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Zusammenfassung

Theoretischer Hintergrund: Obgleich das Screening auf das Vorliegen von Myositis-spe-
zifischen Antikorpern (MSA), zu welchen laut dem aktuellen Stand der Forschung auch der
in der vorliegenden Diagnosestudie beriicksichtigte Anti-HMGCR- bzw. Anti-cN1A4-Auto-
antikorper zdhlt, mittels Line-Immunoassay (LIA), im Klinikalltag im Setting einer niedri-
gen Vortestwahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen einer Myositis, hiufig erfolgt bzw. die An-
wendung dessen als primér diagnostisches Tool im Kontext einer lediglich suspizierten Idi-
opathisch inflammatorischen Myopathie (IIM) bereits international gingige Praxis zu sein
scheint, sind die tatsdchliche Utilitdt der LIA-Testung auf das Vorliegen dieser beiden My-
ositisautoantikorper fiir die Diagnosestellung dieser Erkrankung im Klinikalltag und deren

diagnostischer Stellenwert noch unklar.

Materialien & Methoden: Im Zuge dieser retrospektiven Datenanalyse wurden die klinisch
gestellten Diagnosen von Individuen, deren Sera mittels LIA (EUROLINE® Autoimmune
Inflammatorische Myopathien 16 Ag et cN-1A et HMGCR (IgG); Euroimmun, Liibeck,
Deutschland) auf die Prisenz von Anti-HMGCR- bzw. Anti-cN1A-Autoantikérpern getestet
wurden, aus deren elektronischen Krankenakten — als Goldstandard zur Berechnung der kli-
nischen Sensitivitit und Spezifitit der beiden Antikdrper — entnommen. Additiv wurden so-
wohl deren positive und negative Likelihood-Quotienten (LQ) als auch deren negative
(NPV) und positive Vorhersagewerte (PPV) fiir das tatsdchliche Vorliegen einer IIM berech-
net, um primar darauf basierend Aussagen iiber die Utilitdt dieser Testung fiir die Diagnose-

stellung einer IIM treffen zu konnen.

Ergebnisse: 1.910 Sera wurden im Immunologielabor des Grazer Universitétsklinikums im
Zeitraum von Oktober 2020 bis Oktober 2021 auf das Vorliegen dieser beiden Autoantikor-
per getestet. Schlussendlich standen die klinischen Daten von 1.076 Personen, deren elekt-
ronische Krankenakten einen ausreichenden Datengehalt aufwiesen, zur weiteren statisti-
schen Datenanalyse zur Verfiigung. 987 Personen, worunter sich 44 IIM-Patienten und -
Patientinnen befanden, wurden mittels LIA negativ auf das Vorliegen dieser beiden Auto-
antikorper getestet, wohingegen in Summe 89 Individuen, worunter sich 17 Personen mit
der klinisch gestellten Diagnose einer IIM befanden, entweder eine Anti-HMGCR- oder eine
Anti-cN1A-Autoantikorperpositivitit aufwiesen. Der PPV des Anti-HMGCR-Autoantikor-
pers fiir das Vorliegen einer I[IM lag, bei einer klinischen Spezifitit von 96.85 % und einer

klinischen Sensitivitit von 18.03 %, bei 25.58 %. Der PPV des Anti-cN1A-Autoantikdrpers
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fiir das Vorliegen dieser Erkrankung wiederum betréigt, bei einer klinischen Spezifitit von
96.06 % und einer klinischen Sensitivitidt von 9.84 %, lediglich 13.04 %. Anhand von Re-
ceiver Operating Characteristic (ROC)-Analysen konnten neue, potenziell kiinftig im Kli-
nikalltag anwendbare Signalintensitiatsschwellenwerte fiir die Definition einer Anti-
HMGCR- bzw. Anti-cN1A-Autoantikorperpositivitét identifiziert werden. Hierdurch konnte
die Anzahl inkorrekt positiver Testresultate reduziert und der PPV des Anti-HMGCR-Auto-
antikorpers fiir das Vorliegen der Erkrankung bei gleichbleibender klinischer Sensitivitét,

auf 42.30 % sowie jener des Anti-cN1A4-Autoantikorpers auf 17.10 % erhdht werden.

Schlussfolgerung: Zumal die Nutzung des MSA-Screenings mittels LIA als Diagnostiktool
— im Setting einer niedrigen Vortestwahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen einer IIM — eine
basierend auf den Resultaten der vorliegenden Diplomarbeit bereits weitverbreitete Praxis
zu sein scheint, sollten sich Kliniker und Klinikerinnen vor allem dariiber im Klaren sein,
dass die alltagliche Anwendung der Anti-HMGCR- bzw. Anti-cN1A-Autoantikorpertestung
mittels LIA in eben diesem Kontext in niedrigen PPVs fiir diese Autoantikorper resultiert.
Dies wiederum limitiert die Utilitét einer solchen Testung auf das Vorliegen der beiden An-

tikorper fiir die Diagnosestellung einer [IM bzw. fiir den klinischen Alltag.

Schliisselworter: Anti-cN1A-Autoantikorper, Anti-HMGCR-Autoantikorper, diagnostischer
Nutzen, Idiopathisch inflammatorische Myopathie, Line-Immunoassay, Real-Life-Stich-

probe



Abstract

Theoretical background: Screening for the presence of myositis-specific antibodies
(MSA), to which, according to the current state of research, the anti-HMGCR-, as well as
the anti-cN1A4 autoantibody belongs, using a line-immunoassay (LIA), is frequently carried
out in everyday clinical practice. The latter is therefore primarily carried out in the setting of
a low pre-test probability for the presence of myositis. Even though the use of this detection
method as a diagnostic tool in the context of merely suspected idiopathic inflammatory my-
opathy (IIM) already appears to be common practice internationally, the actual usefulness
of LIA testing for the presence of these two myositis-autoantibodies for the diagnosis of this

disease in everyday clinical practice, as well as its diagnostic value, remains unclear.

Materials & Methods: In the course of this retrospective data analysis the clinical diagnoses
of individuals, whose sera were tested for the presence of anti-HMGCR- and anti-cN1A au-
toantibodies using a LIA (EUROLINE® Autoimmune Inflammatory Myopathies 16 Ag et
cN-1A et HMGCR (IgG); Euroimmun, Liibeck, Germany), were extracted from their elec-
tronic medical records to serve as the gold standard for calculating the clinical sensitivity
and specificity of the two antibodies. In addition, their positive and negative likelihood ratios
(LQ), as well as their negative (NPV) and positive predictive values (PPV) for the actual
presence of [IM were calculated, based upon whom we aimed to make statements about the

usefulness of such antibody testing for the diagnosis of IIM.

Results: 1.910 sera were tested for the presence of these two autoantibodies in the Immu-
nology Laboratory at the University Hospital of Graz between October 2020 and October
2021. Ultimately, the clinical data of 1.076 people, whose electronic medical records con-
tained a sufficient amount of such data, were used for further statistical analysis. 987 indi-
viduals, including 44 IIM patients, tested negative for the presence of these two autoanti-
bodies, while a total of 89 sera, including the sera of 17 individuals with a clinical diagnosis
of IIM, tested positive for the presence of either anti-HMGCR- or anti-cN1A autoantibodies.
While the calculated PPV of the anti-HMGCR autoantibody for the presence of I[IM, whose
clinical specificity and clinical sensitivity was 96.85 % and 18.03 % respectively, was
25.58 %, the calculated PPV of the anti-cN1A autoantibody for the presence of this disease,
whose clinical specificity and clinical sensitivity was 96.06 % and 9.84 % respectively, was
13.04 %. Performing Receiver operating characteristic (ROC)-analyses, we were able to

identify new signal intensity thresholds for the definition of an anti-HMGCR- and an anti-
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c¢N1A autoantibody-positivity which, while maintaining the same clinical sensitivities, re-
sulted in the reduction of the number of false positive test results and an increase of the PPV
of the anti-HMGCR autoantibody for the presence of the disease to 42.30 % and that of the
anti-cN1A autoantibody to 17.10 %. Therefore, those newly identified thresholds might po-

tentially be used in everyday clinical practice in the future.

Conclusion: Since the use of MSA screening using a LIA as a diagnostic tool in the setting
of a low pre-test probability for the presence of IIM already appears to be, according to the
results of this diploma thesis, a widespread practice, clinicians should especially be aware
of the fact that the everyday use of anti-HMGCR- and anti-cN1A autoantibody testing using
a LIA in precisely this context results in low PPVs for these autoantibodies. In turn, this
reduces the actual usefulness of testing sera for the presence of these two antibodies, using

this particular detection method, for the diagnosis of IIM in everyday clinical practice.

Keywords: anti-cN1A4 autoantibody, anti-HMGCR autoantibody, clinical utility, idiopathic

inflammatory myopathy, line-immunoassay, Real-life cohort
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1 Einleitung & theoretischer Hintergrund

1.1 Einfuhrung in die Thematik & Gliederung der Einleitung

Die zeitgemal als Idiopathisch inflammatorische Myopathien (IIM) bezeichnete Erkran-
kungsgruppe, welche ebenso dem Begriff der Myositis zugeordnet werden kann, bildet den
Sammelbegriff fiir eine Reihe an heterogenen Erkrankungssubsets, welchen allesamt geméf
dem aktuellen Stand der Forschung ein autoimmuner Pathomechanismus zugrunde liegt (1).
Exakte numerische Angaben zur wahrhaften Inzidenz der IIM in der Weltbevilkerung konn-
ten der Literatur bislang nicht entnommen werden (2). Die Anzahl der Neuerkrankungen pro
100.000 Individuen pro Jahr variiert in der existenten Literatur global zwischen 0.2 bis 2,
was wiederum das rare Auftreten dieser Erkrankungsgruppe widerspiegelt (2). Angaben zur
globalen Prévalenz der IIM variieren der Literatur zufolge zwischen 2 und 25 Betroffenen

je 100.000 Individuen (2).

Jene die Skelettmuskulatur affizierenden Autoimmunerkrankungen resultieren, dem Inflam-
mationsprozess geschuldet, folglich in einer reduzierten Muskelkraft der betroffenen Mus-
kelgruppen, welche im Wesentlichen durch ein subakut oder akutes Einsetzen sowie den
typischerweise symmetrischen Befall der proximalen Extremitidtenmuskulatur, insbesondere
der des Becken- und Schultergiirtels, charakterisiert ist. Myalgien, eine Nackenbeuger- oder
in selteneren Fillen eine Nackenstreckerschwiéche, Schwierigkeiten in Bezug auf die Absol-
vierung alltdglicher Aktivititen, wie beispielsweise das Treppensteigen sowie das Anheben
der oberen Extremitéten {iber die Horizontale, stellen ebenso potenzielle Komponenten des

interindividuellen Symptomenkonglomerats dar (3,4).

Ein Uberblick zu ausgewihlten Klassifikations- und Unterteilungsmdglichkeiten (IIM-Sub-
gruppen) obig genannter Erkrankungsgruppe soll in den nachfolgenden Kapiteln 1.2 sowie
1.3.1 gegeben werden. Deren Abwandlung, durch das Einbeziehen der fiir die IIM relevanten

Autoantikorper, liber die Zeit hinweg, soll ebenso dargestellt werden.

In Abhéngigkeit der vorliegenden Erkrankungsuntergruppe einer 1IM sowie des damit ein-
hergehenden Myositis-spezifischen Antikorpers (MSA) konnen zudem sowohl eine pulmo-
nale als auch kardiale Pathologie, welche isoliert oder in Kombination mit obig angefiihrten
myopathischen Beschwerden auftreten, zur klinischen Manifestation der Erkrankung beitra-

gen. Analog dazu stellen eine arthritische Gelenksbeteiligung sowie jene in Tabelle 1 ange-



fiihrte Effloreszenzen, welche reprisentativ fiir die Affektion des Integuments sind, mogli-
che Teilkomponenten oder den einzigen Aspekt des klinischen Erscheinungsbildes der IIM
dar. Die zuvor geschilderte Tatsache, welche unterstreicht, dass eine Krankheitsmanifesta-
tion extramuskuldrer Natur der charakteristischen muskuldren Beschwerdesymptomatik
moglicherweise vorangeht oder gar anstelle dieser auftritt, zeigt die potenzielle Problematik

beziiglich des Erkennens und der Diagnosestellung einer IIM auf. (4)

Die Utilitit sowie die Relevanz krankheitsspezifischer biologischer Marker, wie der Auto-

antikorper, bezogen auf den Diagnostikprozess, sollen in Kapitel 1.3 verdeutlicht werden.

Die Kapitel 1.4 und 1.5 sollen der Erlduterung der Erstbeschreibung der beiden in der vor-
liegenden Arbeit beriicksichtigten Autoantikorper dienen. Anschlieend soll in den Unter-
kapiteln 1.4.3 und 1.5.2 ein orientierender Uberblick iiber die beiden mit diesen Autoanti-
korpern assoziierten Erkrankungsunterformen der IIM (Anti-HMGCR-positive-IMNM,
IBM) gegeben werden. In der bestehenden Literatur werden jene beiden obig angefiihrten
Erkrankungssubsets als primar den Skelettmuskel affizierende Entitéten ohne anderweitige
Organmanifestation beschrieben (4). Um den Rahmen dieser Diplomarbeit nicht zu spren-
gen, wird somit nicht detaillierter auf mogliche extramuskuldare Komplikationen der 1IM

eingegangen.

AbschlieBend gibt Kapitel 1.6 einen Einblick in die Autoantikorper-Detektionsmethode des
Line-Immunoassays (LIA), dessen Utilitdt und diagnostischer Stellenwert im klinischen All-
tag, bezogen auf die Diagnosestellung der IIM, basierend auf der Testung auf das Vorliegen
des Anti-HMGCR- sowie des Anti-cN1A-Autoantikorpers im Rahmen der vorliegenden Ar-

beit evaluiert werden soll.

1.1.1 Elemente des diagnostischen Work-ups

Die in den folgenden Kapiteln 1.2 und 1.3.1 erlduterten Einteilungssysteme fiir die IIM fun-
gieren primdr als Tools zur Anwendung im Bereich der Forschung mithilfe derer die Zuord-
nung der betroffenen Individuen zu den entsprechenden Studienkohorten ermdglicht werden
soll (5,6). Dies beriicksichtigend sollen jene Klassifikationssysteme dem Kliniker oder der
Klinikerin in erster Linie lediglich zur Orientierung dienen (4). An dieser Stelle soll betont
werden, dass es die Forschung zu diesem Bereich bis dato nicht vermochte, formelle diag-

nostische Kriterien fiir das Erkrankungsbild der IIM hervorzubringen (4).



Die Klinik im Sinne der muskuldren Schwiche, die oftmals als Leitsymptom der Erkrankung
angefiihrt wird, zeichnet sich jedoch durch ihre geringe diagnostische Spezifitit aus. Sofern
im diagnostischen Work-up isoliert und nicht etwa in Kombination mit krankheitsspezifi-
schen Autoantikorpern betrachtet, resultiert eine derartige diagnostische Herangehensweise

potenziell in einer Fehldiagnose. (4)

Vor diesem Hintergrund werden im klinischen Alltag fallorientiert — ergénzend zur Erhe-
bung der Anamnese und Erfassung der individuellen Klinik — Muskelbiopsien zur histopa-
thologischen Befundung, schnittbildgebende Verfahren wie die Magnetresonanztomografie
(MRT), neurophysiologische Diagnostikmethoden wie die Elektromyografie (EMG) sowie
laborchemische Parameter wie etwa die Werte der Muskelenzyme Creatinkinase (CK), As-
partat-Aminotransferase (AST), Aldolase und Laktatdehydrogenase (LDH), welche repré-
sentativ flir das Ausmal3 der Muskeldestruktion sind, in den Diagnostikprozess eingebaut
(3,4). Additiv sollte, wie in Kapitel 1.3 angefiihrt, die Testung auf gegebenenfalls prisente
MSA und MAA in diesen Prozess miteinflieBen (4).

1.1.1.1 Elektromyografie

Der geringen diagnostischen Spezifitit der Muskelenzymelevation sowie der ebenso gerin-
gen Spezifitit der muskulidren Symptomatik geschuldet erhilt die EMG einen bedeutenden
Part im diagnostischen Work-up (7). So ist es beispielsweise moglich, dass sowohl an Amy-
otropher Lateralsklerose (ALS) Erkrankte, welche eine Motoneuronerkrankung darstellt, als
auch an IIM-Erkrankte eine erhohte Serumkonzentration der Muskelenzyme und eine
Schwiche der Muskulatur aufweisen (7). Die EMG erleichtert indessen die Differenzierung

zwischen einer solchen neurodegenerativen und einer myopathischen Erkrankungsentitét

(8).

1.1.1.2 Magnetresonanztomografie

Die Schnittbildgebung mittels MRT sowie die nachfolgende Beurteilung der Aufnahmen in
den entsprechend gewichteten Sequenzen gestattet basierend auf detektierten Signalalterati-
onen die Identifikation eines muskuliren Odems als Zeichen des aktiven Entziindungspro-
zesses (3,7). Ebenso gestattet die MRT-Bildgebung die Differenzierung zwischen dem obig
angefiihrten Odem und einem fettigen Umbau der betroffenen Muskulatur, welches wiede-
rum ein Zeichen der chronischen Inflammation darstellt (3,7). Zusétzlich vereinfacht die
bildgebende Diagnostik die Auswahl und Markierung einer adidquaten Biopsieentnahme-

stelle, welche primir eine hohe entziindliche Aktivitdt aufweisen soll (7).



1.1.1.3 Muskelbiopsie

Die Entnahme der Muskelbiopsie bzw. die nachfolgende histopathologische Befundung der
Gewebeprobe stellt den derzeitigen Goldstandard zur Bestitigung einer potenziellen 1IM-
Diagnose dar (9). Sie dient primér der Detektion eines inflammatorischen Zellinfiltrates in
der Skelettmuskulatur (9). Der Nutzen der Biopsie resultiert vor allem aus der Moglichkeit,
potenzielle Differentialdiagnosen wie beispielsweise Myopathien metabolischen Ursprungs
als auch Muskelpathologien degenerativer Natur mithilfe ihrer Befundung auszuschliefSen

(4). Additiv tragen die histologisch identifizierten Merkmale zur Unterscheidung der einzel-

nen [IM-Subsets bei (4,10).



