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Der Nachweis von Autoantikérpern ist in
der Autoimmmundiagnostik seit vielen
Jahren unverzichtbar. Mittels indirekter
Immunfluoreszenz, standardisierter
ELISA oder Immunoblots kénnen sowohl
die Autoantikorper selbst als auch ihre
Titer schnell und mit relativ geringem
Aufwand bestimmt werden.

Fir die Diagnose der rheumatoiden
Arthritis (RA) werden verschiedene Auto-
antikorper herangezogen, von denen der
Rheumafaktor (RF) als erster beschrieben
wurde und seit 1988 Bestandteil der revi-
dierten Klassifikationskriterien des "Ame-
rican College of Rheumatology" (ACR) fiir
die RA ist. Weitere Beschreibungen von
RA-spezifischen Autoantikorpern folgten
im Jahre 1964 mit dem durch indirekte Im-
munfluoreszenz an Mundschleimhautzel-
len nachgewiesenen antiperinukleéren Fak-
tor (APF), im Jahre 1979 mit dem an Schnit-
ten des Rattenosophagus identifizierten
Antikeratinantikorper (AKA) und 1994
mit dem wegen des Indexpatienten Savoie
als Anti-Sa bezeichneten Antikorper.

Erst Ende der 1990er Jahre wur-
de citrulliniertes Filagrin, ein Filament
aggregierendes und mit Keratin assozi-
iertes Protein, als gemeinsames Antigen
von APF und AKA identifiziert [1, 2].
Von citrulliniertem Fillagrin abgeleitete
Peptide wurden dann fir die erste Gene-
ration von Assays gegen zyklisch citrulli-
nierte Peptide (CCP1) genutzt. Allerdings
fanden diese keine grofle Verbreitung. Um
die Spezifitit fiir die RA zu steigern und
das Epitop besser zu prasentieren, wurden
die beiden im CCP1 verwendeten Peptide
nochmals verdndert und mittels Disulfid-
briicke zyklisiert. Dieser CCP2 wird heute
am héufigsten eingesetzt.
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Der Anti-Sa-Antikorper detektiert im
Western Blot von Lysaten aus humanen
Milz-, Plazenta- und Synovialgeweben
eine Bande um etwa 50 kDa, die 2004 als
citrulliniertes Vimentin identifiziert wur-
de. Da das fir die RA spezifische Auto-
antigen Vimentin aber nicht nur Citrulli-
nierungen, sondern auch Mutationen [3]
enthalt, werden vom mutierten citrulli-
nierten Vimentin (MCV) abgeleitete Pep-
tide in einem neueren Assay verwendet,
der 2006 auf den Markt gekommen ist
und seitdem an Bedeutung gewinnt.

Bedeutung der Citrullinierung

Citrullin ist eine posttranslationale Modi-
fikation der Aminosdure Arginin, bei der
die endstiandige, positiv geladene Ami-
nogruppe des Arginins abgespalten wird
(Deiminierung). Dadurch verliert das
Protein an dieser Stelle seine Ladung, was
wiederum die intramolekularen Wech-
selwirkungen und die Tertidrstruktur des
betroffenen Proteins so verandern kann,
dass es anfilliger fiir Degradationen
wird [4]. Moglicherweise verandern sich
aber auch intermolekulare Wechselwir-
kungen, da citrullinierte Peptide im HLA-
DRB1*0401 transgenen Mausmodell bes-
ser présentiert werden konnen als nicht-
modifizierte [s].

== Fiir die RA ist das Auftreten der
Antikorper gegen citrullinierte
Peptidantigene (ACPA) spezifisch,
nicht aber die Citrullinierung selbst.

So werden citrullinierte Peptide auch bei
physiologischen Prozessen wie z. B. der
Keratinisierung der Haut und der Gen-

regulation durch Histonmodifikation
gebildet [4]. Anders bei der multiplen
Sklerose, bei der citrulliniertes Myelin-
basisches Protein gefunden wurde und
deswegen die Citrullinierung mit patho-
logischen Prozessen assoziiert wird [6].

