arbeit IgG AK auch bei
94-100 % der PBC und Hepatitis C Patienten nachgewiesen werden. M. Crohn Pa-
tienten hatten diese AK in 62 % der Falle. Insgesamt zeigten Patienten mit hepatobi-
liaren Erkrankungen in 92-100 % der Falle AK vom IgG Typ.

Es konnten auch keine signifikanten Unterschiede im Nachweis von IgG AK gegen
Neutrophile Granulozyten im ELISA zwischen IFL-ANCA positiven und negativen Pa-
tienten festgestellt werden.

So scheint die Differenzierung zwischen PSC und anderen hepatobiliaren Erkrankun-
gen, entgegen der Aussage von Duerr et. al., durch eine Kombination von IFL und
ELISA nicht moéglich zu sein.

Auch die von Vasiliauskas dargestellten Ergebnisse, nach denen M. Crohn Patienten,
die ELISA positiv fur IgG AK sind in 53 % der Falle im IFL ein cANCA Muster zeigen
konnte nicht nachvollzogen werden. In der vorliegenden Arbeit konnten bei keinem

einzigen der 39 M. Crohn Patienten im IFL cANCA nachgewiesen werden.
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Insgesamt scheint der Nachweis von IgG oder IgG F(ab’)2 gegen Neutrophile Granu-
lozyten zu keinem Erkenntnisgewinn zu flhren, da bei allen untersuchten Erkrankun-
gen und unabhangig vom Vorliegen von c- oder pANCA der Gberwiegende Teil der
Patienten im ELISA ein positives Ergebnis zeigte. Eine mdgliche Erklarung fir diesen
Umstand kdnnte sein, dass Antikorper gegen Granulozyten zu den nattrlichen Anti-
korpern gehéren und auch bei Gesunden niedertitrig nachweisbar sind. Bei chronisch
entzindlichen Prozessen werden diese Antikdrper aktiviert und verstéarkt syntheti-
siert. Da der ELISA ein deutlich sensitiveres Verfahren als der Immunfluoreszenztest
ist, weist er wahrscheinlich haufiger diese nattrlich vorkommenden Antikdrper nach.

Bei Untersuchung der Patienten auf IgM Antikorper liel3 sich ein schwach signifi-
kanter Unterschied zwischen ANCA negativen und positiven Patienten feststellen. Mit
p = 0,0363 ist dieser Unterschied aber zu klein, um zu verwertbaren Aussagen zu
fuhren. Mdglicherweise liel3en sich bei Untersuchung groRerer Patientengruppen ein-
deutigere Unterschiede bei einzelnen Erkrankungen feststellen.
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4.4 ldentifikation spezifischer Determinanten im Western Blot

Zur ldentifikation von Target-Antigenen von ANCA wurden verschiedene Patientense-
ren im Westen Blot untersucht. Schon andere Arbeitsgruppen berichteten von Deter-
minanten, mit denen pANCA positive Seren reagierten.

1991 beschrieben Klein et. al. Determinanten mit 30, 40, 55, 60 und 95 kD, mit denen
PANCA positive PSC Seren reagierten [43]. Die im Western Blot reagierenden Seren
waren alle pANCA positiv. CANCA positive Seren von Patienten mit M. Wegener und
PANCA positive Vaskulitisseren waren im Western Blot negativ. Allerdings reagierten
auch Seren von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und ande-
ren hepatobilidaren Erkrankungen mit den Determinanten bei 60 und 55 kD. Klein et.
al. vermuteten, dass ein gemeinsamer Antigenkomplex fir pANCA bei PSC und chro-
nisch entzindlichen Darmerkrankungen bestehe. Die fir die Darmerkrankungen
spezifische Komponente werde durch die SDS-Behandlung im Western Blot zerstort,
so dass nur die PSC-Determinanten im Western Blot nachweisbar seien [43].

Auch Seibold et. al. berichteten von Determinanten bei 30, 40 ,55 ,60 und 95 kD, von
denen eine oder mehrere mit 80 % der getesteten PSC Seren und einigen Seren von
Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen reagierten [75].