1.2 Die Einteilung der Idiopathisch inflammatorischen Myopathien
entsprechend der 2017 etablierten ACR/ EULAR Kilassifikation

Die IIM koénnen gemédl der im Jahr 2017 etablierten Empfehlungen des American College
of Rheumatology sowie der European League Against Rheumatism (ACR/ EULAR) in die
nachfolgend angefiihrten Untergruppen unterteilt werden (5):

1. Polymyositis (PM)

2. Dermatomyositis (DM), Amyopathische Dermatomyositis (ADM), juvenile Derma-
tomyositis (JDM)

3. Einschlusskorperchenmyositis (IBM). (5)

Eine weitere eigenstindige Entitét, welche im entwickelten Entscheidungsbaum (Abbildung
1) dargestellt ist, stellt die Gruppe der sogenannten Immunmediierten nekrotisierenden My-
opathien (IMNM) dar. Der geringen Anzahl an Studienteilnehmern und Studienteilnehme-
rinnen (11/976) geschuldet, welche diese Sonderform der IIM aufwiesen, wird die IMNM
allerdings im Entscheidungsbaum der Gruppe der PM zugeordnet. (5)

Die Tatsache beriicksichtigend, dass die Entwicklung von geeigneten als auch validierten
Klassifikationssystemen von maf3geblicher Bedeutung fiir den Bereich der Forschung sowie
in weiterer Folge fiir die Durchfiithrung von klinischen Studien ist, wurde im Rahmen einer
Multicenterstudie (47 Zentren weltweit) die entsprechende Klassifikation entwickelt. Einge-
schlossen wurden dabei in Summe 976 an IIM-Erkrankte (25.5 % Kinder, 74.5 % Erwach-
sene) sowie 642 Kontrollen (18.4 % Kinder, 81.6 % Erwachsene), welche ihrerseits Patho-

logien aufwiesen, die wiederum mogliche Differentialdiagnosen der IIM darstellen. (5)

Das im Jahr 2017 etablierte Klassifikationssystem soll dabei, anhand der Beurteilung von
im klinischen Alltag simpel erhebbarer laborchemischer sowie klinischer Parameter, vorder-
griindig eine Unterscheidung einer IIM von ihren potenziellen Differentialdiagnosen, wie
beispielsweise einer Muskeldystrophie, ermoglichen. An dieser Stelle ist es unerldsslich zu
erwihnen, dass mit der Anwendung dieses Klassifikationssystems ausschlieBlich das Ziel
verfolgt werden soll, Personen in entsprechende Kohorten einer Studie einzuordnen, dieses

jedoch nicht dafiir entwickelt wurde, per se die definitive Diagnose einer IIM zu stellen. (5)

Im Zuge des Projektes wurden hierzu neue, in Tabelle 1 ersichtliche, Klassifikationskriterien

entwickelt, welche sich zu insgesamt 6 Gruppen, bestehend aus demographischen Daten,
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klinisch erhobenen Merkmalen sowie laborchemisch und optional histopathologisch erho-
benen Daten und deren jeweiligen Unterpunkten (16 Variablen), formieren. Dabei wurde in
der oben erlduterten Stichprobe mittels statistischer Testverfahren (Exakter Test nach Fis-
her, Chancenverhiltnis) zundchst die jeweilige Assoziation zwischen 93 von einem Exper-
tenkomitee vordefinierten Variablen, welche ihrerseits partiell einer Reihe vorab publizierter
Klassifikationssysteme entnommen wurden, sowie der entsprechenden Diagnose (Non-1IM
vs. [IM) evaluiert. Final konnten, wie vorab angefiihrt, 16 folgend in Tabelle 1 angefiihrte
Klassifikationskriterien eruiert werden, welche ihrerseits gemil3 Lundberg et al. (5) die best-
mogliche Differenzierung zwischen einer IIM sowie einer Non-IIM gestatteten. Konsekutiv
erfolgte, basierend auf der individuellen Diskriminationsféhigkeit des Kriteriums (Non-1IM
vs. [IM), die Gewichtung der einzelnen Klassifikationskriterien anhand der Zuteilung einer
Punkteanzahl (Score) zu jeder Variable. Lundberg et al. (5) zufolge entspricht die jeweilige
Gesamtpunkteanzahl wiederum einer bestimmten Wahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen ei-
ner [IM (P(IIM)) (Tabelle 2). (5)

Tabelle 1: ACR/ EULAR IlIM-Klassifikationskriterien (2017) fiir die juvenile und adulte Erkrankungsform
(erstellt basierend auf der Tabelle aus Lundberg et al. (5)).

Score mit Score
Histologie ohne
Histologie

6 Hauptgruppen 16 Klassifikations- Variablenerlaute-
der kriterien rung
Klassifikationskri-
terien

Alter bei >18 Jahre und <40 Ein krankheitsassozi-
Erkrankungsbe- Jahre iertes Symptom tritt
ginn (erstmaliges Auftre- | erstmalig in einem Al-

ten eines krankheits- | ter von >18 bzw. <40

assoziierten Symp- Jahren auf.

toms)

>40 Jahre (erstmali- = Ein krankheitsassozi- | 2.2 2.1

ges Auftreten eines iertes Symptom ftritt

krankheitsassoziier- erstmalig in einem Al-

ten Symptomes) ter von >40 Jahren

auf.

Muskulére Objektive symmet- Beurteilung anhand | 0.7 0.7
Schwache rische Muskel- des Resultates der

schwache proxima- | manuellen Muskeltes-

ler Muskelgruppen tung bzw. alternativer

der oberen Extremi- objektiver Muskel-

taten; diese zumeist funktionstests;

fortschreitend die muskulare Schwa-

che ist beidseits vor-
handen sowie im Ver-
lauf progressiv.

Objektive symmet- Beurteilung anhand | 0.5 0.8

rische Muskel- des Resultates der

schwiéche proxima- | manuellen Muskeltes-

ler Muskelgruppen tung bzw. alternativer
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Affektion des
Integuments

Anderweitige
klinische
Manifestationen

Laborchemische
Parameter

der unteren Extre-
mitaten; diese zu-
meist fortschreitend

objektiver Muskel-
funktionstests;
die muskulare Schwa-
che ist beidseits vor-
handen sowie im Ver-
lauf progressiv.

Untere Extremitat: Die erhobenen Kraft- | 1.2 0.9
relatives Uberwiegen | grade (manuelle Mus-
der Schwache der keltestung oder alter-
proximalen Muskeln nativer objektiver
im Vergleich zur Muskelfunktionstest)
Schwache der dista- der proximalen Mus-
len Muskeln keln sind im Vergleich
zu jenen der distalen
Muskeln relativ niedri-
ger.
Nackenmuskulatur: | Die erhobenen Kraft- | 1.6 1.9
relatives Uberwiegen | grade (manuelle Mus-
der Schwache der keltestung oder alter-
Nackenbeuger im nativer objektiver
Vergleich zur Schwa- | Muskelfunktionstest)
che der Nackenstre- der Nackenbeuger
cker sind im Vergleich zu
jenen der Nackenstre-
cker relativ niedriger.
Gottron-Zeichen Rétliche bis violette | 3.7 3.3
Maculae (im Hautni-
veau) im Bereich der
Gelenksstreckseiten;
demnach nicht palpa-
bel
Heliotroper Aus- Rétliche oder violette | 3.2 3.1
schlag periorbital bzw. im
Bereich der Augenli-
der lokalisierte Verfar-
bung; oftmals in Kom-
bination mit einem pe-
riorbitalen Odem
Gottron-Papein Im Bereich der Ge- | 2.7 2.1
lenksstreckseiten
(Knie, Ellenbogen,
Zehen, Finger, Kno-
chel) lokalisierte rotli-
che bis violette Pa-
peln; fallweise schup-
pend
Osophageale Moti- Objektivierbare ab- | 0.6 0.7
litatsstorung oder norme Osophagus-
Dysphagie motilitdt oder Schluck-
problematik
Muskelenzymeleva- Es sollen die im 14 1.3
tion Krankheitsverlauf am

(Serumkonzentra-
tion oberhalb des
ULN):

-CK oder

-LDH oder

-AST oder

-ALT

starksten vom ULN
(=Upper limit of nor-
mal) abweichenden
Testresultate berlick-
sichtigt werden.
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Anti-Jo-1-Autoanti- Der Autoantikérpern- | 3.8 3.9
korper: achweis (Serum) soll
vorhanden mittels validierter und
standardisierter De-
tektionsmethode er-
folgen; das Kriterium
gilt bei positivem
Testresultat als erfillt.
Histopatholo- Mononukledres en- | Umgebung (dem Sar- | 1.7 -
[ MG S CGER G domysiales Zellin- kolemm anliegend)
Merkmale filtrat; entspre- nicht-nekrotischer,
chende umgeben gesunder Muskelfa-
die Muskelfasern, sern durch mononuk-
infiltrieren diese ledre Zellen; dennoch
aber nicht. kein Infiltrieren jener
vermerkbar
Perivaskulédres und/ | Mononukleare Zellen | 1.2 -
oder perimysiales umgeben Blutgefalle
mononukleédres (endomysiale oder
Zellinfiltrat perimysiale Gefale)
und/ oder sind peri-
mysial lokalisiert.
Geranderte Vakuo- In der H&E-Farbung | 3.1 -
len blaulich imponierende
Vakuolen; in der mo-
difizierten Gomori-
Trichrom-Farbung
hingegen rétlich impo-
nierend
Perifaszikulare Zahlreiche, histopa- | 1.9 -
Atrophie thologisch detektierte,
atrophe Muskelfasern
im perifaszikularen
Bereich; zentraler lo-
kalisierte Muskelfa-
sern imponieren weni-
ger atroph

In einem ersten Uberpriifungsschritt erfolgt demzufolge die Einordnung der Individuen mit
suspizierter [IM oder Myopathie-assoziierter Symptomatik in eine von vier liber die Wahr-

scheinlichkeit fiir das tatsdchliche Vorliegen einer I[IM definierten Gruppen (Tabelle 2) (5).

Die Person ist gemdll Lundberg et al. (5) dann als ein an [IM erkranktes Individuum in die
Studie einzuschlieBen, sofern ein Gesamtscore von mindestens 5.5 Punkten vorliegt. Ist dies
der Fall, so wird die betroffene Person der Gruppe ,,IIM wahrscheinlich vorliegend* zuge-
teilt. Dies umgerechnet wiederum entspricht laut Lundberg et al. (5) einer Wahrscheinlich-
keit von mindestens 55 % fiir das Vorliegen einer [IM. Wird dieses Kriterium nicht erfiillt
(Wahrscheinlichkeit von zumindest 50 %, jedoch unter 55 % fiir das Vorliegen einer IIM),
so soll eine Zuteilung des Individuums in die Gruppe ,, moglicherweise vorliegende 1IM
erfolgen. Personen werden in die Gruppe ,,definitiv vorliegende IIM “ im Falle eines Ge-

samtscores von zumindest 7.5 Punkten (Wahrscheinlichkeit von mindestens 90 % fiir das
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Vorliegen einer 1IM) eingeordnet. Die Hohe der Cut-off-Werte der Gesamtpunkteanzahl
wird dem etwaigen Vorliegen einer histopathologischen Befundung eines Muskelbiopsates

angepasst (mindestens 6.7 Punkte respektive mindestens 8.7 Punkte). (5)

Das vorab Erlduterte wird folgend in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2: Gesamtscores inklusive der korrespondierenden P(lIM) entsprechend den 4 Gruppen des 1.
Uberprufungsschrittes (erstellt basierend auf den Informationen aus Lundberg et al. (5)).

4 Gruppen des 1. Uber- P(IIM) Gesamtscore Gesamtscore

prufungsschrittes inklusive ohne
Histologie Histologie
>6.5;<6.7 >5.3;<55

1L R GTo| Tl CIWETERVLIZ > 50 %: < 55 %

liegend“ & , possible IIM“

,1IM wahrscheinlich vor- >55% >6.7 >5.5

liegend“ 2 , probable IIM*

»1IM definitiv vorliegend“ >90 % >8.7 >7.5
2 | definite IIM“

,Non-lIM* <50 % <6.5 <5.3

Bei zur Geniige vorliegendem Datengehalt kann konsekutiv in einem zweiten Uberpriifungs-
schritt die Zuteilung zu einem der obig angefiihrten Subsets der IIM erfolgen. Die im Zuge
dieses Projektes definierten Untergruppen der IIM werden im Einteilungsbaum (Abbildung
1) grafisch dargestellt. Zusétzlich ist gemiBl Lundberg et al. (5) eine Anwendung des ent-
sprechenden Klassifikationssystems bei Individuen mit suspizierter sogenannter Overlap-
Myositis (OM) moglich. Diese beschreibt das iliberlappende Auftreten einer Myositis mit
einer anderweitigen Kollagenose, wie beispielsweise dem Systemischen Lupus erythemato-

des (SLE). (5)
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Zuteilung zur Gruppe "IIM wahrscheinlich vorliegend" oder
"lIM definitiv vorliegend™

im 1. Uberpriifungsschritt erfolgt

Erstmaliges

Pathway adulit Auftreten eines Pathway juvenil
krankheitsassozi-

ierten Symptomes:
Alter <18 Jahre

nein
I 1
Integumentaffektion: Integumentaffektion:
- Gottron-Zeichen oder - Gottron-Zeichen oder
- heliotroper Ausschlag - heliotroper Ausschlag
oder oder
- Gottron-Papeln - Gottron-Papeln
nein
I 1
Muskelschwéche: Muskelschwiche:
- Fingerbeuger und - objektiv symmetrisch; proximale
Pharmakotherapie: Muskelgruppen der OE; meist

fortschreitend oder

- objektiv symmetrisch; proximale
Muskelgruppen der UE; meist

- fuhrt zu keiner
Verbesserung oder

Histologie: fortschreitend oder
- geranderte - der Nackenbeuger im Vergleich
Vakuolen zu jener der Nackenstrecker

Uberwiegt relativ oder

- UE: relatives Uberwiegen der
Schwache der proximalen Muskeln
im Vergleich zur Schwache der
distalen Muskeln

nein nein | nein
_— - ' T eI —1

i T JaVeRiTe!
:(inklusivel IBM ADM DM I Non-DM- H JDM
L IMNM) || I

Abbildung 1: ACR/ EULAR Einteilungsbaum zur Zuteilung eines Individuums zu einem IIM-Subset ent-
sprechend dem 2. Uberprifungsschritt (erstellt basierend auf dem Einteilungsbaum aus Lundberg et al.

(5))-

In weiterer Folge wurde ein online anzuwendendes Rechensystem entwickelt
(http://www.imm.ki.se/biostatistics/calculators/iim/), welches die Anwendung des im Jahr
2017 entwickelten Klassifikationssystems im Alltag einfacher gestalten soll. Als wesentli-
chen Output erhilt der Anwender oder die Anwenderin folglich gleichzeitig neben der Ge-
samtpunkteanzahl die entsprechende Wahrscheinlichkeit fiir das tatsdchliche Vorliegen ei-

ner [IM (P(IIM)) sowie bei ausreichend vorhandenem Datengehalt die Zuordnung zu einem

der oben angefiihrten IIM-Subsets. (5)

Gemil Lundberg et al. (5) zeichnet sich jenes Klassifikationssystem insbesondere durch

dessen beachtlich hohe Sensitivitit und Spezifitit (93 % respektive 88 % bei vorhandener
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Histologie) aus. Ferner werden die liberschaubare Anzahl der fiir die Klassifikation erfor-
derlichen laborchemischen und klinischen Variablen sowie die Simplizitit bezogen auf die
Erhebung jener im klinischen Alltag als wesentliche Vorteile dieses Klassifikationssystems

angefiihrt. (5)

Abschliefend geben Lundberg et al. (5) jedoch den Einschluss eines einzelnen MSA (Anti-
Jo-1-Autoantikdrper) in das entwickelte Klassifikationssystem als wesentliche Limitation
der Studie an. Lediglich dieser MSA konnte bei einem fiir die Datenanalyse ausreichenden
Anteil von Studienteilnehmern und Studienteilnehmerinnen (1.062/1.618) vermerkt werden.
Vor diesem Hintergrund wird folglich das Erfordernis nach einer Uberarbeitung der Klassi-
fikationskriterien betont. Entsprechend Lundberg et al. (5) setzt dies jedoch ein extensiveres
Testen der an [IM-Erkrankten sowie der Kontrollen auf die Prisenz zahlreicherer Myositis-

autoantikorper mithilfe validierter Detektionsmethoden voraus. (5)

1.2.1 Vergleichendes Anfuhren ausgewahlter historischer Einteilungs-
systeme

Den IIM wurde bereits im Jahr 1975 von Bohan und Peter (11,12) eine Klassifikation zuge-
teilt. Diese gestattete jedoch im Wesentlichen lediglich die Unterteilung in PM und DM. Zur
Unterscheidung dieser beiden Subgruppen wurden im entsprechend publizierten Klassifika-
tionssystem sowohl laborchemische Parameter wie die im Serum bestimmten Konzentratio-
nen der Muskelenzyme, die Resultate der elektromyografischen Diagnostik als auch histo-

pathologische Merkmale sowie die klinisch erhobene Symptomatik beriicksichtigt. (11-13)

Gemil Bohan und Peter (11) eignen sich deren in Tabelle 3 ersichtliche Kriterien sowohl
zur Zuordnung betroffener Individuen zu den entsprechenden Studienkohorten als auch zur
Nutzung im Rahmen der Diagnosestellung der beiden Erkrankungssubsets (PM, DM). Auch
die Anwendung dieses Einteilungssystems resultiert, bezogen auf die Gruppe der PM und
DM, basierend auf der Anzahl der erfiillten Kriterien, in einer Zuteilung des Individuums zu
einer der drei Gruppen ,, definitiv vorliegend “, ,, wahrscheinlich vorliegend “ oder ,, mdglich-

erweise vorliegend “. (11)
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Tabelle 3: Klassifikations- und Diagnostikkriterien nach Bohan und Peter (1975) (erstellt basierend auf
den Informationen aus Bohan und Peter (11,12)).

5 Kategorien der
Diagnostikkriterien
Muskelschwache

Diagnostikkriterium

Schwache der
Gliedergurtelmuskulatur bzw.
der vorderen Nackenbeuger
+/- Schwache der
Atemmuskulatur oder
Dysphagie

Erlduterung des
Kriteriums
symmetrisch; proximale
Muskelgruppen; fortschreitend
Uber Wochen bzw. Monate

Histologie

Muskelfasernekrosen und -re-
generation; mononukleares
Entziindungszellinfiltrat; Pha-
gozytose;
Muskelfaserdegeneration
bzw.-atrophie; grof3e Zell-
kerne mit prominenten Nukle-
oli

primar perivaskular lokalisier-
tes Entziindungszellinfiltrat;
primar perifaszikular betonte
Atrophie der Typ | und Il Mus-
kelfasern

Laborchemische
Parameter

Muskelenzymelevation im
Serum

primar CK; oftmals auch Aldo-
lase, LDH, ALT, AST

Elektromyografie

charakteristische Trias

1.) MUP kleiner motorischer

Einheiten polyphasisch, kurz
andauernd

2.) hochfrequente, bizarre,
sich wiederholende
Entladungen

3.) positive scharfe Wellen,
Fibrillationen, erhohte
Irritabilitat der Fasern

(= Insertionsaktivitat
gesteigert)

heliotroper Ausschlag;
Gottron-Zeichen

AN (= UL We CER T [T I LGB Ausschlag/Dermatitis

Lundberg et al. (5) zufolge weist dieses Einteilungssystem jedoch neben dessen beachtlicher

Sensitivitit (98 %) eine im Vergleich zum im Jahr 2017 verdffentlichten Klassifikationssys-
tem deutlich geringere Spezifitit (55 %) fiir die Gruppe der I[IM auf, welches wiederum
durch Lundberg et al. (5) als wesentliche Limitation des im Jahr 1975 publizierten Eintei-
lungssystems definiert wird (5,11).