An der eigentlichen Citrullinierungs-
reaktion sind kalziumabhéngige Peptidyl-
arginindeiminasen (PADI) beteiligt, von
denen im Menschen bisher 5 Typen be-
schrieben wurden: PADI1 bis PADI4 und
PADIG6, welche ein gewebsspezifisches
Expressionsmuster aufweisen. Da bisher
ausschliefflich PADI2 und PADI4 im ent-
ziindeten Synovium beschrieben wurden,
wird vermutet, dass sie im Rahmen einer
RA hauptsachlich fiir die Citrullinierung
von synovialen Proteinen verantwort-
lich sind [7]. Die Rolle von PADI4 wird
zusdtzlich durch die genetische Assozia-
tion mit der RA unterstrichen, die aller-
dings in der asiatischen Bevolkerung stér-
ker ausgepragt ist als in der kaukasischen.
Bemerkenswert ist ebenfalls das kiirzlich
beschriebene RA-spezifische Auftreten
von Anti-PADI4-Antikorpern [8].

Vergleich serologischer Marker
und Assays in der RA-Diagnostik

Seit seiner Entdeckung etablierte sich der
RF als primérer Labortest fiir die Diagnose
der RA. Er wird in 70-90% aller RA-Seren
gefunden. Da der RF aber auch im Serum
von Patienten mit Sjorgen-Syndrom, sys-
temischem Lupus erythematodes, Sharp-
Syndrom, systemischer Sklerose, Polymyo-
sitis/Dermatomyositis, Kryoglobulindmie
sowie Hepatitis C auftreten kann, erreicht
er nur eine mittlere Spezifitit von 81%

[9].
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Tab. 1 Vergleich der Sensitivitat und

Spezifitat verschiedener Autoantikorper
bei RA

Spezifitit Sensitivitat
Friihe Etablierte
RA RA
RF 81% 28%  59-79%°¢
Anti-CCP2  92-99%  58%  55-72%
Anti-MCV  79-95%  71%  59-76%
Schnelltest  100%? 72%°
Anti-MCV
IgM-RF 80-95%°  60-80%"
IgA-RF 84%P 449%P
IgM-anti-  92% 45%
CCP2
IgA-anti- 96% 53%
CCP2
2[141;2 [171£ 18],

Hier sind die ACPA klar iiberlegen: Im
direkten Vergleich weisen Anti-CCP2-
Antikorper eine Spezifitit zwischen 92%
und 99% und Anti-MCV-Antikérper
zwischen 79% und 95% auf. Obwohl der
CCP2-Assay in allen Studien spezifischer
als der MCV-Assay erscheint, ist es bei
der Sensitivitit tendenziell umgekehrt: Sie
betrigt beim MCV-Assay 59-76%, beim
CCP2-Assay 55-72% [10][11][12].

Uber die etablierten IgG-ACPA-Tests
hinaus sind mittlerweile Arbeiten erschie-
nen, die spezifische Immunglobulin- (Ig-)
Isotypen untersuchten. Hierbei sind die
Spezifititen von IgM- und IgA-anti-CCP2
von 91,6% bzw. 95,8% mit den Werten fur
Gesamt-Ig vergleichbar, wihrend die
Sensitivitdten mit 44,5% bzw. 52,9% leicht
darunter liegen [13].