Die PSC-typischen Determinanten reagierten jedoch auch mit Seren anderer Erkran-
kungen, beispielsweise AIDS, Epstein-Barr-Virus- oder Cytomegalie-Virus-Infektion.
Aber auch Seren von gesunden Blutspendern reagierten in 5 % der Falle mit PSC ty-
pischen Determinanten [4].

Auch in der vorliegenden Studie reagierten Seren mit Determinanten bei 30, 40, 55,
60 und 95 kD.

Nur ein PSC Serum reagierte mit der Determinante bei 30 kD, keines mit der Determi-
nante bei 40 kD. Damit konnten die Ergebnisse von Klein und Seibold nicht bestétigt
werden, die diese beiden Determinanten als typisch ftir PSC beschrieben [43, 75].
Eine Reaktion mit Determinanten bei 55 und 60 kD wurde bei zehn von elf PSC Pa-
tienten und einigen Patienten mit Colitis ulcerosa gefunden. Damit wurde die 60 kD
Determinante haufiger als bei Klein et. al. [43] erkannt. Die Determinanten bei 55 und
60 kD reagierten sowohl mit pANCA positiven als auch negativen Seren; bei Klein et.

al. reagierten ausschlie3lich pANCA positive Seren im Western Blot.
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Zaho et. al. beschrieben anti-MPO- und PR3-negative Vaskulitispatienten, die im
Western Blot mit einer 55 kD Bande reagierten. Sie identifizierten dieses Antigen als
Bactericidal/Permeability-Increasing Protein [101].

In der vorliegenden Arbeit wurde die Determinante bei 95 kD spezifisch von PSC und
Colitis ulcerosa Seren erkannt, unabhangig davon, ob diese pANCA positiv oder nega-
tiv waren. Nur ein pANCA positives Serum eines Patienten mit Autoimmuner Hepatitis
reagierte auch mit dieser Determinante. Die Spezifitat fur PSC wird auch von Klein und
Seibold beschrieben, allerdings reagierten dort nur pANCA positive Seren [43, 75].

Es konnte eine zweite, fir PSC und Colitis ulcerosa spezifische Determinante bei

35 kD nachgewiesen werden. Mit ihr reagierten sowohl pANCA positive als auch ne-
gative Seren. Diese Determinante konnte auch den von anderen Autoren beschriebe-
nen Determinanten bei 30 oder 40 kD entsprechen, denn Abweichungen von einigen
Kilodalton sind haufig zu beobachten

Die beschriebenen Ergebnisse kdnnten, wie auch von Klein et. al. dargestellt, darauf
hinweisen, dass bei PSC und chronisch entziindlichen Darmerkrankungen die pAN-
CA mit dem selben Antigenkomplex reagieren. Weiterhin missen Antikorper gegen
diese Antigene auch bei Patienten vorhanden sein, die im indirekten Immunfluores-
zenztest kein pANCA Muster zeigen. Ob es sich bei den Antikdérpern also um pANCA
handelt, die im Immunfluoreszenztest an Methanol —70 °C fixierten Granulozyten
eventuell nur teilweise erkannt werden, oder ob im Western Blot andere Antikdrper

mit den erwdhnten Determinanten reagieren, missen weitere Studien zeigen.

Andere Arbeitsgruppen berichteten von weiteren Determinanten, die von Patienten-
seren mit PSC, chronisch entztindlichen Darmerkrankungen oder Vaskulitiden im
Western Blot erkannt wurden. Bei Sobajima et. al. reagierten Colitis ulcerosa Seren
mit einem 28 kD Antigen, das als high mobility group non-histon chromosomales Pro-
tein 1 und 2 (HMG1/2) identifiziert wurde [78].