Amato (14) empfahl Jahre spéter (2003), wihrend der Abhaltung des 119. Internationalen
Workshops des European Neuromuscular Centers (ENMC), die Etablierung eines alternati-
ven Klassifikationssystems (14). Entsprechendes fokussiert sich neben der klinischen Symp-
tomatik, der elektromyografischen Diagnostik sowie der Serumkonzentration der CK, pri-
mir auf histopathologisch zu identifizierende Charakteristika des Muskelbiopsates (14).
MSA hingegen flieen auch in diese Klassifikation nicht mit ein (14). Basierend auf diesem

Einteilungssystem erfolgt eine Unterteilung der IIM in fiinf Subsets (14):
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1. PM

2. DM

3. IBM

4. IMNM

5. unspezifische Myositis (unspezifisches perivaskuldr bzw. perimysial lokalisiertes

Zellinfiltrat, welches nicht dem histologischen Bild einer PM oder einer DM ent-
spricht). (14)

Dieses Einteilungssystem jedoch weist Lundberg et al. (5) zufolge im Vergleich zu der im
Jahr 2017 entwickelten Klassifikation eine geringere Rate an korrekt erfolgten Zuteilungen

zu einer der Subgruppen der IIM sowie eine in Summe geringere Sensitivitdt (52 %) auf

(5,14).
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1.3 Die Rolle der Myositis-spezifischen Antikorper
Bei einem beachtlichen Anteil von Individuen, welche eine Form der Bindegewebserkran-
kung aufweisen, konnen Autoantikorper detektiert werden, welche sich ihrerseits gegen in-

trazellulér lokalisierte Autoantigene richten (15).

Dementsprechend konnen, in Abhingigkeit der angewandten Nachweismethode, bei einem
Anteil von etwa 60 %—70 % der Kinder und adulten Individuen, welche an einer Form der
IIM erkrankt sind, im Zuge des diagnostischen Prozesses Autoantikdrper nachgewiesen wer-
den (1,16,17). Die Suche nach neuen, noch unbekannten Autoantikorpern dieser Erkran-
kungsgruppe sowie die konsekutive Identifikation deren Zielstrukturen dient somit als An-
lass fiir stetige Forschung (18). Eine grobe Einteilung jener fiir die [IM relevanter Autoanti-

korper kann im Wesentlichen in zwei Untergruppen erfolgen (18):

1. Mpyositis-spezifische Antikérper (MSA)
2. Mpyositis-assoziierte Antikérper (MAA). (18)

Die bis dato bekannten MSA und MAA sowie deren Zielautoantigene und die damit assozi-

ierten [IM-Subsets konnen Tabelle 4 enthommen werden.

Entsprechend dieser Nomenklatur kann festgehalten werden, dass das entscheidende Cha-
rakteristikum der MSA ihre hohe Spezifitit fiir die Erkrankungsgruppe der IIM ist (1). Zu-
dem zeichnen sie sich durch das im jeweiligen Individuum isolierte Auftreten aus, was be-
deutet, dass bei erfolgtem Nachweis eines bestimmten MSA typischerweise gleichzeitig kein
weiterer MSA detektierbar ist (18). Dies gestattet es jenen biologischen Markern, zuneh-
mend eine bedeutende Rolle als hilfreiches Tool im diagnostischen Work-up einzunehmen
(18). Vermerkt werden kann, dass jeder detektierbare MSA einen Zusammenhang zu einem
definierten klinischen Phénotyp der Erkrankung aufweist (18). Entsprechende krank-
heitsspezifische Antikorper demonstrieren somit ihre tiberragende Niitzlichkeit und Bedeu-
tung vor allem im Rahmen der Formierung von Erkrankungsuntergruppen, die ihrerseits ein
homogenes klinisches Erscheinungsbild aufweisen (18). Auch die Zuordnung der Erkrank-
ten zu eben diesen Subsets wird durch die Einbeziehung der MSA in entsprechende Klassi-
fikationssysteme simplifiziert (18). Dieser Sachverhalt wird im folgenden Unterkapitel 1.3.1
dargestellt.

19



Gemadll McHugh et al. (18) soll das Screening auf MSA neben obig angefiihrter diagnosti-
scher Funktion zuséitzlich einen essenziellen Part in der Identifikation von Erkrankten, die
ihrerseits ein erhohtes Mortalitétsrisiko aufweisen, libernehmen. Exemplarisch kann an die-
ser Stelle die Assoziation zwischen der Priasenz von Anti-Melanom-Differenzierungsanti-
gen-5 (MDA-5)-Autoantikorpern und dem erhdhten Risiko fiir das Entwickeln einer intersti-
tiellen Lungenerkrankung (ILD) als auch die Assoziation zwischen dem Vorhandensein von
Anti-Transcriptional-Intermediary-Factor-1y (TIF-1y)- bzw. Anti-Nukledres-Matrixpro-
tein-2 (NXP2)-Autoantikorpern sowie dem Auftreten einer Neoplasie im Rahmen der adul-
ten DM angefiihrt werden. Die zusédtzliche Bedeutung der MSA in ihrer Rolle als potenziel-

ler prognostischer Marker soll dadurch unterstrichen werden. (18)

Konklusiv stellt die Forschungsgruppe rund um McHugh (18) die Theorie auf, dass dem
MSA-Screening kiinftig die Funktion des primdren Diagnostiktools zugewiesen werden
konne. Ein entsprechendes Screening konne demnach, bei entsprechendem Verdacht auf das
Vorliegen einer IIM, moglicherweise im Sinne der Quartirpréavention, der Abldse invasive-
rer diagnostischer Methoden, wie beispielsweise der Skelettmuskelbiopsie, dienen. Additiv
sollen eine Verkiirzung der Verzdgerung der Diagnosestellung sowie die konsekutive Etab-
lierung einer addquaten, patientengerechten bzw. individualisierten Pharmakotherapie posi-

tive Nebeneffekte einer MSA-Testung darstellen. (18)

Die vorliegende Arbeit fokussiert im Folgenden auf die Detektion des Anti-HMGCR- und
Anti-cN1A4-Autoantikorpers, welche der Untergruppe der MSA zugeordnet werden (18), mit-
tels Line-Immunoassay (LIA).

Den MAA hingegen wird deren Bezeichnung aufgrund der Tatsache zugeteilt, dass ihr Vor-
kommen nicht ausschlieBlich auf die Erkrankungsgruppe der IIM beschrénkt ist (18). Deren
Vorkommen wird in der Literatur zudem bei weiteren Erkrankungsentititen bzw. im Rah-
men anderweitiger Kollagenosen (Systemischer Lupus erythematodes, Systemische Skle-
rose) beschrieben, welches wiederum deren Spezifitit fiir die Gruppe der IIM herabsetzt
(1,18). Obgleich MSA, wie vorgéingig angefiihrt, isoliert auftreten, ist ein gemeinsames Auf-

treten mehrerer MAA in einem einzelnen Individuum in seltenen Fillen moglich (1).

20



Tabelle 4: MSA und MAA inklusive ihrer Zielautoantigene und den damit assoziierten lIM-Subsets (er-
stellt basierend auf der Tabelle aus Ghirardello et al. (17)).

Autoantikorperkategorie

Myositis-spezifischer
Autoantikorper (MSA)

Myositis-assoziierter
Autoantikorper (MAA)

Autoantikérper Zielautoantigen lIM-Subset

Anti-cN1A zytosolische 5’-Nuk- | IBM
leotidase 1A
(= muskelspezifisch)

Anti-HMGCR 3-Hydroxy-3-Me- statininduzierte
thylglutaryl- IMNM
Coenzym-A-Reduk-
tase
(= muskelspezifisch)

Anti-SRP Signalerkennungs- | IMNM
partikel

Anti-SAE1 SUMO-Aktivie- CADM, DM
rungsenzym-1

Anti-FHL1 Four-and-a-Half ausgepragte [IM
LIM-Protein-1 inklusive Dysphagie

Anti-MDA-5 Melanom-Differen- CADM, JDM, DM
zierungsantigen-5

Anti-TIF1y Transcription-Inter- | CAM, DM
mediary-Factor-1y

Anti-NXP2 Nukleares-Matrix- CAM, JDM, DM
protein-2

Anti-Mi-2 (= Mi-2q; Nukleare-DNA-Heli- | DM

Mi-23) kase (a- und B-Un-
tereinheit)

Anti-ARS (= Jo-1; Aminoacyl-tRNA- ASyS, PM/DM

OJ; EBJ; PL-7; PL- Synthetasen

12)

Anti-Ku DNA-bindendes OM (mit SSc)
Protein

Anti-Ro52 TRIM21 PM, DM, ASyS

Anti-UTRNP U1 Ribonukleopro- | OM (mit SLE)
tein

Anti-PM/Scl (= Ribonuklease (75- OM (mit SSc)

PM/Scl-75; PM/Scl-
100)

und 100-Unterein-
heit)

1.3.1 Ein wesentlicher Umbruch: Die aktualisierte Einteilung der idio-
pathisch inflammatorischen Myopathien unter Berlcksichtigung der

Autoantikorper

Anschliefend an das im Jahr 2017 verdffentlichte Klassifikationssystem der ACR/ EULAR
(5) sowie dessen in Kapitel 1.2 angefiihrte Limitation beriicksichtigend entwickelte die For-
schungsgruppe rund um Mariampillai (6) ein alternatives Einteilungssystem, das erstmalig
ein Screening auf multiple MSA sowie MAA mittels LIA empfiehlt bzw. miteinbezieht
(5,6). Sie bezogen dazu im Rahmen einer Multicenterstudie 260 adulte an einer IIM er-
krankte Personen ein (6). Hierdurch wurde ein wesentlicher Grundstein fiir den Umdenkpro-

zess bezogen auf die Einteilung der IIM in ihre mdglichen Unterformen gelegt (6).
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Mariampillai et al. (6) beschreiben ihre im Jahr 2018 verdffentlichte Arbeit somit als Exten-
sion des im Vorjahr verdffentlichten Einteilungssystems (6). Aktuelleres sollte primér der
Zuweisung der Betroffenen zu deren bestimmten Untergruppe der IIM dienen (6). Lundberg
et al. (5) hingegen verfolgten vordergriindig das Ziel, an IIM erkrankte Individuen zu detek-
tieren und diese darauffolgend in deren adidquate Studienkohorte einzuordnen, was wiede-
rum dem ersten Uberpriifungsschritt des in Kapitel 1.2 erlduterten Klassifikationssystems

entspricht (5).

Allem voran gilt es auch hier zu betonen, dass das durch Mariampillai et al. (6) aufgestellte
Klassifikationssystem seine Funktion ebenso wenig in der alltidglichen klinischen Anwen-
dung oder fiir die Nutzung zur Diagnosestellung der IIM sieht. Das definitive Vorliegen
einer IIM stellt eine Voraussetzung fiir die weiterfiihrende Anwendung des neuen Klassifi-
kationssystems dar. Der Einsatz im Kontext einer lediglich suspizierten IIM ist demnach

gemall Mariampillai et al. (6) nicht vorgesehen. (6)

Jene Arbeit liefert als wesentliches Resultat einen Algorithmusbaum, der eine Aufteilung

der IIM in vier Subsets empfiehlt (6):

1. Dermatomyositis (DM)

2. Immunmediierte nekrotisierende Myopathie (IMNM)
3. Einschlusskdrperchenmyositis (IBM)

4. Antisynthetasesyndrom (ASyS). (6)
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Abbildung 2: Die Weiterentwicklung der lIM-Klassifikation unter der Einbeziehung der MSA/ MAA (er-
stellt basierend auf den Informationen aus Lundberg et al. und Mariampillai et al. (5,6)).

Mariampillai et al. (6) stellen folglich die Hypothese auf, dass es sich bei dem in der Ver-
gangenheit definierten Subset der PM in Wahrheit um keine eigenstindige Entitét, sondern,
wie in Abbildung 2 illustriert, vielmehr um einen in der Zukunft abzulosenden Begriff han-

deln wiirde (6).

Das entsprechende Klassifikationssystem soll zum Ausdruck bringen, dass eine gezielte An-
wendung serologischer Marker wie beispielsweise die Testung auf MSA und MAA eine
entscheidende Funktion im Rahmen der Identifikation einer bestimmten [IM-Subgruppe
iibernehmen kann. Die zunehmende Anwendung eines MSA-Screenings soll gemafl Ma-
riampillai et al. (6) ebenso zu einer Optimierung der diagnostischen Kriterien fiir die einzel-
nen Subsets der IIM fithren. Additiv soll dadurch die moglicherweise tragende Rolle der
MSA/MAA im diagnostischen Work-up verdeutlicht werden kénnen. (6)

Im Konsens mit Mariampillai et al. (6) betonen Lundberg et al. (4) die Relevanz und Not-
wendigkeit eines die Serologie beriicksichtigenden Klassifikationssystems (4,6). Ein solches
ermoglicht konsekutiv potenziell die Entwicklung einer addquaten Nomenklatur fiir die Er-
krankungsgruppe der IIM und ihrer Untergruppen, die wiederum weitverbreitet anerkannt

und auch im klinischen Alltag anwendbar sein soll (4).
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1.4 Die Entdeckung zweier neuer Autoantikorper mit unbekanntem
Substrat: Die Anti-200/100-Proteine

Nach wie vor ist es, wie bereits in Kapitel 1.3 angefiihrt, von wissenschaftlichem als auch in
weiterer Folge von klinischem Interesse, fortlaufend neue biologische Marker fiir die Er-
krankungsgruppe der IIM zu detektieren. Diese sollen den Kliniker oder die Klinikerin im
diagnostischen Prozess unterstiitzen sowie zusitzlich das Erkennen des vorliegenden 1IM-

Subtyps erleichtern. (17)

Christopher-Stine et al. (19) publizierten in diesem Sinne im Jahr 2010 eine Arbeit, welche
die Identifikation eines bis dato unbekannten MSA ermdglichte. In die entsprechende Studie
wurden insgesamt 225 Individuen mit Beschwerden einer Myopathie und entsprechenden
Pathologien in der bildgebenden sowie elektromyografischen Diagnostik eingeschlossen.
Deren Sera sowie Skelettmuskelbiopsate wurden zur weiteren Analyse und histopathologi-

schen Aufarbeitung genutzt. (19)

Die aus den unterschiedlichsten Muskelgruppen der proximalen Anteile der oberen und un-
teren Extremitdt gewonnenen Gewebeproben wurden in weiterer Folge zur standardisierten
histopathologischen Diagnostik an das entsprechende Pathologielabor gesandt. Biopsate mit
priddominierend nekrotischen Anteilen wurden als Proben mit nekrotisierender Myopathie
(NM) bezeichnet. Die Abwesenheit bestimmter histologischer Charakteristika, wie bei-
spielsweise von Entzlindungszellinfiltraten perivaskulidr oder endomysial sowie einer peri-
faszikuldr betonten Muskelatrophie oder gerdnderter Vakuolen gestattete den Ausschluss ei-
ner PM, DM sowie einer IBM. Die NM wurde somit in dieser Stichprobe als eigenstéindige
Entitiit definiert. Aussagen iiber die Atiopathogenese der NM in dieser Personengruppe

konnten dennoch nicht getroffen werden. (19)

Um die Atiopathogenese niher zu erforschen, erfolgte in einem weiteren Arbeitsschritt die

Analyse der obig angefiihrten Sera mittels Immunprézipitation (IP) (19).

26 Personen der Stichprobe, deren Biopsiebefunde allesamt mit dem histologischen Phéno-
typ der zuvor definierten NM in Einklang zu bringen waren, konnten aufgrund eines im
Serum ausgebliebenen Nachweises anderer zu diesem Zeitpunkt bekannter MSA keiner be-

stimmten Erkrankungsgruppe mit autoimmunem Pathomechanismus zugeordnet werden

(19).
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Als bahnbrechendes Ergebnis der Studie konnte folglich die Entdeckung eines in der IP aus-
gefallenen Proteinpaares mit einer molekularen Masse von nédherungsweise 100 sowie 200
kDa in 16 der vorab beschriebenen 26 Patientensera angefiihrt werden. Keines der beiden
Proteine interagierte nachweislich mit einem Zielautoantigen fiir die bis zu diesem Zeitpunkt
bekannten MSA. Somit wurde initial die Hypothese aufgestellt, dass es sich um eine Neu-
entdeckung zweier noch unbekannter Autoantikérper handeln miisse. Konsekutiv wurde die
diagnostische Spezifitdt der neu entdeckten Autoantikorper (,,4Anti-200/100-Proteine*) ndher
untersucht. (19)

Keines der 16 Patienten- und Patientinnensera wies gleichzeitig einen weiteren bekannten
MSA auf. Folglich wurde ebenso die Hypothese aufgestellt, dass es sich hierbei um ein Pa-
tientengut bzw. eine Erkrankungsentitit handle, welche von den iibrigen bis zu diesem Zeit-
punkt bekannten Formen der NM abzugrenzen seien. Christopher-Stine et al. (19) definieren
dementsprechend iiber jene neu entdeckten Autoantikdrper ein neues Erkrankungssubset.
Ein neuer moglicher Baustein des diagnostischen Prozederes, bezogen auf die Gruppe der

IIM, wurde somit mithilfe dieser Neuentdeckung hervorgebracht. (19)

Mehr als die Hélfte (10/16) dieser Patienten und Patientinnen konnte aulerdem eine den
muskuldren Beschwerden vorangegangene Statineinnahme aufweisen. Der Unterschied, be-
zogen auf die Haufigkeit des Vorkommens einer solchen Medikamenteneinnahme, zwischen
Personen, welche scheinbar an dieser Unterform der NM erkrankt waren und Individuen,
welche an einer andersartigen Subgruppe einer [IM (DM, PM) erkrankt waren, erwies sich

als statistisch signifikant. (19)

1.4.1 HMGCR: Die Identifikation des fehlenden Gegenstuckes zu den
Anti-200/100-Autoantikorpern

Basierend auf den frisch gewonnenen Erkenntnissen aus der durch Christopher-Stine et al.
(19) veroffentlichten Studie wurden im Folgejahr durch Mammen et al. (20) Untersuchungs-
ergebnisse publiziert, die darauf abzielten, Aufschluss iiber das Substrat jener obig ange-

fiihrten Autoantikorper zu geben (20).

In der in Kapitel 1.4 erlduterten Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen der Einnahme

von Statinen sowie der Gegenwartigkeit von Anti-200/100-Autoantikdrpern dargestellt wer-
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den (19). Das aktuellere Projekt zielte somit zusétzlich darauf ab, den Einfluss einer Statin-
pharmakotherapie auf die Exprimierung der bis zu diesem Zeitpunkt noch unbekannten Au-

toantigene zu untersuchen (20).

Durch Mammen et al. (20) wurde schlieBlich die Theorie aufgestellt, dass basierend auf je-
nem vorab angefiihrten Zusammenhangsmodell eine Grundlage geschaffen werden konne,
die im Allgemeinen der Erlduterung des Zusammenhangs zwischen der Einnahme eines be-
stimmten Pharmakons x (Statine) sowie der Ausbildung einer darauffolgenden spezifischen

Autoimmunreaktion y (,,anti-200/100-positive IMNM*) dienen wiirde (20).