© Therapieziel bei RA-
Patienten ist es, irreversible
Gelenkschaden zu vermeiden

Zusatzlich zu dem bekannten MCV-
ELISA ist seit einiger Zeit auch ein Blut-
schnelltest verfiigbar, der parallel Anti-
MCV-Antikérper und den RF nachweist.
Dieser Schnelltest besitzt eine Spezifitit
von nahezu 100%, sowohl im Vergleich
mit gesunden Kontrollen (n=200) als
auch mit Patienten mit anderen Autoim-
munerkrankungen (n=122). Die Sensiti-
vitat (Anzahl RA-Patienten: 108) fiir den
Anti-MCV-Nachweis liegt hier bei 71,6%,
fir den IgG-RF betrigt sie 64,4% [14].
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Ein ganz wesentliches Therapie-
ziel bei Patienten mit RA liegt darin, ir-
reversible Gelenkschdden und die dar-
aus resultierenden Einschrankungen der
Patienten zu vermeiden. Damit geht die
Forderung nach einer gesicherten frithen
Diagnose und einer moglichst frithen und
aggressiven therapeutischen Intervention
[15] einher. Hier besitzen ACPA ebenfalls
Vorteile gegeniiber dem RF: Nielen et al.
[16] konnten zeigen, dass RF zwar vor den
ersten Symptomen messbar sind, Anti-
CCP-Antikorper jedoch bis zu 14 Jah-
ren vor Krankheitsbeginn nachgewiesen
werden konnen. Eine aktuelle Studie be-
schreibt fir den CCP2-Test zum Zeit-
punkt der Diagnose eine Sensitivitdt von
57,9%, die an die Werte bei etablierter RA
heranreicht. Gleiches gilt fiir die Sensiti-
vitdt des MCV-Tests zum Zeitpunkt der
Diagnose, hier werden 70,7% erreicht. Die
Spezifitit betrug fiir beide ACPA-Assays
etwa 95% [10]. @ Tab. 1 vergleicht die
Spezifitit und Sensitivitat von RF und ver-
schiedenen ACPA (neuere RA-spezifische
Autoantikorper: @ Infobox 1).

ACPAs zum Monitoring von
Krankheits- und Therapieverlauf

Serologische Marker sind aber nicht nur
fiir die Frithdiagnostik von Bedeutung. Es
wird auch nach geeigneten Biomarkern
gesucht, die eine frithe Prognose iiber
den zu erwartenden Verlauf der RA erlau-
ben und damit die Therapieentscheidung
leiten konnen. Diesbeziiglich ist belegt,
dass sowohl Anti-MCV- als auch Anti-
CCP-positive Patienten einen deutlich
aggressiveren Verlauf inklusive erosiver
Schiden entwickeln als dies bei ACPA-
negativen Patienten der Fall ist [10][19].
Fiir den Sharp-Score konnte eine Korre-
lation mit dem Anti-CCP-Titer gezeigt
werden [20].

Hinsichtlich der Korrelation bei-
der Antikorpertiter mit Parametern
der Krankheitsaktivitat ist das Bild we-
niger eindeutig. Wahrend anti-CCP2-
positive Patienten einen hoheren DAS 28
("Disease Activity Score") aufweisen als
anti-CCP2-negative, gibt es keine klare
Korrelation der Anti-CCP2-Titer mit
dem DAS 28, den Spiegeln des C-reak-
tiven Proteins (CRP) oder der Erythro-
zyten-Sedimentationsrate (BSG; [3]). Es

gilt allerdings zu bedenken, dass CCP2
kein natives Antigen darstellt und somit
nicht ausgeschlossen werden kann, dass
es weitere Antikorper gegen citrullinierte
Antigene gibt, die native Antigene erken-
nen und tatsachlich mit Krankheitspara-
metern korrelieren. Derzeit scheinen bei-
spielsweise Anti-MCV-Antikérper eher
geeignet, um Aktivititsparameter abzu-
schitzen [10][19].

Korrelationen zwischen Anti-CCP
bzw. Anti-MCV auf der einen und extra-
artikuldren Manifestationen und Krank-
heitsdauer auf der anderen Seite konnten
bisher nicht gezeigt werden [10][21].

© Fiir das Monitoring von
Therapieverlaufen sind ACPA
nur bedingt geeignet

Fiir das Monitoring von Therapieverldu-
fen sind ACPA nach bisherigen Erkennt-
nissen ebenfalls nur bedingt geeignet. In
Studien zur Anti-TNF-a-Therapie wurde
gezeigt, dass Anti-CCP-Titer im Verlauf
der Behandlung - trotz ACR-Response
- weitgehend konstant bleiben, wohinge-
gen die IgM-RF-Titer um 20-65% abfal-
len [22]. Die Verdnderung der Autoanti-
korpertiter unter CD20-Depletion schei-
nen vergleichbar: Der IgM-RF-Titer sinkt
bei Respondern, wihrend die Anti-CCP-
Antikorper-Titer unverdndert bleiben.
Allerdings liegen zur Rituximab-Thera-
pie erst 3 Studien vor, so dass diese Ergeb-
nisse noch mit Vorsicht zu interpretieren
sind [23].