Terjung et. al. identifizierten ein 50 kD Kernhullenprotein, mit dem Seren von Patien-
ten mit PSC, chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und Autoimmuner Hepatitis
reagierten [84]. Auch bei Vaskulitisseren konnten Reaktionen mit bestimmten Deter-
minanten gezeigt werden. M. Wegener Seren reagierten mit einer 29 kD Determinan-
te, Vaskulitiden mit einer Bande bei 12 kD [48, 71].

All diese Determinanten konnten in der vorliegenden Studie nicht nachgewiesen werden.




4 Diskussion
4.5 Schlussfolgerungen

Um Seren mit dem Western Blot auf Antikérper zu untersuchen, werden in den mei-
sten Fallen beschallte Granulozyten als Antigen verwendet. Einige Autoren beschrei-
ben eine Methode, bei der die Granulozyten nicht beschallt, sondern mit Triton X 100
behandelt werden. Mit dieser Methode sollen cANCA positive Seren von M. Wegener
Patienten im Western Blot reagieren [43, 71].

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass bei Behandlung der Ganulozyten mit Triton
X 100 die Proteine in der Elektrophorese nicht komplett aufgetrennt werden kénnen
(Abbildung 30). Es war mit dieser Methode nicht mdglich, reproduzierbare Determi-
nanten nachzuweisen. Dafiir konnte bei Verwendung beschallter Granulozyten bei al-
len sieben cANCA positiven M. Wegener Seren eine Reaktion mit einer Determinante
bei 42 kD nachgewiesen werden. Die 42 kD Bande reagierte auch mit PBC, toxischer
Leberzirrhose und in geringerem Ausmalfd auch mit Hepatitis C und autoimmuner He-
patitis. Es handelt sich also nicht um eine spezifische Determinante, die zu diagnosti-
schen Zwecken verwendet werden konnte.

Unterschiedliche Behandlungsmethoden der Granulozyten kénnen ein Grund fiir die
abweichenden Untersuchungsergebnisse der verschiedenen Autoren sein, denn sie
konnen zur Freisetzung verschiedener Antigene fuihren. Schlief3lich kénnen auch
mehrmaliges Einfrieren und Auftauen der Antigene zu einer Verminderung der Sensi-

tivitat des Testsystems fuhren.

4.5 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Nachweis von ANCA im
indirekten Immunfluoreszenztest hinsichtlich Krankheitsspezifitat und Sensitivitéat
stark von der Auswahl des Granulozytenspenders und der verwendeten Fixierungs-
methode beeinflusst wird. So mussen Granulozyten von ca. funf bis zehn Spendern
getestet werden, um eine geeignete Fraktion zu erhalten. Als zur Zeit beste Methode
der Granulozytenfixierung kann die Verwendung von Methanol bei -70 °C einge-
schatzt werden. Neben einer sorgféaltigen Standardisierung der angewandten Metho-
de kann in Zukunft aber auch der Einsatz Spender-unabhéngiger Zellen, die zum
Nachweis von ANCA geeignet sind, einen Beitrag zur Vereinheitlichung und besseren
Vergleichbarkeit der Ergebnisse verschiedener Laboratorien beitragen. Terjung et. al.
beschrieben 2000 die Anwendung von HL-60 und —32D Tumorzellinien zum Nach-
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weis von ANCA bei Vaskulitiden und atypischen pANCA bei PSC und chronisch ent-
zundlichen Darmerkrankungen [84]. Die Vorteile solcher Tumorzellinien liegen in
leichter Handhabung und Vermehrung der Zellen, die eine gute Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse garantieren.

Besonders im Zusammenhang mit dem Auftreten von cANCA bei der PBC ergibt sich
die Notwendigkeit weiterer Studien, um die von uns dargestellten Antikorper bei Pa-
tienten im fortgeschrittenen Erkrankungsstadium genauer zu definieren und deren Kli-
nische Relevanz zu erfassen.