Insgesamt 750 Personen wurden dazu in die in diesem Unterkapitel erlduterte Langsschnitt-
studie eingebunden. Der Einschluss entsprechender Individuen erfolgte basierend auf der
klinischen Symptomatik, welche mit jener einer Myopathie in Einklang zu bringen war, la-
borchemischen Parametern, MRT-Befunden, EMG-Befunden und einer gegebenenfalls vor-
handenen histopathologischen Diagnostik. Die Sera sdmtlicher Individuen lagen zur weite-
ren Analyse vor. Ebenso vorhanden waren Kontrollsera von 20 nicht Erkrankten, welche

wiederum zu keinem Zeitpunkt einem Statin exponiert waren. (20)

Identifiziert wurde das bis zu diesem Zeitpunkt noch unbekannte Autoantigen iiber weitere
Arbeitsschritte sowie mithilfe der Anwendung der IP. Eine Interaktion zwischen den im
Vorjahr entdeckten Autoantikorpern sowie deren entsprechenden Substrat konnte konseku-
tiv demonstriert werden. Die Identitdt der Antikorperzielstruktur konnte nun aufgedeckt wer-
den: 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A Reduktase (HMGCR) -ein Enzym dessen
Funktion kompakt in Unterkapitel 1.4.2 erldutert wird. In konsekutiven Arbeitsschritten
konnte dargestellt werden, dass die nun als ,,Anti-HMGCR* bezeichneten Autoantikorper
sowohl die Prézipitation der HMGCR (Molekulargewicht von ndherungsweise 100 kDa) als

auch die des Proteins mit der molekularen Masse von 200 kDa gestatteten. (20)

Eine mogliche Erklarung fiir folgendes Phidnomen bietet eine von Parker et al. (21) verof-
fentlichte Arbeit, welche darstellen konnte, dass obig erwdhntes Enzym sowohl in einer mo-
nomeren (molekulare Masse von ndherungsweise 100 kDa) als auch dimeren Form (mole-
kulare Masse von ndherungsweise 200 kDa) préizipitieren kann (21). Mammen et al. (20)
veranlasst dies somit dazu, die HMGCR als singuldres Target fiir den im Vorjahr (2010)
detektierten Autoantikdrper zu betrachten (20).
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Dariiber hinaus wurde im Zuge dieses Projektes eine Testmethode entwickelt, welche es
Mammen et al. (20) ermoglichte, Patienten- und Patientinnensera in einem kiirzeren Zeit-
raum als unter der Anwendung der IP auf das Vorhandensein des Anti-HMGCR-Autoanti-

korpers zu untersuchen (20).

Unter der Anwendung des neu entwickelten Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA)
wurden folglich 45 der insgesamt 750 Individuen als ,, anti-HMGCR-positiv “ eingestuft. Im
Konsens zur vorab durchgefiihrten Studie konnte gezeigt werden, dass iiberwiegend Indivi-
duen, deren Biopsate in der Histologie eine prddominierend nekrotisierende Morphologie
zeigten, diesen Autoantikorper aufwiesen. Lediglich 2 der 45 Individuen waren dariiber hin-
aus zusétzlich an einer abweichenden Autoimmunerkrankung erkrankt. Dies wiederum lief3
Mammen et al. (20) die Hypothese aufstellen, dass in seltenen Féllen jener Autoantikorper

ebenso bei Personen mit einer OM prisent sein konne. (20)

Mammen et al. (20) stellten auBerdem die Hypothese auf, dass neben der auf das Individuum
einwirkenden Umwelt ebenso die interindividuelle genetische Pradisposition eine Rolle in
der Entwicklung dieser Statin-assoziierten-anti-HMGCR-positiven NM spielen miisse, da
die Mehrzahl an Personen unter einer Statintherapie keine derartige Erkrankung entwickeln

wiirde (20).

Weiters konnte eine erhohte Expression der HMGCR in sich regenerierendem Muskelge-
webe aufgezeigt werden, welches wiederum eine Exprimierung des Zellregenerationsmar-
kers Neurales Zelladhdsionsmolekiil (NCAM) aufweist. Dies stiitzt die durch Mammen et
al. (20) aufgestellte Theorie, dass das Fortbestehen der Beschwerdesymptomatik auch nach
der Terminisierung einer Statintherapie moglich ist, sofern tatsdchlich ein Autoimmunpro-
zess und nicht etwa das Pharmakon an sich fiir die Destruktion des Muskelgewebes verant-

wortlich zu machen ist. (20)

1.4.2 Die Rolle der Statine in Bezug auf die HMGCR
Nach den durch Christopher-Stine et al. (19) sowie Mammen et al. (20) aufgestellten Theo-

rien, dass Patienten und Patientinnen, welche Anti-HMGCR-Autoantikérper und in der His-
tologie das Bild einer NM aufweisen, scheinbar hdufig an einer spezifischen Untergruppe
der IMNM erkrankt seien (,, Statin-assoziierte IMNM “), wird an dieser Stelle der Zusam-
menhang zwischen Statinen und der HMGCR kompakt erldutert (19,20):
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Fiir die Synthese des Cholesterins iibernimmt primér die HMGCR eine bedeutende Rolle.
Im Zytosol entsteht das beta-Hydroxy-beta-Methylglutaryl-Coenzym A (beta-HMG-CoA).
Beta-HMG-CoA wird weiters zu Mevalonat reduziert, wobei hier die HMGCR als kataly-

sierendes Enzym ihre bedeutsame Funktion einnimmt. (22)

Die HMGCR bietet an jener Stelle einen pharmakologischen Angriffspunkt fiir das in den
Fettstoffwechsel eingreifende Pharmakon. Statine fungieren als Inhibitoren der HMGCR
und hemmen folglich die Synthese des Cholesterins. (22)

1.4.3 Die Immunmediierte nekrotisierende Myopathie (IMNM)

Das Anfiihren der IMNM als eigensténdiges Subset der IIM erfolgte, damals ausschlieBlich
basierend auf klinisch-histologischen Merkmalen, erstmalig in dem in Kapitel 1.2.1 ange-
fiihrten, durch Amato (14) empfohlenen, Klassifikationssystem (14). Sie stellt in der Gruppe

der IIM eines der am stérksten die Skelettmuskulatur affizierenden Subsets dar (23).

Der existenten Literatur ist jedoch zu entnehmen, dass ein erheblicher Anteil der an IMNM
Erkrankten eine Assoziation zu einem MSA aufweist (23). Demnach kann eine Einteilung

der IMNM in drei Untergruppen erfolgen (23):

1. anti-HMGCR-Antikorper-positive Form
2. anti-zytoplasmatisches-Signalerkennungspartikel (SRP)-Antikorper-positive Form

3. seronegative Form (etwa 20 % der Betroffenen). (23)

Der Literatur zufolge kdnnen allerdings lediglich rund 10 % der an IIM Erkrankten einem
der beiden zuerst angefiihrten Erkrankungssubsets zugeordnet werden. Weibliche Indivi-

duen sind dabei insgesamt haufiger von diesen Subsets betroffen. (24)

Folgend soll, aufgrund des in der Diplomarbeit beriicksichtigten Autoantikorpers, primér auf

die anti-HMGCR-Antikorper-positive Unterform der IMNM eingegangen werden.
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1.4.3.1 Risikofaktoren

Entsprechend dem Pathomechanismus anderweitiger Autoimmunerkrankungen betonen Al-
lenbach et al. (23) sowie Miller et al. (25) die moglicherweise bedeutende Rolle genetischer
als auch umweltassoziierter Risikofaktoren fiir die Entstehung der anti-HMGCR-Antikor-
per-positiven Erkrankungsform (23,25). Dementsprechend sei die Suszeptibilitit eines adul-
ten Individuums, bei erfolgtem Nachweis des Allels fiir das MHC-Klasse-1I Molekiil
DRB1*11:01 gegeniiber der anti-HMGCR-Autoantikdrper-positiven Unterform erhoht, was
wiederum die Rolle des entsprechenden Molekiils als potenziellen genetischen Risikofaktor
fiir die Entstehung dieses Erkrankungssubsets verdeutlicht (26). Um zu dieser Konklusion
zu kommen, schlossen Mammen et al. (26) in Summe 28 anti-HMGCR-positive Personen
kaukasischer als auch dunkelhdutiger Ethnie, 654 Kontrollen sowie 51 Personen, welche

ihrerseits eine milde Form der Statinintoleranz aufwiesen, in ihre Studie mit ein (26).

Eine verstarkte muskuldre Expression der HMGCR kann als Folge einer Statineinnahme
auftreten (4). Der Literatur ist dementsprechend die Hypothese zu entnehmen, dass eine sta-
tingetriggerte Uberexpression des Enzyms moglicherweise die Toleranz eines, wie obig an-
gefiihrt, genetisch pradisponierten Individuums fiir das Pharmakon herabsetzt (4). Als we-
sentlicher umweltassoziierter Risikofaktor fiir die Entstehung der Anti-HMGCR-Myopathie
kann somit, wie in den Kapiteln 1.4 und 1.4.1 dargestellt, eine Statinpharmakotherapie an-

gefiihrt werden (4,19,20).

1.4.3.2 Klinik & Symptomatik
In der bestehenden Literatur wird, wie bereits in Kapitel 1.1 angefiihrt, das Erkrankungssub-
set der anti-HMGCR-positiven IMNM als ein primér die Skelettmuskulatur affizierendes

Subset beschrieben. Anderweitige Organmanifestationen konnten bis dato nicht angefiihrt

werden. (4)

Bei einem GroBteil der Betroffenen liegt der Erkrankungsbeginn einer Anti-HMGCR-Myo-
pathie im Erwachsenenalter (etwa um das 55. Lebensjahr) (24,27). Charakteristisch sind ein
subakuter Erkrankungsbeginn sowie die im Verlauf fortschreitende, ausgeprégte, symmetri-
sche, proximal betonte Muskelschwéche (4,27). Stiarker betroffen sind vor allem die proxi-
malen Muskelgruppen der unteren Extremitit (23). In einer von Werner et al. (28) verdffent-
lichten Studie konnte au3erdem durch die Einbeziehung von anti-HMGCR-positiven Perso-

nen, ein Zusammenhang zwischen der Hohe des initialen Anti-HMGCR-AutoantikOrpertiters
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und der Hohe der CK-Spiegel als auch dem Ausmall der Muskelschwiche der unteren und

oberen Extremitéten dargestellt werden (28).

Die exorbitant hohen Serumkonzentrationen der CK, welche oftmals im Bereich zwischen
1.000 und 20.000 IU/L (£ bis zu > 100-mal der ULN) liegen, stellen ebenso ein wesentliches
Charakteristikum dieser Erkrankungsunterform dar (27). Allenbach et al. (29) zeigten in ih-
rer im Jahr 2018 publizierten Arbeit bei an IMNM Erkrankten eine zwischen den CK-Spie-
geln und dem Ausmal der Muskelfasernekrosen statistisch signifikante Korrelation auf (29).
Dies wiederum veranlasste Allenbach et al. (29) dazu, die Hohe der Serumkonzentration der
CK als optimalen fiir das Ausmal3 der Muskelfasernekrosen repréasentativen, biologischen
Krankheitsaktivitdtsmarker fiir die anti-HMGCR-positive Unterform der IMNM zu definie-
ren (29).

Additiv werden in der Literatur bei bis zu 60 % der Betroffenen Myalgien sowie Miidigkeit
als Teil des individuellen Symptomenkonglomerats angefiihrt (27). Die Wiedererlangung
der vollen Muskelkraft kann in einer Vielzahl der Félle aufgrund der teilweise irreversiblen
Muskelschédigung, welches die Schwere des Erkrankungsbildes widerspiegelt, nicht er-

reicht werden (23).

Eine noch ausgeprigtere muskuldre Beschwerdesymptomatik betrifft der Literatur zufolge
Individuen, welche Anti-SRP-Autoantikdrper aufweisen (24). Weiters zeigten Love et al.
(30) in ihrer im Jahr 1991 publizierten Arbeit eine potenzielle Assoziation zwischen einer
Anti-SRP-Autoantikorperpositivitit sowie einer myokardialen Affektion auf (30). Entspre-
chende Assoziation konnte in weiterfilhrenden Studien, wie beispielsweise in der von Lille-
ker et al. (31) veroffentlichten Arbeit, jedoch nicht belegt werden (31). Die seronegative
Unterform der IMNM stellt ein bis dato in der Literatur unzureichend charakterisiertes Sub-
set dar (4). Allenbach et al. (32) konnten jedoch in einer insgesamt 115 Individuen (14/115
seronegativ) einschlieBenden Studie ein, im Vergleich zu anti-SRP-positiven Patienten und
Patientinnen, statistisch signifikant erhdhtes standardisiertes Inzidenzverhiltnis fiir das Auf-

treten von Neoplasien bei seronegativen an IMNM Erkrankten demonstrieren (32).
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1.4.3.3 Histologie & Immunhistochemie

Histologische Charakteristika der IMNM stellen die prddominierend vorliegenden Nekrosen
der Muskelfasern sowie das histopathologisch nicht oder nur in einem &uf8erst geringen Aus-
mal} detektierbare lymphozytire Entziindungszellinfiltrat dar (24). Parallel dazu konnen sich
regenerierende Muskelfasern nachgewiesen werden (24). Makrophagen, welche die nekro-
tischen Fasern umgeben oder infiltrieren, stellen das vorherrschende Zellbild der Anti-
HMGCR-Myopathie dar (33). In einer von Chung et al. (33) publizierten Studie hingegen
erfolgte die Beschreibung von endomysial lokalisierten CD8+- als auch CD4+-T-Lympho-
zyten bei der Hélfte der anti-HMGCR-positiven Individuen (9/18) (33). Die Mehrheit der 18
Biopsate (87.5 %) wies zudem eine verstirkte Expression des Haupthistokompatibilitits-
komplex-(MHC)-Antigens der Klasse I auf (33). Sarkolemmal (nicht-nekrotische Fasern)
sowie kapillar (endomysial) lokalisierte Membranangriffskomplex-(MAC)-Ablagerungen
konnten ebenso bei einem GroBteil der anti-HMGCR-positiven Individuen (85.7 % respek-
tive 44 %) detektiert werden (33). Letzteres kann ebenso auf eine potenziell pathogenetische

Rolle des Komplementsystems fiir die Entstehung dieses Erkrankungssubsets hindeuten

(33).
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1.5 Die Detektion eines weiteren unbekannten Autoantikorpers: Der
Anti-43-kDa-Autoantikorper

Analog zu der von Christopher-Stine et al. (19) veroffentlichten Arbeit setzten sich Salajeg-
heh et al. (34) das Ziel, ebenso einen neuen, jedoch fiir die IBM hoch spezifischen, Autoan-
tikorper zu detektieren (19,34). Die Resultate einer zuvor gleichermallen von Salajegheh et
al. (35) publizierten Studie, welche sich mit der Detektion von Plasmazellen als Reifungs-
produkt der B-Lymphozyten sowie dem Nachweis der B-Lymphozyten selbst in Muskelpro-
ben von an IBM Erkrankten befasste, gaben Anlass zur Suche (35).

Zur Durchfiihrung der Immunoblots standen Salajegheh et al. (34) in Summe 65 Plasmapro-
ben zur Verfiigung. Eingeschlossen wurden 25 an IBM Erkrankte, 25 Individuen mit ander-
weitiger autoimmunbedingter Muskelerkrankung (PM, DM, Myasthenia gravis) sowie 15

gesunde Kontrollen (34).

Personen wurden der Gruppe der IBM zugeteilt, sofern sie die entsprechenden Klassifikati-
onskriterien des durch Amato (14) empfohlenen Klassifikationssystems, welches in Kapitel

1.2.1 angefiihrt wird, erfiillten (14,34).

Obgleich der IBM seit dem Jahr 1984 durch Engel et al. (36) eine rein T-Zell-vermittelte
Zytotoxizitit und eine darauf basierende Destruktion des Skelettmuskelgewebes nachgesagt
wird, konnten hingegen in weiterfiihrenden Studien die Rolle der B-Lymphozyten (37,38)
sowie die Rolle der Plasmazellen (39) als Teil der humoralen Immunantwort in der Patho-

genese der IBM eruiert werden (36-39).

Die Durchfiihrung der Western-Blots erfolgte auf menschlichem Muskellysat als Antigen-
quelle, wobei die in den Plasmaproben enthaltenen Autoantikdrper als priméire Antikorper
fungierten. Dies gestattete es Salajegheh et al. (34) erstmalig im Probenmaterial von an IBM
Erkrankten einen Autoantikorper zu detektieren, welcher sich gegen ein muskuldres Target

richtet. (34)

Das Resultat der Arbeit lautet wie folgt: In mehr als der Hélfte der Plasmaproben der an IBM
Erkrankten (13/25) konnte ein Autoantikorper detektiert werden, der eine molekulare Masse
von ndherungsweise 43 kDa aufwies. In dem Probenmaterial der {ibrigen Individuen (ge-
sunde Kontrollen, DM-, PM-, Myasthenia gravis-Patienten und -Patientinnen) konnte kein
solcher Antikorper nachgewiesen werden. Dies demonstriert laut Salajegheh et al. (34) die

exorbitant hohe Spezifitit dieses Autoantikdrpers (100 %) fiir die Erkrankungsgruppe der
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IBM in dieser Stichprobe. Konklusiv lieB jenes Resultat Salajegheh et al. (34) zudem die
Hypothese aufstellen, dass die humorale Inmunantwort eine bedeutende Rolle in der Patho-

genese der IBM einnimmt. (34)

1.5.1 cN1A: Die Identifikation des fehlenden Gegenstlickes zum Anti-
43-kDa-Autoantikorper

Basierend auf den in Kapitel 1.5 dargestellten Forschungsergebnissen wurde durch Larman
et al. (40) eine Arbeit publiziert, welche erstmalig die Aufdeckung der Identitit des zum in
Kapitel 1.5 angefiihrten Autoantikdrper passenden Zielautoantigens mit einem Molekular-
gewicht von rund 43 kDa ermoglichte. Im Zuge dieses Projektes wurde zudem eine Anti-

cNI1A-Autoantikdrpernachweismethode im Sinne eines quantitativen Dot-Blot-Assays ent-

wickelt. (40)

Zur Identifikation des zu diesem Zeitpunkt noch unbekannten Autoantigens wurden in
Summe 200 Blutproben zur Analyse herangezogen (40). 47 der 200 Individuen erfiillten die
Klassifikationskriterien des durch Amato (14) empfohlenen Klassifikationssystems fiir das
Vorliegen einer IBM (14,40). Skelettmuskelgewebe von insgesamt 30 Personen, worunter
sich 15 an IBM Erkrankte befanden, wurde zur Herstellung von humanen Muskellysaten

sowie zur Durchfiihrung der Immunhistochemie entnommen (40).

In zwei aufeinanderfolgenden Arbeitsschritten, welche die Methodik der Massenspektro-
metrie sowie Methoden der Molekulargenetik umfassten, konnte somit die zytosolische 5 *-
Nukleotidase 14 (cN1A) als naheliegende Zielstruktur des in Kapitel 1.5 angefiihrten Auto-
antikorpers identifiziert werden (40). GemaBl Hunsucker et al. (41) ist die Expression jenes
Proteins iiberwiegend in Skelettmuskelgewebe gegeben (41). Dementsprechend konnte die
Theorie untermauert werden, dass es sich bei der cN1A tatsdchlich um das gesuchte Auto-
antigen der Untergruppe der IBM handeln wiirde (40). In darauffolgend angefertigten Wes-
tern-Blots konnte dies bestdtigt werden (40).