Alternative Versuche, ACPA fiir das
Therapiemonitoring nutzbar zu machen,
beziehen die verschiedenen Immun-
globulin-Subklassen der ACPA mit ein.
So konnte unter Infliximab- und Ada-
limumab-Therapie eine Reduktion von
ACPA des IgG4-Subtyps nachgewiesen
werden [24]. Ein weiterer vielverspre-
chender Ansatz ergibt sich aus dem Epi-
top-Mapping. Kennt man die genauen
Epitope des vom Patientenserum er-
kannten Autoantigens, konnen diese ge-
zielt untersucht werden: So wurde bei Ver-
wendung von linearen MCV-Peptiden fiir
Responder einer Rituximab-Therapie ei-
ne Abnahme der Anti-MCV-Antikorper-
Titer um etwa 80% gezeigt [25].

O Abb.1a, b veranschaulicht das
uiberlappende Auftreten von Anti-CCP2-



Zusammenfassung - Abstract

Infobox 1  RA-spezifische
Autoantikorper

== ACPA: Antikorper gegen citrullinierte
Peptidantigene

== AKA: Antikeratinantikorper

== Anti-CCP: Antikorper gegen zyklisch
citrullinierte Peptide

== Anti-MCV: Antikorper gegen mutiertes
citrulliniertes Vimentin

== Anti-Sa: Antikorper gegen citrulliniertes
Vimentin, die erstmals am Indexpatienten
Savoie beschrieben wurden

== APF: antiperinuklearer Faktor

== RF:Rheumafaktor

und Anti-MCV-Antikorpern sowie RE.
Zusitzlich korrelieren auch die Titer der
verschiedenen ACPA, dies gilt sowohl fiir
das Gesamt-IgG [10] als auch fiir die IgG-
Subklassen 1, 3 und 4 [26]. Dennoch gibt
es Unterschiede zwischen dem Auftreten
der verschiedenen Autoantikérper und
dem Verlauf der RA bzw. der Therapie-
Response (8 Abb. 2).

Bedeutung der ACPA fiir
die Pathogenese

Das Erscheinen von ACPA - z. T. viele Jah-
re vor den ersten Krankheitssymptomen -
legt nahe, dass sie bereits in der Frithphase
der Entstehung einer RA beteiligt sind.
Allerdings ist ihre direkte Bedeutung fiir
die Pathogenese bis heute weitgehend un-
klar. Uber die Beschreibung von poten-
ziell pathogenen Immunkomplexen mit
citrullinierten Peptiden in RA-Patienten
hinaus wurden bisher keine direkten Be-
lege fiir eine unmittelbar pathogene Wir-
kung im Menschen beschrieben. Stattdes-
sen gibt es Hinweise aus dem Mausmo-
dell der Kollagen-induzierten Arthritis:
Hier werden frith im Verlauf der Arthri-
tis ACPA gebildet, deren Spektrum an er-
kannten citrullinierten Epitopen sich mit
dem Fortschreiten der Erkrankung im-
mer weiter ausdehnt und auch Vimentin
mit einschlief3t [27]. Diese Antikorper tra-
gen — zusammen mit den Anti-Kollagen-
Antikorpern - direkt zur Gelenkentziin-
dung bei.

Fiir die Pathogenese der RA von
ACPA-positiven Patienten postulieren
Klareskog et al. [28] ein 3-phasisches
Modell, welches sowohl genetische als
auch immunologische und Umweltfak-
toren integriert.