Dem ELISA mit fixierten Granulozyten konnte kein grof3er Nutzen zum Nachweis von
ANCA oder zur Gewinnung diagnostischer Hinweise bei hepatobiliaren oder chro-
nisch entziindlichen Darmerkrankungen zuerkannt werden. Inwiefern der ELISA zwi-
schen verschiedenen Erkrankungen differenzieren kann muf in weiterfiihrenden Stu-
dien mit gro3eren Patientengruppen untersucht werden.

Der Einsatz des Western Blot hingegen kann zur Identifizierung verschiedener Anti-
gene von groRem Nutzen sein. Untersuchungen an ausgedehnten Patientenkollekti-
ven mussen die exakten Haufigkeiten der Reaktionen mit bestimmten Determinanten
klaren. Dadurch kdnnte auch die ldentifizierung der Antigene, gegen die sich pANCA
bei hepatobilidren und chronisch entztindlichen Darmerkrankungen richten, ermog-
licht werden.




5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Verfahren zum Nachweis von
Anti-neutrophil-cytoplasmic Antikérpern angewendet und die Pravalenz von ANCA
und ihre Assoziation mit anderen serologischen Markern bei verschiedenen Erkran-
kungen untersucht.

Dabei zeigte sich, dass bei Anwendung des indirekten Immunfluoreszenztests die
Auswahl des Granulozytenspenders und der Granulozytenfixierungsmethode ent-

scheidenden Einfluss auf Qualitat und Reproduzierbarkeit der Testergebnisse nimmt.

PANCA waren vor allem bei PSC, AlH, chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
und Vaskulitiden nachweisbar. PANCA positive Patienten hatten starker erhdhte Le-
berenzymparameter als CANCA positive oder ANCA negative Patienten, weiterhin
traten vor allem bei ihnen ANA, SMA und SMA mit anti-Aktin-Spezifitat auf.

Bei der PSC lag die pANCA Pravalenz bei 79 %, eine IgM Erhéhung konnte bei PSC
Patienten nicht festgestellt werden.

Patienten mit Autoimmuner Hepatitis hatten in 73 % der Falle pANCA,; die selektive
IgG Erhéhung war bei den pANCA positiven Patienten besonders ausgepragt.

Bei Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen lagen bei 56-86 %
PANCA vor. Die Immunglobulinspiegel waren nicht erhoht.

87 % der PBC Patienten hatten AMA, von denen 40 % im IFL ein cANCA Muster
zeigten. Bei diesen Patienten mit CANCA Muster lagen IgM- und Gesamtbilirubinspie-
gel prozentual signifikant hoher als bei den ANCA negativen. Anti-M4 Antikérper wa-
ren nicht haufiger nachweisbar. Es scheint daher bei der PBC ein weiteres, von den
bisher beschriebenen Systemen verschiedenes Antigen/Antikdrper-System zu ge-
ben, das zur Bildung von cANCA im IFL fuhrt und Patienten in fortgeschrittenen Er-

krankungsstadien diskriminiert.

Dem ELISA mit fixierten Granulozyten konnte keine besondere Eignung zur Detekiti-
on von ANCA zugeschrieben werden. Unabhéangig von der Erkrankung zeigte, vor al-
lem beim Nachweis von IgG und IgG F(ab’)2, die Gberwiegende Mehrheit der Patien-
ten - unabhéngig vom ANCA-Befund im IFL - im ELISA ein positives Ergebnis. Aber




5 Zusammenfassung

auch bei Untersuchung auf IgM Antikérper waren die Unterschiede zwischen ANCA

positiven und negativen Patienten fur ein diagnostisches Verfahren zu gering.

Bei der Untersuchung von Patientenseren mit dem Western Blot konnten zwei Deter-
minanten bei 35 und 95 kD identifiziert werden, mit denen spezifisch Seren von PSC-
und Colitis ulcerosa-Patienten reagieren. Dies weist auf das Vorliegen desselben An-
tigenkomplex bei PSC und chronisch entztindlichen Darmerkrankungen hin und be-
starkt die Hypothese, dass beiden Erkrankungen moglicherweise ein gemeinsamer
pathogenetischer Mechanismus zugrunde liegt.
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