Der in diesem Projekt entwickelte Anti-cN1A-Dot-Blot-Assay zeichnet sich geméf Larman
et al. (40) durch seine hohe diagnostische Spezifitit (92 %) sowie seine beachtliche diagnos-
tische Genauigkeit (85 %) (bei Anti-cN1A-Autoantikérperwerten von > 2.5 IU) fiir die Di-
agnosestellung einer IBM aus. Folglich stellt diese Methode der Antikorpertestung entspre-
chend Larman et al. (40) einen neuen moglichen Baustein im diagnostischen Work-up der

IBM dar. Die Diagnosestellung einer IBM kdnne hiermit zudem zu einem fritheren Zeitpunkt
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ermoglicht werden. Des Weiteren erfordert diese Nachweismethode lediglich eine Blutent-
nahme und weist somit eine geringe Invasivitdt auf. Larman et al. (40) sehen somit in dieser
Testmethode das Potenzial, eine Reduktion der Anzahl erforderlicher Muskelbiopsien im
Rahmen der IBM-Diagnostik erzielen zu kénnen. Diese Antikorper detektierende Testme-
thode soll zudem mafgeblich dabei helfen, die IBM von anderen Subgruppen der 1IM, wie

beispielsweise der PM, zu unterscheiden. (40)

Simultan dazu publizierten Pluk et al. (42) die Resultate ihrer Studie, wobei das muskelspe-
zifische Polypeptid M, 44.000 (MUP44) als Zielstruktur des in Kapitel 1.5 angefiihrten Au-
toantikorpers identifiziert wurde (42). Patienten- und Patientinnensera von an IBM Erkrank-
ten wurden hierzu in Kombination mit Muskelzellextrakten gesunder Individuen, welche als
Quelle muskuldrer Autoantigene fungierten, auf das Vorliegen von Autoantikdrpern mittels
Immunoblotting analysiert (42). Im Einklang mit den Ergebnissen der von Larman et al. (40)
verdffentlichten Arbeit handelt es sich gemal3 Pluk et al. (42) bei jenem Polypeptid ebenso
um die obig angefiihrte cN1A (40,42). Bestitigt wurde dies in der entsprechenden Studie
mithilfe der Durchfiihrung der Immunoaffinitdtschromatographie zur Isolierung des Po-
lypeptids aus den vorab angefiihrten Muskelzellextrakten sowie der anschlieBend durchge-
fiihrten Massenspektrometrie (42). Eine hohe Konzentration des hier als Anti-MUP44 be-
zeichneten Autoantikorpers konnte konsekutiv, durch die Prazipitation rekombinanter cN1A
in der IP, in etwa 33 % der Sera von an IBM Erkrankten nachgewiesen werden (42). PM-
sowie DM-Patienten- und Patientinnensera hingegen wiesen, im Zuge der Durchfiihrung der
IP, jenen Autoantikorper deutlich seltener (4.5 % respektive 4.2 %) sowie in einer deutlich
geringeren Konzentration auf (42). Demnach sei auch gemif3 Pluk et al. (42) im Konsens
mit Salajegheh et al. (34) der entsprechende Autoantikdrper hochst spezifisch fiir die IBM
(34,42).

1.5.2 Die Einschlusskorperchenmyositis (IBM)

Individuen, welche jenseits des 50. Lebensjahres an einer erworbenen Form der Myopathie
erkranken, sind zumeist von einer IBM betroffen (43). Obgleich die IBM, wie beispielsweise
in den Kapiteln 1.2 sowie 1.3.1 dargestellt, mehrfach in Klassifikationssystemen als Subset
der IIM definiert wird, weisen Muskelbiopsate der an IBM Erkrankten sowohl inflammato-

rische als auch degenerative histopathologische Merkmale auf (5,6,43).
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Diagnostische Kriterien fiir die IBM wurden durch Griggs et al. (44) bereits im Jahr 1995
empfohlen (44). Diese stiitzten sich jedoch primir auf histopathologische Charakteristika
der Erkrankung, wéhrend klinisch erhobene Merkmale nur eingeschriankt beriicksichtigt
wurden (44). Rose et al. (45) empfahlen dementsprechend zur Nutzung im Bereich der For-
schung die Anwendung der aktualisierten, iiberarbeiteten Version entsprechender Diagnos-
tikkriterien, welche ihrerseits im Rahmen des im Jahr 2011 abgehaltenen 188. Internationa-
len Workshops der ENMC festgelegt wurden (45). Letztere legenden Fokus primér auf kli-
nische, laborchemische und anamnestisch erhobene Merkmale, wie das Alter des Individu-
ums bei Erkrankungsbeginn, die Erkrankungsdauer, die Serumkonzentration der CK sowie
das Verteilungsmuster der Muskelschwiche (45). Additiv wurden histopathologisch identi-
fizierbare Erkrankungsmerkmale ebenso beriicksichtigt (45). Folglich gestattet dies eine
Einteilung der IBM in drei diagnostische Untergruppen (45):

1. wahrscheinlich vorliegende IBM
2. klinisch definierte IBM
3. klinisch-pathologisch definierte IBM. (45)

Die publizierten Resultate zahlreicher in den Kapiteln 1.5 sowie 1.5.1 angefiihrter Studien,
welche die Haufigkeit der Prisenz der gegen die muskuldr exprimierte ctN1A gerichteten
Autoantikorper bei an IBM Erkrankten und das zahlreiche Vorliegen von Antikorper-sezer-
nierenden Plasmazellen in IBM-Muskelbiopsaten aufzeigen, untermauern jedoch die An-

nahme, dass es sich auch bei dem Subset der IBM tatsidchlich um eine Autoimmunerkran-

kung handelt (39,40,42).

Dementsprechend kann der existenten Literatur zufolge bei einem Anteil von etwa 30-50 %
der an IBM Erkrankten, der in der vorliegenden Arbeit beriicksichtigte Anti-cN1A4-Autoan-
tikorper nachgewiesen werden (18,40,42).

Die Resultate einer von Herbert et al. (46) veroffentlichten Arbeit zeigten, dass Anti-cN1A-
Autoantikorper ebenso im Rahmen anderweitiger Autoimmunerkrankungen, insbesondere
im Rahmen des Systemischen Lupus erythematodes (SLE) (20 % von 44) sowie im Rahmen
des Sjogren-Syndroms (SjS) (36 % von 22), im Serum der betroffenen Individuen nachge-
wiesen werden konnen (46). Mithilfe des zu diesem Zeitpunkt neu entwickelten cN1A-Pep-
tid-ELISA wurden hierzu Sera von 44 an einem SLE sowie 22 an einem SjS Erkrankten auf

das Vorliegen des entsprechenden Autoantikorpers untersucht (46). Folglich werden Anti-
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cN1A4-Autoantikorper in der existenten Literatur fallweise der Gruppe der MAA und nicht
etwa der Gruppe der MSA zugeordnet (4).

Minnliche Individuen sind insgesamt hdufiger von diesem Erkrankungssubset betroffen,
was in einer exemplarisch angefiihrten von Benveniste et al. (47) publizierten Langzeitstudie
ebenso demonstriert werden konnte (47). Dies stellt wiederum ein wesentliches Unterschei-
dungsmerkmal zu den iibrigen IIM-Unterformen dar (18). Der Erkrankungsbeginn liegt bei
dem Subset der IBM zumeist jenseits des 50. Lebensjahres (4).

1.5.2.1 Risikofaktoren

Wie bereits in Kapitel 1.4.3.1 erlautert, konnen der Literatur, auch beziiglich der Unter-
gruppe der IBM, potenzielle genetische als auch umweltassoziierte Risikofaktoren fiir die
Entstehung der Erkrankung entnommen werden (4). Demzufolge sei gemil3 Rothwell et al.
(48) die Suszeptibilitit eines Individuums vor allem bei erfolgtem Nachweis des Allels fiir
das MHC-Klasse-II-Molekiil DRB1*03:01 gegeniiber der IBM erhoht, was wiederum die
moglicherweise bedeutende Rolle des Molekiils als genetischer Risikofaktor fiir die Entste-
hung dieses Erkrankungssubsets verdeutlicht (48). Additiv konnte im Zuge jener Studie,
welche jedoch ausschlieBlich Individuen kaukasischer Ethnie einschloss, die Hypothese auf-
gestellt werden, dass auflerdem sowohl das CC-Motiv-Chemokinrezeptor-5-(CCRS)-Gen,
welches auf dem Genlokus 3p21.31 des Chromosoms 3 (non-HLA-Lokus) lokalisiert ist und
folglich auch dessen gleichnamiger Chemokinrezeptor eine mdglicherweise tragende patho-

genetische Rolle fiir das Subset der IBM einnehmen (48).

Als potenzielle umweltassoziierte Risikofaktoren fiir die Entstehung einer I[IM konnen der
Literatur zufolge diverse infektiose Agenzien, wie beispielsweise Viren, aufgezeigt werden
(4). Exemplarisch hierfiir kann eine von Dalakas et al. (49) publizierte Arbeit angefiihrt wer-
den, welche demonstrieren soll, dass eine Infektion genetisch pradisponierter Individuen mit
dem Humanen Immundefizienzvirus (HIV) moglicherweise die Entstehung einer IBM trig-
gert (49). Matsuura et al. (50) wiederum konnten in ihrer in Japan durchgefiihrten, insgesamt
31 IBM-Patienten und -Patientinnen umfassenden, Studie eine moglicherweise signifikante
Assoziation zwischen einer Infektion mit dem Humanen T-lymphotropen Virus 1 (HTLV1)
sowie dem Vorliegen einer IBM aufzeigen (50). 21 Patienten- und Patientinnensera wurden
dabei auf das Vorliegen antiviraler Antikorper getestet, wobei 11 an IBM Erkrankte solche

aufwiesen (50).
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1.5.2.2 Klinik & Symptomatik

Wie bereits in Kapitel 1.1 erwihnt, sind die [IM klassischerweise durch das zumeist sym-
metrische Verteilungsmuster der Schwiche der proximalen Muskelgruppen (Becken- und
Schultergiirtelmuskulatur) gekennzeichnet (3,4). Zusétzlich konnen die Schwiche der Na-
ckenbeuger als auch in selteneren Féllen die Schwiche der Nackenstrecker als potenzielle

Symptome angefiihrt werden (4).

Die IBM wiederum differenziert sich in vielerlei Hinsicht, so auch klinisch, von den {ibrigen
Formen der IIM (18). Charakteristisch fiir die IBM sind vor allem das oftmals asymmetri-
sche Verteilungsmuster der im Krankheitsverlauf progressiven Muskelschwéche sowie die
davon betroffenen Muskelgruppen (43). Affiziert sind hierbei zumeist auch distale Muskeln,
wie beispielsweise die Muskulatur des Kniestreckapparates (Quadrizeps) sowie die tiefen
Fingerbeuger (43). Naddaf et al. (43) betonen dementsprechend die Relevanz des Inbetracht-
ziehens einer mdglichen IBM, sofern die Schwiéche des Quadrizeps die der proximalen Hiift-
beugemuskulatur sowie die Schwéche der Fingerbeuger jene der Fingerstrecker {ibersteigt
(43). Additiv kdnnen der Befall sowie die konsekutive Atrophie der Ellenbogenbeuger und
-strecker, der Handgelenksbeuger und -strecker als auch der Muskeln der Extensorenloge im

Bereich des Unterschenkels zur Klinik dieses Subsets beitragen (4,43).

Als weiteres wesentliches Unterscheidungsmerkmal kann die in der Literatur beschriebene,

fallweise normwertige Serumkonzentration der CK angefiihrt werden (4).

Obgleich die IBM, wie in Kapitel 1.1 erldutert, in der Literatur als liberwiegend muskelaffi-
zierende Entitdt beschrieben wird, weisen dennoch mehr als die Hélfte der IBM-Patienten
und -Patientinnen eine vermeintlich extramuskuldre Krankheitskomplikation im Sinne einer
Dysphagie auf. Ursdchlich hierfiir seien jedoch moglicherweise die Affektion der querge-
streiften Muskulatur des proximalen Osophagusdrittels sowie der Befall der Pharynxmusku-
latur. Demnach sei es geméfl Lundberg et al. (4) umstritten, ob es sich bei der Dysphagie
tatsdchlich um eine extramuskuldre und nicht etwa doch um eine muskuldre Manifestation
der Erkrankung handelt. Die im Rahmen der IBM fallweise priasente Dysphagie, welche ge-
gebenenfalls in einer Aspirationspneumonie resultiert und folglich eine potenziell lebensbe-
drohliche Erkrankungskomplikation darstellt, spiegelt somit die Ernsthaftigkeit des Erkran-
kungssubsets wider. (4)
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Als weitere wesentliche Charakteristika der IBM konnen der Literatur zufolge dariiber hin-
aus das tliber Jahrzehnte hinweg langsame Fortschreiten der Erkrankung sowie das fiir ge-

wohnlich fehlende Ansprechen auf eine immunsuppressive Pharmakotherapie genannt wer-

den (4).

Aufgrund der Ergebnisse einer von Lilleker et al. (51) publizierten 311 Individuen umfas-
senden, retrospektiven Studie konnte auBerdem demonstriert werden, dass an IBM erkrankte
Individuen, welche Anti-cN1A4-Autoantikorper besitzen, ein im Vergleich zu seronegativen
Erkrankten erhohtes adjustiertes Sterblichkeitsrisiko aufweisen. Zusétzlich zeigten entspre-
chende Individuen zum Zeitpunkt des Erkrankungsbeginnes seltener eine Affektion der pro-
ximalen Muskeln der oberen Extremitit. Dementsprechend empfehlen Lilleker et al. (51) die
Etablierung einer anti-cNI1A-AutoantikOrper-basierten Unterteilung der IBM in einzelne

Subgruppen. (51)

Im Unterschied zu adulten Individuen, welche von einem anderweitigen Subset der IIM be-
troffen sind, besitzen an IBM Erkrankte im Vergleich zur Allgemeinbevdlkerung kein er-

hohtes Risiko fiir das Entstehen von Neoplasien (4).

1.5.2.3 Histologie & Immunhistochemie

Ein wesentliches histologisches Charakteristikum der IBM stellt das iiberwiegend endomy-
sial lokalisierte Entziindungszellinfiltrat dar, welches sich zum grof3ten Teil aus CD8+-T-
Lymphozyten zusammensetzt (8,43). Entsprechende Zellen umgeben dabei nicht-nekroti-
sche Muskelfasern (43). Fokal kann zudem hiufig eine Invasion der Fasern, welche ihrer-
seits das MHC-Antigen der Klasse I exprimieren, durch jene CD8+-zytotoxischen-T-Lym-
phozyten detektiert werden (8,10,43). Zuvor Angefiihrtes stellt die inflammatorische histo-
pathologische Komponente der IBM dar (8).

Pathognomonisch fiir die IBM sind auflerdem sogenannte gerdanderte Vakuolen, welche auch
als autophagische Vakuolen bezeichnet werden (10,43). Die entsprechende Namensgebung
basiert auf der Auskleidung des Vakuoleninnenraumes mit membrandsem zytoplasmati-
schem Material (8,43). Additiv kann eine Atrophie der Muskelfasern identifiziert werden,
welche ihrerseits dezent neurogen imponiert (10,43). Weiters konnen sogenannte Ragged-
Red Muskelfasern sowie Cytochrom-c-Oxidase (COX) negative Muskelfasern detektiert

werden, die ihrerseits reprisentativ fiir Mitochondrienanomalien sind (8).
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Proteinaggregate innerhalb der Muskelfasern konnen der Literatur zufolge ebenso als we-
sentliches Charakteristikum der Erkrankung angefiihrt werden (4). Die entsprechenden Ein-
schlusskorperchen konnen dabei, beispielsweise mittels Kongorotfarbung, oftmals als kon-
gophile beta-Amyloidablagerungen identifiziert werden (8,43). Dubourg et al. (52) bei-
spielsweise empfehlen auBlerdem den immunhistochemischen Nachweis von p62- und
Transactive response DNA binding protein-43 (TDP-43)-Aggregaten als zusétzliches diag-
nostisches Kriterium fiir die IBM heranzuziehen (52). Entsprechende Proteine stellen Mar-
ker fiir neurodegenerative Erkrankungen dar (53). Dubourg et al. (52) schlagen dies jedoch
aufgrund der im Zuge ihrer Studie demonstrierten erheblichen Sensitivitit beider Marker fiir
die Diagnosestellung der IBM vor (52). Hiniker et al. (54) hingegen konnten mithilfe ihrer
publizierten Studie vor allem die erhebliche Spezifitit des Nachweises einer TDP-43-Pro-
teinaggregation fiir das Vorliegen einer IBM demonstrieren (54). Zusitzlich kann im Rah-
men dieses [IM-Subsets eine Deposition von tubulofilamentdsen Inklusionen vorhanden
sein (10). Vor dem Hintergrund der vorab in diesem Absatz angefiihrten Charakteristika,
soll die potenziell betrdchtliche degenerative Komponente der IBM verdeutlicht werden (4).
Der existenten Literatur ist bis dato jedoch nicht eindeutig zu entnehmen, ob jene Proteinag-
gregate tatsdchlich ursdchlich filir die Muskelfaserdegeneration sind (4). Naddaf et al. (43)
stellen exemplarisch angefiihrt demnach die Theorie auf, dass es sich bei der IBM sowohl
um eine immunmediierte Erkrankung, welche konsekutiv degenerative Verdanderungen friith
im Erkrankungsverlauf ausldst als auch um eine primér degenerative Erkrankungsentitét mit

darauffolgend eintretenden entziindlichen Verdnderungen handeln kénne (43).
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1.6 Ausgewahlte MSA-Detektionsmethoden

Wie in Kapitel 1.3 dargestellt wird dem Screening auf Autoantikdrper zunehmend eine es-
senzielle Rolle im Diagnostikprozess der IIM verliehen (55). Nachfolgend wird biindig auf
die Detektions- bzw. Screeningmethode des kommerziell verfiigbaren LIA sowie auf die

Goldstandardmethode zur Autoantikdrperdetektion (IP) eingegangen.

Die Methode der indirekten Immunfluoreszenz (IIF) beispielsweise, welche sich durch ihre
Haufigkeit in der Anwendung fiir Autoantikérpernachweise auszeichnet, dient primér der
Detektion von sogenannten Antinukledren Antikorpern (ANA), welche durch den Einsatz

von Humanen-Typ-2-Epithelzellen (HEp2-Zellen) als Substrat erfolgt (1,18).

Obgleich die Prisenz eines iiberwiegenden Anteiles der MSA in einem positiven ANA-Test-
ergebnis resultiert und dementsprechend durch ein charakteristisches nukleédres Fluoreszenz-
muster gekennzeichnet ist, interagieren gewisse MSA, wie beispielsweise der Anti-HMGCR-
und Anti-cN1A-Autoantikdrper jedoch mit ihren zytoplasmatisch und nicht etwa nukleér lo-
kalisierten Autoantigenen (4,18). Dies wiederum resultiert in diesem Kontext in einer gerin-
gen Spezifitdt des entsprechenden Fluoreszenzmusters fiir den zu detektierenden MSA, was
die Utilitdt der ANA-IIF als Screeningmethode fiir die Gruppe der MSA insgesamt herab-
setzt (18).