Die erste Phase umfasst die Etablie-
rung der Immunantwort gegen citrulli-
nierte Antigene. Rauchen verstarkt dabei
die Apoptose und, wie kiirzlich gezeigt,
auch direkt die Aktivierung von PADI2
in der Lunge [29]. Die entstehenden ci-
trullinierten Antigene konnen dann be-
sonders gut iiber den HLA-DRB1*0401-
Komplex présentiert werden, was zur Ak-
tivierung von autoreaktiven T-Zellen und
iiber eine B-Zell-Stimulierung zur Aus-
schiittung von ACPA fithren kann. Dies
erklért die bei rauchenden RA-Patienten
beobachteten hheren ACPA-Titer. Uber-
dies fiihrt Zigarettenkonsum zu einer ho-
heren Wahrscheinlichkeit, ACPA der IgA-
sowie IgM-Klasse auszubilden. Dariiber
hinaus konnen weitere Umwelteinfliisse
in anderen Geweben zu einer gesteigerten
Citrullinierung fiihren. Das Modell ldsst
allerdings offen, wie die autoreaktiven
T-Zellen entstehen, wie die immunolo-
gische Toleranz durchbrochen wird und
welche Bedeutung den regulatorischen
T-Zellen zukommt.

Wiahrend der zweiten Phase soll es auf-
grund einer Storung im Gelenkbereich
zur gesteigerten Citrullinierung im Syn-
ovium kommen, bei der ACPA ihre spe-
zifischen Epitope erkennen und zur in-
flammatorischen Antwort beitragen.

In der dritten Phase chronifiziert die
Entziindung, so dass sich eine RA etablie-
ren kann - so das Modell.

Die am langsten bekannte genetische
Assoziation mit der RA betrifft das
"shared epitope" (SE), das am haufigs-
ten auf HLA-DRB1*04- und -*o1-Allelen
vorkommt. Diese Assoziation ldsst sich
allerdings nur fiir ACPA-positive RA-
Patienten bestdtigen. Fiir ACPA-negative
Patienten wurde hingegen eine Assoziati-
on mit HLA-DRB1*03-Allelen beschrie-
ben [30]. Auch eine Pridisposition durch
Rauchen in Verbindung mit SE-Allelen
konnte nur in der ACPA-positiven Pati-
entengruppe gezeigt werden. Dies deutet
darauf hin, dass das Vorliegen von ACPA
die RA-Patienten nicht nur hinsichtlich
ihrer Prognose, sondern auch beziiglich
ihrer Pathogenese in 2 separate Gruppen
aufteilt.

Welche Bedeutung ACPA fiir die
Pathogenese der RA spielen, ist erst im
Ansatz verstanden. Auffillig ist, dass bei
RA-Patienten nicht nur die Frequenz der
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Zusammenfassung

Seit ihrer Erstbeschreibung vor etwa 10 Jah-
ren haben die Antikorper gegen citrullinierte
Peptidantigene (ACPA) in der Diagnostik der
rheumatoiden Arthritis (RA) stark an Bedeu-
tung gewonnen. lhr friiher Nachweis und die
hohe Sperzifitét bei vergleichbarer Sensitivitat
machen sie dem Rheumafaktor deutlich
liberlegen. Allerdings scheinen sie weniger
gut geeignet, den Therapieerfolg zu belegen
sowie extraartikuldre Manifestationen und
Krankheitsaktivitdt vorherzusagen. Aktuelle
Forschungsansétze nutzen ACPA, um die
Pathogenese der RA detaillierter aufzuklaren.

Schliisselworter
Rheumatoide Arthritis - Rheumafaktor -
ACPA (anticitrulliniertes Peptidantigene)

Antibodies against
citrullinated peptides in
clinical practice and research

Abstract

Since their original description ten years ago,
antibodies against citrullinated peptide an-
tigens (ACPA) have become increasingly im-
portant in the diagnosis of rheumatoid arthri-
tis (RA). They are now considered superior to
the rheumatoid factor because they can be
detected earlier in the course of the disease
and are more specific while showing a com-
parable sensitivity. However, they seem to be
less suitable for monitoring specific respons-
es to therapies and for predicting extra-artic-
ular manifestations as well as disease activity.
Recent research activities center around us-
ing ACPA to further elucidate the pathogen-
esis of RA.