Dieser Sachverhalt konnte beispielsweise in einer durch Aggarwal et al. (56) publizierten
Arbeit unterstrichen werden: Die Tatsache beriicksichtigend, dass ein negatives ANA-
Testresultat Kliniker und Klinikerinnen potenziell dazu veranlasst, von einem autoimmunen
Pathomechanismus der vorliegenden Pathologie abzusehen, wurden Individuen, welche die
Prisenz eines Antisynthetaseautoantikorpers aufwiesen (nachgewiesen mittels IP), auf das
Vorliegen von klassischen ANA als auch auf das Vorliegen von antizytoplasmatischen Au-
toantikdrpern nun mithilfe der IIF getestet. Als wesentliches Resultat der Studie konnten
eine geringe Spezifitit (6 %) sowie eine lediglich moderate Sensitivitit (50 %) des ANA-
Testergebnisses (nukledr positiver ANA-Befund) fiir eine vorliegende Antisynthetaseauto-
antikorperpositivitit angefiihrt werden. Im Kontrast dazu zeichneten sich die in der IIF er-
mittelten antizytoplasmatischen Autoantikorper (zytoplasmatisch positiver Hep2-Zell-Be-
fund) durch ihre beachtlich hohe Spezifitét (89 %) und Sensitivitét (72 %) fiir das Vorliegen

eines Antisynthetaseautoantikorpers aus. (56)
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1.6.1 Die Goldstandardmethode (IP)
Die den Goldstandard formierende Detektionsmethode zum Nachweis der MSA und MAA
ist somit bis dato die Methode der IP (57).

1.6.1.1 Antigenprazipitation mittels IP

Unter der IP wird primér prinzipiell, vor dem Hintergrund der Nutzung antigenspezifischer
Antikorper, welche ihrerseits zumeist auf einer stationdren festen Phase, wie beispielsweise
Magnetpartikeln oder Agaroseharzkiigelchen, fixiert vorliegen, die Affinititspurifikation
von Antigenen verstanden (58). Jene Antigene werden dabei zuvor fiir gewohnlich radioak-
tiv markiert (59). In diesem Sinne stellt die Methode der IP, wie exemplarisch in Kapitel
1.4.1 angefiihrt, eine der weitverbreitetsten Techniken zur Ausfillung unterschiedlichster,
beispielsweise in Zelllysaten vorhandener, Antigene dar (58). Hierzu werden geringe Men-
gen jener mit Antikorpern versehenen Kiigelchen oder Magnetpartikel beispielsweise mit
Zelllysaten (Antigenquelle) in Zentrifugenrohrchen inkubiert. Jener Inkubationsprozess ge-
stattet wiederum die Ausbildung einer Verbindung zwischen einem fixierten Antikdrper und
einem im Zelllysat vorhandenen Antigen (Immunkomplex) (58). Durch eine anschlieende
Zentrifugation oder durch die Nutzung eines Magneten wandert jene Verbindung zum Rohr-
chenboden (58). Mittels Pipette wird anschlieBend der Fliissigkeitsriickstand entfernt (58).
Eine weitere Charakterisierung und Quantifizierung dieser typischerweise radioaktiv mar-
kierten Proteine kann konsekutiv, nach erfolgter Aufspaltung dieses Komplexes, beispiels-
weise mittels Autoradiografie erfolgen (59). Als wesentlicher Vorteil der IP kann wiederum
thre exorbitant hohe Sensitivitit, bezogen auf den Nachweis auch geringer Mengen eines

spezifischen Antigens, sofern dieses radioaktiv markiert vorliegt, angefiihrt werden (59).

1.6.1.2 Antikorperdetektion mittels IP bzw. Western-Blot-Verfahren

Umgekehrt wiederum ermdglicht die Methode der IP ebenso, wie exemplarisch in Kapitel
1.4 dargestellt, dem Anwender oder der Anwenderin, neben der zuvor beschriebenen Prézi-
pitation von Antigenen, eine gegen ein bereits bekanntes Antigen gerichtete spezifische An-
tikdrperantwort zu charakterisieren (59). Zur Detektion bzw. Prézipitation antigenspezifi-
scher Antikorper werden die vorab markierten Antigene mit dem zu untersuchenden Pro-
benmaterial inkubiert (60). Der obig erwéhnte, im Zuge der IP gebildete, aus einem Antigen
und einem Antikorper zusammengesetzte Immunkomplex wird schlussendlich, wie in Ka-

pitel 1.6.1.1 erldutert, aufgespalten (59). Konsekutiv werden Proteine, wie beispielsweise
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Antikorper, deren Detektion bzw. weitere Analyse von Interesse ist, mittels Natriumdode-
cylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) aufbereitet, um anschlieend quan-

tifiziert werden zu kénnen (59).

Das Western-Blot-Verfahren wiederum, welches der Gruppe der Immunoassays zugeordnet
wird, stellt eine Methode dar, welche unter anderem ebenso eine Antikorperdetektion und -
analyse ermoglicht; wenn nicht-radioaktiv markierte Proteine genutzt werden (59,61).
Hierzu erfolgt zunichst die Durchfiihrung einer SDS-PAGE, welches in einer Denaturierung
und elektrophoretischen Aufsplittung eines Proteingemisches (Antigenquelle) in einzelne
Proteinbanden basierend auf deren Molekulargewicht oder deren Ladung resultiert (61,62).
Das dadurch herausgetrennte Antigen wird konsekutiv mithilfe unterschiedlichster Verfah-
ren auf eine Membran transferiert (Blotting), welche beispielsweise aus Nitrozellulose be-
steht (61,62). AnschlieBend erfolgt die Inkubation des Probenmaterials (Serum), welches auf
das Vorliegen des zu detektierenden Antikdrpers untersucht werden soll, mit jener antigen-
tragenden Membran (61). Dieser Antikorper wird als sogenannter Primérantikorper bezeich-
net (61). Konsekutiv wird ein sogenannter Sekundirantikdrper, welcher sich wiederum ge-
gen den im Probenmaterial enthaltenen PrimérantikSrper richtet, hinzugegeben (61). Sofern
im untersuchten Probenmaterial ein antigenspezifischer Antikorper enthalten ist, wird dieser
durch jenen gebunden (61). Dieser zumeist enzymgekoppelte Sekundérantikérper ermdg-
licht wiederum durch einen enzymvermittelten Substratumsatz die Detektion dieser Anti-

korper-Antikorper-Bindung (61).

1.6.1.3 Nachteile der |IP

Dem mit der Durchfithrung der IP verbundenen erheblichen Kosten- und Zeitaufwand sowie
dem Erfordernis nach hoher fachlicher Expertise des Anwenders oder der Anwenderin ge-
schuldet eignet sich jene Methode allerdings nicht zur routineméafBigen, alltdglichen Anwen-
dung in Standardlaboratorien (15,57). Vor diesem Hintergrund sowie den potenziell hohen
diagnostischen Nutzwert des MSA-Screenings beriicksichtigend wurden konsekutiv zahlrei-
che kommerziell verfligbare Single- als auch Multiplex-Immunoassays entwickelt (15,18).
Die Untersuchung der Validitédt und Reliabilitit der entsprechenden Testverfahren soll somit

gemil Lundberg et al. (4) Gegenstand weiterfithrender Forschung sein (4).
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1.6.2 Der Line-Immunoassay (LIA)

Bei dem LIA, welcher ebenso der Gruppe der Immunoassays zugeordnet wird, liegen ent-
sprechend der Namensgebung Antigene in Form von schmalen Linien fixiert auf einer Nit-
rozellulosemembran vor (63). Durch einen automatisierten Prozess erfolgt in diesem Sinne
bei kommerziell verfiigbaren LIA die Platzierung der entsprechenden rekombinant herge-
stellten oder gereinigten Zielantigene stets auf dieselbe Position des Nitrozellulosestreifens,
sodass dies nicht vom Anwender oder der Anwenderin im Labor selbst durchgefiihrt werden
muss (55,63). Dieser membranbasierte Immunoassay gestattet folglich den Nachweis von
Antikorpern der Klasse Immunglobulin-G (IgG) auf semiquantitative Weise (63). Als geeig-
netes Probenmaterial kommt sowohl humanes Serum als auch Plasma in Frage (63). Ange-
lehnt an das in Kapitel 1.6.1.2 erlduterte Western-Blot-Verfahren, ermoglicht die Nutzung
enzymgekoppelter Sekundarantikérper durch einen enzymvermittelten Substratumsatz die
Detektion der im Probenmaterial moglicherweise enthaltenen IgG-Antikorper (63). Der Sub-
stratumsatz fiihrt schlieBlich zu einer Anfarbung und somit zur Visualisierung gebundener

Antikorper auf dem Nitrozellulosestreifen (63).

Ein sogenannter multiparametrischer Assay (Multiplex-Assay) wie der LIA gestattet die si-
multane Testung auf multiple Antikdrper, welche ihrerseits mit ihren oben angefiihrten
Zielantigenen interagieren (55). Als weiterer wesentlicher Vorteil des LIA kann die Einfach-
heit bezogen auf das Ablesen der Resultate angefiihrt werden, was keine hohe Expertise des
Anwenders oder der Anwenderin voraussetzt, da sich die entsprechenden Antigene stets auf
derselben Position am Streifen befinden (63). Konklusiv zeichnet sich der LIA somit vor
allem durch die Simplizitdt bezogen auf dessen Durchfiihrung im Rahmen der Antikorper-
detektion aus (63). Obgleich die Funktionsweise des LIA jener des Western-Blot-Verfahrens
dhnelt, kann der vorangehende Prozess der Antigenaufbereitung, welcher beim Western-
Blot-Verfahren eine SDS-PAGE umfasst, als wesentlicher Unterschied angefiihrt werden
(63).

Die einzelnen Arbeitsschritte des in der vorliegenden Diplomarbeit untersuchten LIA (EU-
ROLINE® Autoimmune Inflammatorische Myopathien 16 Ag et cN-1A et HMGCR (IgG);

Euroimmun, Liibeck, Deutschland) werden nachfolgend in Kapitel 2.3.1 néher erldutert.
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1.6.3 Die Reliabilitat des Line-Immunoassays

Mahler et al. (64) unterstreichen ebenso das existente Bediirfnis nach alternativen reliablen
MSA-Detektionsmethoden sowie nach einer Standardisierung beziiglich der Vorgehens-
weise der MSA/MAA-Detektion (64). Eine essenzielle Rolle im Rahmen der Beurteilung
einer Testmethode spielt die sogenannte Reliabilitit, welche auch als Reproduzierbarkeit der
Resultate eines diagnostischen Testverfahrens bezeichnet werden kann (65). Ziel der Evalu-
ierung der Reliabilitit soll folglich sein, die Frage nach der Zuverldssigkeit einer Testme-
thode zu beantworten (65). Die Ermittlung des Cohen’s Kappas dient in diesem Sinne der
Quantifizierung des AusmaBes der Ubereinstimmung zwischen den Resultaten einer Gold-
standardmethode, wie der beispielsweise oben angefiihrten IP, sowie jenen einer anderwei-

tigen diagnostischen Testmethode, wie beispielsweise dem LIA (65).

Die von Mabhler et al. (64) verdffentlichte Arbeit komparierte in diesem Sinne die Tester-
gebnisse dreier MSA-Nachweismethoden (LIA sowie PMAT im Vergleich zur IP). Dabei
konnte als wesentliches Studienergebnis, gemafl Mahler et al. (64), eine insgesamt hohe
Ubereinstimmung (Cohen’s Kappa zwischen 0.62 und 0.92 fiir die neun getesteten Autoan-
tikorper) zwischen den Testergebnissen des rezenter entwickelten LIA (Euroimmun,
Liibeck, Deutschland) und jenen der IP publiziert werden. Eine Testung der insgesamt 157
[IM-Patienten- und -Patientinnensera auf die beiden in dieser Arbeit beriicksichtigten MSA,

erfolgte unter der Anwendung des LIA in dieser Studie jedoch nicht. (64)

In dhnlicher Weise erfolgte zuvor durch Cavazzana et al. (55) die Publikation einer Arbeit,
welche unter anderem ebenso die Intention verfolgte, die Testergebnisse eines LIA (Euro-
immun, Liibeck, Deutschland) mit jenen der Goldstandardmethode (IP) zu vergleichen. Zur
Untersuchung der Performance des angewandten LIA wurden Sera von an IIM Erkrankten
zur weiteren Analyse mittels LIA (66/66) und IP (57/66) herangezogen. Die Ermittlung des
AusmaBes der Ubereinstimmung der Resultate jener Nachweismethoden erfolgte, wie oben
angefiihrt, ebenso unter der Kalkulation des Cohen’s Kappas, wobei in diesem Fall insge-
samt eine miBige Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen der beiden untersuchten
Testmethoden angefiihrt werden konnte. Ein geringes MaB an Ubereinstimmung (Cohen’s
Kappa von 0.30) konnte hingegen in Bezug auf die Detektion des MSA ,,Anti-Jo-1“ de-
monstriert werden. Auch an dieser Stelle gilt es zu betonen, dass im Rahmen dieser Studie
weder die Testung auf Anti-HMGCR- noch auf Anti-cN1A4-Autoantikorper mittels IP oder
LIA erfolgte. (55)
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Jene beiden exemplarisch angefiihrten Studien dienen konklusiv der Demonstration der in
der Literatur beschriebenen in Summe moderaten bis hochgradigen Ubereinstimmung zwi-

schen den Resultaten der beiden MSA-Detektionsmethoden (LIA vs. IP) (55,64).

1.6.4 Die Validitat des Line-Immunoassays

Neben der zuvor in Kapitel 1.6.3 erlduterten Reliabilitit gehort ebenso die Validitdt zu den
Giitekriterien einer Diagnostikmethode. Die Ermittlung jener dient der Evaluierung der Fa-
higkeit eines Testverfahrens, zwischen kranken sowie nicht-erkrankten Individuen zu unter-
scheiden. Determiniert wird die Validitdt der Diagnostikmethode wiederum durch die klini-

sche Spezifitit sowie die Sensitivitit. (66)

Ghirardello et al. (67) testeten dementsprechend mittels LIA (Euroimmun, Liibeck, Deutsch-
land) insgesamt 208 Sera von an IIM Erkrankten auf das Vorliegen von MSA bzw. MAA.
Dabei untersuchten sie erstmalig die Validitit der entsprechenden Detektionsmethode im
Vergleich zu jener der bisher etablierten Nachweismethoden wie der IP sowie dem Western-
Blot-Verfahren. Zudem wurden insgesamt 230 Kontrollsera auf die Prisenz von MSA sowie
MAA getestet. Der im Zuge dieser Studie untersuchte LIA umfasste dabei folgenden Anti-
gene: Jo-1, Ku, PL-12, PL-7, Ro52, Mi-2. Die Ergebnisse jener Arbeit gestatten es, gemal
Ghirardello et al. (67), folglich, den untersuchten LIA erstmals als zuverldssige Alternative
mit vergleichbarer Validitdt zu den oben angefiihrten aufwendigeren Nachweismethoden
(IP, Western-Blot-Verfahren) zu definieren. Basierend darauf empfehlen Ghirardello et al.
(67) die Anwendung des untersuchten LIA als initiale MSA- bzw. MA A-Screeningmethode
im Kontext einer klinisch suspizierten IIM. Die Ermittlung der diagnostischen Sensitivitét
sowie Spezifitit der beiden in der vorliegenden Diplomarbeit beriicksichtigten MSA erfolgte

zu diesem Zeitpunkt jedoch nicht. (67)

Im Rahmen der vorliegenden Diagnosestudie sollen vor diesem Hintergrund unter anderem
die klinische Sensitivitdt als auch die klinische Spezifitit der Anti-HMGCR- sowie Anti-
cN1A4-Autoantikorper-Line-Imunoassaytestung (LIA, Euroimmun, Liibeck, Deutschland),

bezogen auf die [IM, evaluiert werden.

Infantino et al. (68) unterstreichen hingegen folgende Problematik bezogen auf die Validitét
der entsprechenden Nachweismethode: Obgleich rezenter entwickelte MSA-Detektionsme-

thoden, wie beispielsweise der in der vorliegenden Arbeit untersuchte LIA, eine beachtliche
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Sensitivitit aufweisen, mangle es ihnen ferner an klinischer Spezifitit (68). Dargestellt wer-
den konnte dieser Sachverhalt beispielsweise in der oben angefiihrten von Cavazzana et al.
(55) publizierten Studie aufgrund der in Summe geringen Ubereinstimmung der LIA-Testre-
sultate mit den klinisch erhobenen Merkmalen der Erkrankten bzw. den darauf basierend
gestellten Diagnosen (55). Zeitgleich wird allerdings die Notwendigkeit der Uberpriifung
jener Studienergebnisse betont, wozu Cavazzana et al. (55) zufolge jedoch ein groBerer

Stichprobenumfang erforderlich sei (55).

Wihrend unter der Sensitivitit eines Testverfahrens die Wahrscheinlichkeit verstanden wird,
dass das entsprechende Verfahren bei einer erkrankten Person korrekterweise ein positives
Testresultat liefert (,,richtig positiv®), beschreibt die oben angefiihrte Spezifitit wiederum
die Wahrscheinlichkeit, dass die Testmethode bei einem nicht-erkrankten Individuum kor-
rekterweise ein negatives Testergebnis liefert (,,richtig negativ®) (66). Zu betonen gilt je-
doch, dass die alltagliche Anwendung diagnostischer Testverfahren fallweise sowohl in in-
korrekt negativen als auch in inkorrekt positiven Testergebnissen resultiert (66). Der Zusam-
menhang zwischen der Spezifitidt sowie der Wahrscheinlichkeit fiir das Eintreten eines in-
korrekt positiven Testresultates kann der folgend dargestellten Gleichung (Formel 1) ent-

nommen werden (66):

Formel 1: P(inkorrekt positives Testresultat) (erstellt basierend auf der Formel aus WeiR}, 2019 (66)).

P(positives Testresultat /nicht — erkranktes Individuum) = 1 — Spezifitat. (66)
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Ersichtlich wird anhand dieser Gleichung die Beeinflussung der Wahrscheinlichkeit fiir das
Auftreten eines inkorrekt positiven Testergebnisses durch die entsprechende Spezifitit des
Testverfahrens, wobei eine geringe diagnostische Spezifitit zu einer grofleren Probabilitét

fiir das Auftreten eines falsch positiven Resultates fiihrt (66).

Vor dem Hintergrund der einfachen Handhabung, der Kosteneffizienz sowie der Moglich-
keit der alltidglichen Durchfiihrung des LIA in Routinelaboratorien betonen Infantino et al.
(68) demzufolge das Bediirfnis nach einer Optimierung der klinischen Spezifitit des ent-
sprechenden Testverfahrens. SchlieBlich resultiert ein inkorrekt positives Testergebnis po-
tenziell in nicht unerheblichen negativen Konsequenzen fiir den Betroffenen oder die Be-
troffene. Exemplarisch konnen hier die Verordnung einer inaddquaten Pharmakotherapie,
das Stellen einer Fehldiagnose sowie eine daraus resultierende Beunruhigung des betroffe-
nen Individuums angefiihrt werden. Konklusiv unterstreichen Infantino et al. (68) die abso-
lute Notwendigkeit einer strengen Validierung rezenter entwickelter Detektionsmethoden
wie des LIA, um konsekutiv die Anwendung jenes neuen, reliablen Testverfahrens fiir die

frithzeitige Diagnosestellung einer I[IM zu ermdglichen. (68)
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1.7 Aufzeigen der Forschungslicke

Vor dem Hintergrund der zuvor in Kapitel 1.6.4 angefiihrten, durch Infantino et al. (68) so-
wie Cavazzana et al. (55) beschriebenen Problematik beziiglich der mangelnden diagnosti-
schen Spezifitdt der mittels LIA detektierten Myositisautoantikorper, publizierten Lackner
et al. (69) im Jahr 2020 die Resultate einer hauseigenen Diagnosestudie (55,68,69). Unter-
sucht wurden im Zuge dessen 15 mittels LIA detektierte MSA bzw. MAA (69). Jene Studie
hatte primér die Ermittlung der diagnostischen Spezifitdt und Sensitivitit dieser Antikdrper
fiir das Vorliegen einer [IM zum Ziel; weiters die Berechnung weiterer Kennzahlen, wie des
Positiven pradiktiven Wertes (PPV), des Negativen pradiktiven Wertes (NPV), des positiven
Likelihood-Quotienten (LQ) sowie des negativen LQ (69).

Lackner et al. (69) betonen in ihrer Studie, die 1.118 Individuen umfasste und deren Sera im
Zeitraum von Oktober 2014 bis Oktober 2017 mittels LIA (EUROLINE® Autoimmune In-
flammatorische Myopathien; Euroimmun, Liibeck, Deutschland) auf das Vorliegen von
MSA sowie MAA getestet wurden, die Relevanz einer Stichprobe, die den klinischen Alltag
bzw. die alltidgliche Nutzung des LIA widerspiegelt. Erstmalig sollten anhand der in dieser
grof3en Real-Life-Kohorte erfolgten Ermittlung obig angefiihrter Kennzahlen Aussagen iiber
die Utilitat der MSA- bzw. MAA- LIA-Testung, im Setting einer suspizierten [IM bzw. bei
Vorhandensein ausgewihlter [IM-assoziierter Symptome (Myalgien, Muskelschwéche, CK-
Elevation), fiir die Diagnosestellung einer IIM getroffen werden konnen. Fiir jene inhomo-
gene Stichprobe erfolgte im Sinne einer retrospektiven Datenanalyse die Durchsicht der
elektronischen Krankenakten zur Erfassung der jeweiligen, durch den behandelnden Arzt
oder die behandelnde Arztin klinisch gestellten Diagnosen (IIM vs. Non-IIM). Darauf ba-
sierend erfolgte konsekutiv fiir jeden der 15 mittels LIA nachgewiesenen, in der Arbeit be-
riicksichtigen MSA bzw. MAA die Kalkulation der zuvor erwéhnten Giitekriterien bzw.
Kennzahlen. (69)

An dieser Stelle gilt es zu betonen, dass das Testen der Sera auf das Vorhandensein der
beiden im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit untersuchten MSA mittels LIA im Zeit-
raum von Oktober 2014 bis Oktober 2017 im Immunologielabor des Universititsklinikums
Graz nicht praktiziert wurde. Die Berechnung jener diagnostischen Giitekriterien und Kenn-
zahlen bezogen auf den Anti-HMGCR- sowie den Anti-cN1A4-Autoantikérper konnte im Rah-

men dieser Arbeit demnach nicht erfolgen (69).
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In einer rezent publizierten (2023), schwedisch-italienischen, retrospektiven Multicenterstu-
die ermittelten Ghirardello et al. (17) hingegen unter anderem primér die diagnostische Spe-
zifitdt des Anti-HMGCR-Autoantikorpers flir die Gruppe der [IM (17). Dieser wurde im Rah-
men des Projektes jedoch — im Gegensatz zu der in der vorliegenden Diplomarbeit unter-
suchten Detektionsmethode —mittels ELISA nachgewiesen (17). Wahrend Lackner et al. (69)
die Giitekriterien der MSA- bzw. MAA-LIA-Testung in einer inhomogenen Real-Life-Ko-
horte ermittelten, setzte sich im Kontrast dazu die kleiner, homogenere Stichprobe der von
Ghirardello et al. (17) veroffentlichten Arbeit aus 411 Individuen, die gemal3 der im Jahr
2017 etablierten ACR/ EULAR Klassifikation (5) der Gruppe der ,,definitiv vorliegenden

I[IM* zuzuordnen waren, sowie aus 269 Kontrollindividuen zusammen (5,17,69).

Jene Herangehensweise beziiglich der Selektion der in die Studie eingeschlossenen Indivi-
duen resultierte gemaf Ghirardello et al. (17) in einer hohen Vortestwahrscheinlichkeit fiir
das Vorliegen einer IIM in eben dieser Stichprobe. Die Ermittlung der diagnostischen Spe-
zifitét erfolgte somit im Rahmen jenes Projektes vor dem Hintergrund dieser durch Ghirar-

dello et al. (17) definierten Voraussetzung. (17)

Kontrér dazu ergibt sich die Stichprobe der vorliegenden Diagnosestudie aus der folgend in
Kapitel 2.1 beschriebenen Vorgehensweise, was wiederum in einer niedrigen Pravalenz der
IIM und demnach in einer niedrigen Vortestwahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen der ent-

sprechenden Erkrankung in dieser Stichprobe resultiert.

Das von Ghirardello et al. (17) untersuchte LIA-Myositisprofil umfasste in Summe 16 Au-
toantikorper aus der Gruppe der MSA und MAA. Die erforderlichen Autoantigene fiir den
Nachweis des Anti-HMGCR- sowie des Anti-cN1A-Autoantikdrpers waren jedoch nicht auf
den LIA-Teststreifen vertreten. Demnach erfolgte ergidnzend die Testung von insgesamt 333
Sera (157 IIM-Sera, 176 Kontrollsera) auf das Vorliegen des Anti-HMGCR-Autoantikor-
pers, wie zuvor erwédhnt, mittels ELISA. In keinem der Kontrollsera (0/176) konnte jener
MSA nachgewiesen werden. Dies resultierte folglich in einer Spezifitit des mittels ELISA
nachgewiesenen Autoantikorpers von 100 % fiir die Gruppe der IIM. Als wesentliche Limi-
tation der Arbeit fithren Ghirardello et al. (17) jedoch die ausgebliebene Detektion des Anti-
HMGCR-Autoantikdrpers mittels LIA an. Auch das Testen der Sera auf die Prasenz eines
Anti-cN1A-Autoantikorpers blieb in der entsprechenden Arbeit zur Génze aus. (17)
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Porcelli et al. (70) wiederum verdffentlichten ebenso im Jahr 2023 die Resultate ihrer itali-
enischen, retrospektiven Diagnosestudie. In diese wurden initial 340 Individuen einge-
schlossen. Die Sera der Teilnehmer und Teilnehmerinnen wurden, &hnlich zu der in Kapitel
2.1 beschriebenen Vorgehensweise im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit, im Zeitraum
von August 2020 bis Dezember 2021 mittels LIA (EUROLINE® Autoimmune Inflamma-
torische Myopathien 16 Ag et cN-1A (IgG); Euroimmun, Liibeck, Deutschland) auf das Vor-
liegen von MSA sowie MAA getestet. Untersucht wurde hier primér die diagnostische Ge-
nauigkeit der Anti-cN1A4-Autoantikdrper-LIA-Testung bezogen auf das Vorliegen einzelner
[IM-Subsets (IBM, PM, DM, OM, ASyS). 20 der 340 (5.88 %) mittels LIA untersuchten
Sera wiesen eine Anti-cN1A4-Autoantikorperpositivitit auf. Laut Porcelli et al. (70) stellt dies,
bezogen auf die existente Literatur, die erste grole Kohorte von anti-cN1A-Autoantikorper-

positiven Individuen dar. (70)

Basierend auf der fiir jene 20 anti-cN1A4-Autoantikorper-positiven Individuen durchgefiihr-
ten retrospektiven Datenanalyse konnten lediglich 2 von 20 Individuen, kontrdr zu der in
Kapitel 2.4 erlduterten Vorgehensweise im Zuge der vorliegenden Arbeit, bei Erfiillung der
ENMC-IBM-Diagnostikkriterien (45), mit einer IBM diagnostiziert werden (45,70). 6 von
20 Personen wurden mit einem anderweitigen [IM-Subtyp (PM, DM, OM) diagnostiziert
(70). 12 von 20 Individuen wiesen schlieBlich eine IIM-unabhéngige Tumor-, Lungen-,
Muskel- oder Autoimmunerkrankung auf (70). Die Forschungsgruppe rund um Porcelli (70)
fokussierte dabei im Rahmen des Projektes, wie eingangs erwéhnt, primir auf die Ermittlung
der diagnostischen Genauigkeit des mittels LIA detektierten Myositisautoantikorpers (70).
Die Berechnung der beiden die Validitit definierenden Giitekriterien (Sensitivitit, Spezifi-
tit) des Anti-cN1A-Autoantikdrpers konnte, der obig erlduterten Herangehensweise beziig-
lich der retrospektiven Datenanalyse geschuldet, durch Porcelli et al. (70) jedoch, insbeson-
dere fiir die Gruppe der [IM im Allgemeinen, wie in der vorliegenden Diagnosestudie durch-
gefiihrt, nicht erfolgen (70). Dies wird folglich als wesentliche Limitation jener Studie an-
gefiihrt, wodurch wiederum Raum fiir weiterfiihrende Forschung, insbesondere fiir die Er-
mittlung der diagnostischen Sensitivitdt des mittels LIA detektierten Anti-cN1A4-Autoanti-
korpers fiir das Erkennen einer IIM, geboten wird (70).

Jene durch Ghirardello et al. (17) gewéhlte Vorgehensweise beziiglich der Stichprobenfor-
mierung, welche in einer hohen Vortestwahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen der [IM in der

entsprechenden Stichprobe resultierte und die nicht erfolgte Durchfiihrung der Anti-cN1A4-
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Autoantikorpertestung sowie jene durch Porcelli et al. (70) nicht erfolgte Testung auf die
Prisenz des Anti-HMGCR-Autoantikdrpers und die in diesem Kapitel angefiihrten Limitati-
onen der beiden Studien formieren konsekutiv eine Forschungsliicke (17, 70). Deren Inhalt
soll die Vorgehensweise sowie die folgend in Kapitel 1.7.1 erlduterte Intention bzw. For-

schungsfrage der vorliegenden Diplomarbeit begriinden.

1.7.1 Die Intention der vorliegenden Arbeit & Forschungshypothese

Vor dem Hintergrund der aufgezeigten Forschungsliicke sollen im Rahmen der Diplomar-
beit, welche als Extension der obig angefiihrten hauseigenen, durch Lackner et al. (69) publi-
zierten Diagnosestudie definiert werden kann, zunichst jene beiden in Kapitel 2.5.1 (Formel
2, Formel 3) angefiihrten Kennzahlen (diagnostische Spezifitit sowie Sensitivitét) zur Quan-
tifizierung der Qualitdt der im Rahmen der vorliegenden Studie untersuchten Autoantikor-
perdetektionsmethode (4nti-HMGCR- bzw. Anti-cN1A4-LIA) berechnet werden (69,71). Da-
rauf basierend soll die Beurteilung der Utilitdt der beiden mittels LIA detektierten MSA fiir
den klinischen Alltag, bezogen auf den IIM-Diagnostikprozess, erfolgen. Als Goldstandard
(Tabelle 7) zur Kalkulation jener Giitekriterien im Zuge dieser Diagnosestudie, wurde, fiir
diese Arbeit, die durch den behandelnden Arzt oder die behandelnde Arztin dokumentierte,

klinisch gestellte bzw. im Krankenhausinformationssystem ersichtliche Diagnose festgelegt.

Im Konsens mit Lackner et al. (69) représentiert unseres Erachtens die grofle inhomogene
Real-Life-Stichprobe der vorliegenden Diagnosestudie (Kapitel 2.1) mitsamt den Testanfor-
derungsgriinden die alltdgliche klinische Anwendung der MSA-LIA-Testung am wirklich-
keitsgetreuesten (69). Dies resultiert konsekutiv in der Berechnung sdmtlicher Kennzahlen
im Setting einer niedrigen Vortestwahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen einer IIM in der

Stichprobe der vorliegenden Arbeit.

Die obig angefiihrte diagnostische Spezifitit und Sensitivitit stellen die Validitdt bestim-
mende Kennzahlen dar. Diese dienen dabei der Charakterisierung des im Rahmen der Dip-
lomarbeit untersuchten LIA selbst. Fiir den behandelnden Kliniker bzw. die behandelnde
Klinikerin sowie fiir die moglicherweise an einer IIM erkrankten Person sind jedoch primér
die in Kapitel 2.5.1 angefiihrten pridiktiven Werte (PPV, NPV) (Formel 4, Formel 5) von
Interesse. Jene beiden Werte, welche im Rahmen dieser Diagnosestudie ebenso fiir die bei-
den in der Arbeit beriicksichtigten, mittels LIA detektierten MSA getrennt berechnet wer-
den, sind jedoch abhingig von der Pravalenz der IIM in der vorliegenden Real-Life-Stich-

probe. Sie sind représentativ fiir die Wahrscheinlichkeiten, bei Vorliegen eines positiven
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oder eines negativen Myositisautoantikorperstatus, in der Tat an einer IIM erkrankt oder

nicht erkrankt zu sein. (65,71)

Die vorliegende Diplomarbeit soll primér darauf basierend (PPV) dazu dienen, Aussagen
iiber den diagnostischen Stellenwert bzw. die Utilitit der Anti-HMGCR- sowie Anti-cN1A-
Autoantikorpertestung mittels LIA fiir den klinischen Alltag, bezogen auf den diagnosti-

schen Work-up, treffen zu kdnnen.

Vor dem Hintergrund des in den vorangehenden Absitzen dieses Kapitels Geschilderten
wird nun die folgende Forschungshypothese aufgestellt: Die extensive Anwendung der Anti-
HMGCR- bzw. Anti-cN1A4-LIA-Testung resultiert aufgrund der beispielsweise durch Khoo
et al. (2) beschriebenen, niedrigen Pravalenz der Erkrankung und der demzufolge niedrigen
Vortestwahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen einer IIM in dieser Real-Life-Stichprobe in ge-
ringen PPV der beiden MSA. Niedrige PPV wiirden unseres Erachtens die Utilitdt dieser
Testungen im Setting einer ausschlieBlich suspizierten IIM bzw. bei Vorhandensein krank-
heitsunspezifischer Symptome limitieren. Konklusiv wiirden sich die Anti-HMGCR- bzw.
die Anti-cN1A-LIA-Testung nicht als priméres Diagnostiktool des Klinikalltags fiir die Di-
agnosestellung einer IIM in eben diesem Setting eignen. Zudem wird erwartet, dass bei der
hier separat fiir die beiden Autoantikorper des Myositisblots erfolgten Kalkulation der klini-
schen Sensitivititen (Formel 3) diese niedrig ausfallen. Das wiederum beeinflusst, der di-
rekten Proportionalitit zur Sensitivitit geschuldet (Formel 4), die PPV und somit die diag-

nostische Niitzlichkeit der beiden MSA fiir den Klinikalltag ebenso negativ.

Additiv werden sowohl der positive als auch der negative LQ (Formel 6, Formel 7) separat

fiir die beiden in der Diplomarbeit berticksichtigten MSA ermittelt.

Diese stellen vorteilhafterweise privalenzunabhéngige Kennzahlen der untersuchten Auto-
antikorperdetektionsmethode dar. Basierend auf den LQ koénnen infolgedessen Aussagen
dariiber getétigt werden, um welchen Prozentsatz sich die Chance fiir das tatsdchliche Vor-
liegen einer IIM bei einem negativen oder einem positiven Myositisautoantikorperstatus an-

dert. (71)

Zusétzlich sollen neben der in den vorangehenden Absitzen dieses Unterkapitels erlduterten
Hauptzielsetzung dieser Arbeit bzw. der Berechnung der PPV der beiden MSA fiir das tat-
sdchliche Vorliegen einer Malignom- bzw. Autoimmunerkrankung, welche jedoch nicht der

Gruppe der [IM angehért, Korrelationsanalysen durchgefiihrt werden.
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Diese sollen vor dem Hintergrund der in Kapitel 1.4.3 angefiihrten — durch Mohassel et al.
(27) bzw. Pinal-Fernandez et al. (24) beschriebenen Tatsache —, dass bei einem GrofBteil der
Individuen der Erkrankungsbeginn einer Anti-HMGCR- Myopathie bei etwa 55 Jahren liegt
sowie der durch Naddaf et al. (43) beschriebenen, in Kapitel 1.5.2 angefiihrten Tatsache,
dass Personen, welche jenseits des 50. Lebensjahres an einer erworbenen Form der Myopa-
thie erkranken, zumeist von einer IBM betroffen sind, dazu dienen, eine potenziell vorhan-
dene, statistisch signifikante Korrelation zwischen dem Personenalter sowie der Anti-

HMGCR- bzw. der Anti-cN1A-Titerhohe aufzuzeigen (24,27,43).

Dariiber hinaus sollen aufgrund des von Infantino et al. (68) definierten, in Kapitel 1.6.4
geschilderten Bediirfnisses nach einer Optimierung der klinischen Spezifitit des im Rahmen
dieser Diplomarbeit untersuchten Testverfahrens, Receiver Operating Characteristic (ROC)-
Analysen durchgefiihrt werden (68). Hiermit sollen neue, fiir die Gruppe der IIM mdglich-

erweise spezifischere MSA-Signalintensititsschwellenwerte identifiziert werden.
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2 Patienten & Patientinnen, Material & Methoden

2.1 Patienten- & Patientinnengut, Stichprobenumfang & Aufbereitung
der Listendatei

Basierend auf der in Kapitel 1.7 aufgezeigten Forschungsliicke sowie der in Kapitel 1.7.1
erlduterten Intention der vorliegenden Arbeit erfolgte meinerseits in einem ersten wesentli-
chen Arbeitsschritt, nach erfolgter Ausgabe einer Listendatei (Ausgangsliste) von Seiten des
Immunologielabors des Universitétsklinikums Graz, die Aufbereitung derselben zur weite-
ren Nutzung fiir die im Zuge dieser Diplomarbeit durchgefiihrten retrospektiven Datenana-
lyse. Deren darin enthaltenen Eintrage ergaben sich wiederum aus sdmtlichen MSA- sowie
MAA-Testungen, welche im oben angefiihrten Labor im Zeitraum von Oktober 2020 bis
Oktober 2021 mittels in Kapitel 2.3 angefiihrtem LIA (EUROLINE® Autoimmune In-
flammatorische Myopathien 16 Ag et cN-1A et HMGCR (IgG); Euroimmun, Liibeck,
Deutschland) durchgefiihrt wurden. Sowohl positive als auch negative Testresultate, bezo-
gen auf das Vorhandensein jener beiden in der Diplomarbeit beriicksichtigten Autoantikor-

per in den getesteten Sera, waren Inhalt jener Listendatei.