Keywords
Rheumatoid arthritis - Rheumatoid factor -
ACPA (anti-citrullinated peptide antigens)
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27,5%
anti-CCP™ und anti-MCV~

Abb. 1 <a, b Uber-
lappendes Auftreten
von Anti-CCP- und
Anti-MCV-Antikdrpern
sowie von Anti-MCV-
Antikérpern und
Rheumafaktor bei
RA-Patienten

23,4%
RF” und anti-MCV~

BSG/CRP

Abb. 2 A ACPA und Rheumafaktor als Pradiktoren eines erosiven Verlaufs der RA, von extraartikularen
Manifestationen, Krankheitsaktivitat und Therapie-Response

Anti-CCP-Antikérper vom IgG4- im  Verschiebung in Richtung IgG4 ist spezi-
Vergleich zum IgG2- und IgG3-Typ er-  fisch fiir Autoantikorper, da sowohl die

hoht ist, sondern auch deren Titer. Diese ~ Gesamtheit aller Immunglobuline im Se-
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rum der untersuchten RA-Patienten als
auch deren spezifische Immunglobuline
gegen Varicella zoster der iiblichen Ver-
teilung von IgG1>IgG2>1gG3>1gG4 fol-
gen [21]. Zwar steht die genaue Aufkld-
rung der biologischen Bedeutung von
IgG4-Subtypen noch aus, dennoch ist ei-
ne Storung eines peripheren Toleranzme-
chanismus durch die autoreaktiven IgG4-
Antikorper denkbar.

Fazit fiir die Praxis

Aufgrund ihrer hohen Spezifitat und Sen-
sitivitat ist die Bestimmung von ACPA
fiir die Diagnose und Differenzialdiag-
nose der frithen RA gut geeignet und
der Bestimmung des RF sogar iiberle-
gen. Da positive Patienten zumeist einen
erosiveren Verlauf zeigen, konnen ACPA
auch fiir Therapieentscheidungen heran-
gezogen werden. Ob Anti-CCP- oder An-
ti-MCV-Antikorper bestimmt werden, ist
aufgrund ihrer vergleichbaren diagnos-
tischen Performance weitgehend un-
erheblich. Allerdings scheint der Anti-
MCV-Titer am ehesten mit dem DAS 28,
der BSG und dem CRP zu korrelieren. Bis
heute fehlen jedoch fundierte Kennt-
nisse iiber das Verhalten der Anti-MCV-
Titer unter den verschiedenen Biologika-
Therapien.
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Neues Angriffsziel fiir
Antibiotika

Immer mehr Bakterienstdmme entwickeln
Mehrfachresistenzen gegen die bisher
lebensrettenden Antibiotika. Mediziner war-
nen, dass die Todesraten aufgrund von Infek-
tionen schon in naher Zukunft dramatisch
ansteigen konnten. Forscher der Technischen
Universitat Miinchen (TUM) haben nun einen
Stoffwechselschritt aufgeklart, der bei vielen
aggressiven Mikroorganismen, wie dem
Turberkulose- oder Malariaerreger vorkommt
und deshalb ein lohnendes Ziel fiir eine neue
Klasse von Antibiotika werden konnte.

Die lebenswichtigen Naturstoffe aus der Ter-
pen- und Steroidklasse stellen die Zellen fast
aller Organismen aus den kleinen Isopren-
bausteinen Dimethylallylpyrophosphat
(DMAPP) und Isopentenylpyrophosphat
(IPP) her. Sdugetiere und eine gro3e Zahl
weiterer Organismen bauen diese tiber den
so genannten Mevalonat-Weg auf. Fast alle
krankmachenden Bakterien, so auch der Ma-
lariaerreger Plasmodium falciparum, verwen-
den dagegen einen Sonderweg. Die Forscher
haben nun die strukturellen Grundlagen des
letzten Schritts der bakteriellen Isopren-Syn-
these aufgeklart. Das entscheidende Enzym
verfiigt tiber eine dulerst ungewdhnliche
Struktur. Seine Rontgenkristallstruktur der
geschlossenen Form, sowie die genaue
Faltung der Proteinkette und die chemische
Umgebung des aktiven Zentrums sind inzwi-
schen bestimmt worden.

Diese Erkenntnisse kdnnen als neue Ansatz-
punkte fiir die Entwicklung neuer Antibiotika
genutzt werden.

Literatur: Grawert T, Rohdich F, Span | et al
(2009) Das IspH-Protein von Escherichia coli
- Struktur und Mechanismus. Angew. Chem.
121:12165-12177
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