Nach primir erfolgter Durchsicht der durch das Immunologielabor des Universititsklini-
kums Graz ausgegebenen Datei wurde ersichtlich, dass Sera zahlreicher Individuen in die-
sem Zeitraum doppelt oder mehrfach auf das Vorhandensein der beiden beriicksichtigten
Autoantikorper getestet wurden. Dementsprechend erfolgte meinerseits die Adaption der
Listendatei wie folgt: Die Testresultate der im oben definierten Zeitraum durchgefiihrten
Zweit- oder Mehrfachtestungen wurden aus der Liste entfernt, sodass konsekutiv lediglich
das aktuellste Testergebnis in die statistische Datenanalyse miteinbezogen wurde. Wie vorab
im Studienprotokoll angefiihrt, sollten aulerdem lediglich die Testergebnisse adulter Indi-
viduen (18 Jahre oder élter) in die Datenanalyse miteinbezogen werden, sodass demzufolge
meinerseits die Entfernung jener LIA-Testresultate, welche auf Individuen mit einem Alter
von unter 18 Jahren zum Testzeitpunkt zuriickzufiihren waren, aus der Datei erfolgte. Kon-
sekutiv iiberpriifte ich die in der Listendatei verbliebenen Individuen (ungekiirzte Stich-
probe) im Sinne einer retrospektiven Datenanalyse auf das fiir die Ermittlung der in Kapitel
1.7.1 definierten Parameter erforderliche Vorhandsein eines ausreichenden Datengehalts
(Angaben im Krankenhausinformationssystem bzw. in den elektronischen Krankenakten),
sodass Personen mit unzureichend vorhandenen klinischen Angaben ebenso aus der Datei
entfernt wurden. Konklusiv ergab sich daraus ein Stichprobenumfang von 1.076 Testungen

(finale Stichprobe).
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Der in diesem Unterkapitel erlduterte, fiir den Erhalt des finalen Stichprobenumfangs
(n=1.076) erforderliche Prozess der Listenauftbereitung wird zudem in Abbildung 3 zusam-

menfassend dargestellt.

Die Durchfiihrung der im Zuge dieser Diagnosestudie ausgefiihrten retrospektiven Daten-
analyse wurde durch das Votum der Ethikkommission der Medizinischen Universitit Graz
genehmigt (EK-Nummer: 1041/2024). Das retrospektive Studiendesign beriicksichtigend
wurde, basierend auf der zuvor erfolgten Genehmigung durch die Ethikkommission, auf das
Einholen der informierten Einwilligung jener Individuen, deren Daten und klinische Anga-
ben im Zuge der retrospektiven Datenanalyse gesammelt und konsekutiv fiir die statistische

Datenanalyse genutzt wurden, verzichtet.

1.910 durchgefuhrte LIA zur Detektion potenziell
prasenter Anti-HMGCR- bzw. Anti-cN1A-
Autoantikorper im Serum

(Oktober 2020-Oktober 2021)
(=Ausgangsliste)

Ausschluss aus der

retrospektiven Datenanalyse

Miteinbeziehen des aktuellsten |
| (n=177):
1

Testresultats in die Analyse v ¢

>

- Alter des Individuums <18 Jahre

- Resultate der Zweit-/
Mehrfachtestungen

Uberpriifen auf ausreichenden Datengehalt:

Durchsicht der elektronischen Krankenakte bzw. des
Krankenhausinformationssystems (n=1.733) (=ungekiirzte Stichprobe)

(n=1.076) (=finale Stichprobe)

______________________ e

89 Individuen auf
zumindest einen der
beiden Autoantikorper
getestet

\% 44 Individuen mit L 17 Individuen mit
klinisch gesteliter < > klinisch gestellter

Diagnose einer IIM Diagnose einer IIM

987 Individuen negativ auf
beide Autoantikorper
getestet

Abbildung 3: Flussdiagramm zur Darstellung des Prozesses der Listenaufbereitung sowie der konse-
kutiven Datenanalyse.
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2.2 Materialien des Testkits

Tabelle 5: Testsatzbestandteile des Line-lmmunoassays (EUROLINE® Autoimmune Inflammatorische
Myopathien 16 Ag et cN-1A et HMGCR (IgG); Euroimmun, Liibeck, Deutschland) (erstellt basierend auf
der Tabelle aus der Gebrauchsanweisung sowie mit Genehmigung von Euroimmun, Liibeck, Deutsch-
land (72)).

Testkitbestandteil Firma

Antigenbeschichtete Teststreifen
(18 Antigene):

cN1A, HMGCR, OJ, EJ, PL-12, PL-7, SRP, Euroimmun (Lubeck, Deutschland)
Ro52, Jo-1, PM/Scl-75, PM/Scl-100, Ku,
NXP2, SAE1, MDA-5, TIF1y, Mi-2a, Mi-23
Konzentrierte (hundertfach)
Positivkontrolle

Konzentrierter (zehnfach) AP-konjugierter
Sekundarantikérper (FEnzymkonjugat): Euroimmun (Lubeck, Deutschland)
Ziegen-anti-Human-lgG

Euroimmun (LUbeck, Deutschland)

Probenpuffer Euroimmun (LUbeck, Deutschland)

Substratlésung:
Nitroblautetrazoliumchlorid/5-Brom-4-chlor- Euroimmun (Lubeck, Deutschland)
3-indolylphosphat (NBT/BCIP)

Konzentrierter (zehnfach) Waschpuffer Euroimmun (LUbeck, Deutschland)

2.3 MSA-Line-Immunoassay

2.3.1 Inkubations- & Arbeitsschritte

Nach dem in Kapitel 1.6.2 angefiihrten grundlegenden Funktionsprinzip eines LIA werden
folgend, um einen Uberblick zu bieten, biindig die einzelnen Arbeits- sowie Inkubations-
schritte (Abbildung 4) des im Immunologielabor des Universititsklinikums Graz angewand-
ten LIA (EUROLINE® Autoimmune Inflammatorische Myopathien 16 Ag et cN-1A et
HMGCR (IgG); Euroimmun, Liibeck, Deutschland) erldutert:

Der im hauseigenen Labor genutzte, kommerziell erhéltliche LIA (EUROLINE® Autoim-
mune Inflammatorische Myopathien 16 Ag et cN-1A et HMGCR (IgG); Euroimmun,
Liibeck, Deutschland) ermoglicht dabei dem Anwender oder der Anwenderin die Detektion
folgender 18 MSA sowie MAA (IgG-Autoantikdrper), welche mitsamt ihrer Targetstruktu-
ren ebenso Tabelle 4 entnommen werden kénnen: Anti-HMGCR-, Anti-cNI1A-, Anti-OJ-,
Anti-EJ-, Anti-SRP-, Anti-Jo-1-, Anti-PL-7-, Anti-PL-12-, Anti-Ku-, Anti-SAEI-, Anti-
PM/Scl-75-, Anti-PM/Scl-100-, Anti- MDA-5-, Anti-NXP2-, Anti-TIF 1 y-, Anti-Mi-2a-, Anti-
Mi-2f-, Anti-Ro52-Autoantikorper. (72)
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In der retrospektiven Datenanalyse der vorliegenden Diplomarbeit wurden, wie in Kapitel
1.1 erwéhnt, lediglich die Resultate der Anti-HMGCR- sowie der Anti-cN1A-LIA-Autoanti-
korpertestung beriicksichtigt.

Den ersten Arbeitsschritt stellt die Einlage des in Tabelle 5 angefiihrten Membranstreifens,
welcher seinerseits mit den 18 obig angefiihrten gereinigten oder rekombinanten Zielantige-
nen fiir die entsprechenden Autoantikorper beschichtet ist, in die Rinne einer sogenannten
Inkubationswanne dar, in welcher nachfolgend sdmtliche Inkubationsschritte durchgefiihrt

werden sollen (72).

AnschlieBend soll zur Befeuchtung und Préiparation des Streifens das Befiillen jener die
Teststreifen enthaltenden Rinne mit 1,5 ml des in Tabelle 5 angefiihrten Probenpuffers er-
folgen, der seinerseits in gebrauchsfertiger Form im Testsatz enthalten ist und somit vor

dessen Anwendung nicht verdiinnt wird (72).

Nach einer fiinfminiitigen Inkubationsdauer auf dem Wippschiittler bei Raumtemperatur
(RT) (2 + 18°C bis + 25°C) sowie dem konsekutiven Absaugen des in der Inkubationsrinne
enthaltenen Probenpuffers soll das Befiillen der Rinne mit 1,5 ml der entsprechend vorbe-
reiteten, bei einer Temperatur von + 2°C bis + 8°C gelagerten, Patientenprobe (humanes
Plasma oder Serum) (15 pl pro Streifen) erfolgen, welche vorab in einem Verdiinnungsver-
héltnis von 1:101 mit dem Probenpuffer zu verdiinnen ist, um das oben angefiihrte Gesamt-

volumen von 1,5 ml zu erhalten (72).

Die konsekutiv durchzufiihrende Inkubation, wobei die vorab angefiihrte, verdiinnte Plasma-
oder Serumprobe mit dem antigenbeschichteten Streifen bei RT fiir insgesamt 30 Minuten
auf dem Wippschiittler zu inkubieren ist, stellt den ersten Hauptschritt des Arbeitsprozesses

dar (72).

Auf das im Anschluss zu erfolgende Absaugen der in der Inkubationsrinne enthaltenen Fliis-
sigkeit folgt der erste Waschvorgang des Teststreifens. Hierbei wird der in der Inkubations-
rinne liegende Streifen fiir eine Dauer von drei mal fiinf Minuten auf dem Wippschiittler mit
jeweils 1,5 ml des zuvor entsprechend vorbereiteten, ebenso in Tabelle 5 angefiihrten,
Waschpuffers gewaschen. Jener im Testkit enthaltene Waschpuffer liegt in einer zehnfach
konzentrierten Form vor, weshalb er vor seiner Anwendung mit destilliertem Wasser in ei-

nem Verhiltnis von 1:10 zu verdiinnen ist. (72)

57



Konsekutiv soll das Pipettieren von 1,5 ml des in Tabelle 5 angefiihrten, entsprechend vor-
bereiteten Enzymkonjugats (Sekundéirantikdrper) (0,15 ml pro Streifen) in die den Teststrei-
fen enthaltende Rinne erfolgen. Der im Testsatz enthaltene Ziegen-anti-Human-IgG-Anti-
korper, welcher mit dem Enzym Alkalische Phosphatase (AP) markiert ist, liegt ebenso in
einer zehnfach konzentrierten Form vor, weshalb das Enzymkonjugat mit dem gebrauchs-
fertigen Probenpuffer in einem Verhéltnis von 1:10 zu verdiinnen ist, um das vorab ange-
fiihrte Gesamtvolumen von 1,5 ml zu erhalten. Die nachfolgende 30-miniitige Inkubation
des Streifens mit dem Sekundirantikérper bei RT auf dem Wippschiittler stellt somit den

zweiten Hauptschritt des Arbeitsprozesses dar. (72)

Nach erneutem vollstindigem Entfernen der in der Rinne enthaltenen Fliissigkeit sowie dem
darauffolgend durchzufiihrenden zweiten Waschvorgang des Teststreifens, welcher analog
zum ersten durchzufiihren ist, soll das Befiillen der Inkubationsrinne mit 1,5 ml der im Test-
kit enthaltenen in Tabelle 5 aufgelisteten NBT/BCIP-Losung erfolgen, welche in gebrauchs-
fertiger Form vorliegt und das Substrat fiir jenes oben angefiihrte den Sekundérantikorper

markierende Enzym darstellt. Diese Losung muss somit nicht verdiinnt werden. (72)

Wie bereits in Kapitel 1.6.2 erldutert, fithrt der durch das entsprechende Enzym katalysierte
Umsatz des Substrats folglich zu einer Anfarbung (Farbreaktion) und somit zur Visualisie-

rung gebundener Antikorper auf dem Teststreifen (Abbildung 5, Abbildung 6) (63,72).

Das Inkubieren des Streifens mit 1,5 ml der NBT/BCIP-Ldsung fiir zehn Minuten bei RT
auf dem Wippschiittler stellt den dritten Hauptschritt des Arbeitsprozesses dar. Auch jene
Losung soll im Anschluss daran zur Ginze aus der Inkubationsrinne abgesaugt werden. Um
nun die Interaktion zwischen den Antikorpern sowie den entsprechenden Zielantigenen zu
stoppen, soll an dieser Stelle die Spiilung des in der Rinne positionierten Teststreifens mit

destilliertem Wasser fiir eine Dauer von dreimal einer Minute erfolgen. (72)

Der in diesem Unterkapitel erlduterte Arbeitsprozess wird nachstehend in Abbildung 4 zu-

sammenfassend dargestellt.
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START:

Streifeneinlage ad
Inkubationsrinne

Rinnenbefillung mit
jeweils 1,5 ml des
Probenpuffers
(Praparation)

5-minutige
Inkubationsdauer
(Wippschdttler) bei RT

2. Hauptschritt:
30-minitige
Inkubationsdauer
(Wippschiittler) bei RT

Rinnenbefillung mit
jeweils 1,5 ml des
verdiinnten
Enzymkonjugats (1:10)

1. Waschvorgang:

3 x 5-minitige
Waschdauer unter

Anwendung von jeweils
1,5 ml des vorbereiteten
Waschpuffers (1:10)

Entfernen der
Flissigkeit

2. Waschvorgang:

3 x 5-miniitige
Waschdauer unter

Anwendung von jeweils
1,5 ml des vorbereiteten
Waschpuffers (1:10)

Rinnenbefillung mit
jeweils 1,5 ml der
NBT/BCIP-Lésung

3. Hauptschritt:

Auswedeprot.ol.(ollerstellu

ng & digitale
TESTSTREIFENAUSWERT

Entf?rnt.an lder Entfernen der 10-miniitige UNG mitiols
Fliissigeit Flissigkeit Inkubationsdauer EUROLineScan
(Wippschiittier) bei RT (Euroimmun, Liibeck,
Deutschland)
Rinnenbefiillung mit 1. Hauptschritt: ENDE: -
jeweils 1,5 ml des 30-miniitige Entfernen der SeergETe
verdlinnten Inkubationsdauer Flissigkeit ¢ Tl W R

der Teststreifen mit

Probenmaterials (1:101) destilliertem Wasser

(Wippschiittler) bei RT

Abbildung 4: Arbeitsprozess der Durchfiihrung des im Immunologielabor des Universitatsklinikums
Graz angewandten LIA (EUROLINE® Autoimmune Inflammatorische Myopathien 16 Ag et cN-1A et
HMGCR (IgG); Euroimmun, Liibeck, Deutschland) (erstellt basierend auf den Informationen aus der
Gebrauchsanweisung sowie mit Genehmigung von Euroimmun, Liibeck, Deutschland (72)).

2.3.2 Digitale Teststreifenauswertung & Interpretation

Das im Anschluss an den Spiilvorgang zu erfolgende Entfernen der feuchten Membranstrei-
fen aus den Inkubationsrinnen sowie das darauffolgende Aufziehen jener auf eine adhésive
Folie mit einem darunterliegenden griin kolorierten Papier dient folglich der Erstellung von
Auswerteprotokollen (Abbildung 5, Abbildung 6), welche fiir die semiquantitative Teststrei-
fenauswertung mithilfe der im Immunologielabor des Universitdtsklinikums Graz ange-
wandten EUROLineScan-Software (Euroimmun, Liibeck, Deutschland) bendtigt werden.
Das Anhaften der 16 Teststreifen auf der entsprechenden Folie gelingt durch das Andriicken
der feuchten Membranstreifen mit einem Filterpapier sowie die konsekutive Trocknung je-
ner an der Luft. Die nun in den Abbildungen 5 und 6 exemplarisch dargestellten, fertigge-
stellten Arbeitsprotokolle werden mithilfe eines sogenannten Flachbettscanners (Abbildung

7), zum Zweck der darauffolgenden digitalen Teststreifenauswertung, eingescannt. (72)
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Abbildung 5: Auswerteprotokoll mit zwei Anti-HMGCR-Banden (rot umrandet) auf den Teststreifen 5
und 13 (Pfeile) sowie den entsprechenden Kontrollbanden (gelb umrandet). Die Aufnahme und die
Verwendung der vorliegenden Abbildung wurde dankenswerterweise durch Mitarbeiter und
Mitarbeiterinnen des Immunologielabors des Universitatsklinikums Graz sowie durch Euroimmun,
Lubeck, Deutschland genehmigt.

Nummer 5 sowie Nummer 13 jenes Auswerteprotokolls weisen beide eine Anti-HMGCR-
Autoantikorperbande auf, wobei jene der Nummer 5 gemil3 dem Hersteller (Euroimmun,
Liibeck, Deutschland) einer sehr starken (Tabelle 6), sowie jene der Nummer 13 einer star-

ken Autoantikdrperbande (Tabelle 6) entsprechen (72).

Als Referenz dienen hierzu die ebenso in Abbildung 5 ersichtlichen Intensititen der entspre-

chenden Kontrollbanden (72).
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Abbildung 6: Auswerteprotokoll mit einer Anti-cN1A-Bande (rot umrandet) auf dem Teststreifen 16
(Pfeil) sowie die entsprechende Kontrollbande (gelb umrandet). Die Aufnahme und die Verwendung
der vorliegenden Abbildung wurde dankenswerterweise durch Mitarbeiter und Mitarbeiterinnen des
Immunologielabors des Universitidtsklinikums Graz sowie durch Euroimmun, Liibeck, Deutschland
genehmigt.

Abbildung 6 hingegen zeigt eine der Nummer 16 des Auswerteprotokolls zugehorigen Anti-
cNI1A4-Bande, wobei diese gemil3 dem Hersteller (Euroimmun, Liibeck, Deutschland) einer

sehr starken Autoantikdrperbande (Tabelle 6) entspricht (72).
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Abbildung 7: Flachbettscanner zum Einscannen der Auswerteprotokolle. Die Aufnahme und die
Verwendung der vorliegenden Abbildung wurde dankenswerterweise durch Mitarbeiter und
Mitarbeiterinnen des Immunologielabors des Universitatsklinikums Graz sowie durch Euroimmun,
Lubeck, Deutschland genehmigt.

Die konsekutive Interpretation der Teststreifenauswertung erfolgt im Immunologielabor des
Universitétsklinikums Graz bei Anwendung der obig angefiihrten Software, gemil3 den
Empfehlungen des Herstellers (Euroimmun, Liibeck, Deutschland), basierend auf den Sig-
nalintensititen der auf den Teststreifen lokalisierten, durch die AP-katalysierte Farbreaktion

entstandenen Banden (72).

Die Herstellerempfehlung beziiglich der Testresultatinterpretation kann nachfolgend Tabelle

6 entnommen werden.
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Tabelle 6: Herstellerempfehlung beziiglich der Interpretation der digitalen Teststreifenauswertung (er-
stellt basierend auf der Tabelle aus der Gebrauchsanweisung sowie mit Genehmigung von Euroim-
mun, Liubeck, Deutschland (72)).

Sichtbarkeit der Signalintensititen der Empfohlene Interpretation:
Autoantikérperbande Banden gemaR der Testresultat
EUROLineScan-Software

(Euroimmun, Libeck,
Deutschland) in
willkiirlichen Einheiten

sehr schwach grenzwertig
deutlich 11-25 positiv
(stark | 26-50 positiv

sehr stark > 50 stark positiv
keine Bande 0-5 negativ

Entsprechend der in Tabelle 6 ersichtlichen Empfehlung des Herstellers (Euroimmun,

Liibeck, Deutschland) wurde im Rahmen der vorliegenden Diagnosestudie das Serum eines
Individuums dann als anti-HMGCR- oder anti-cN1A4-Autoantikorper-positiv gewertet, so-
fern die Signalintensitédt der entsprechenden LIA-Bande iiber zehn willkiirliche Einheiten

betrug.
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2.4 Patienten- & Patientinnendaten

Zusétzlich zu den in der in Kapitel 2.1 angefiihrten Listendatei enthaltenen LIA-Testresul-
taten sowie dem berechneten Personenalter in Jahren zum Abnahmezeitpunkt der Serum-
probe wurden die elektronischen Krankenakten der Personen der ungekiirzten Stichprobe
bzw. das Krankenhausinformationssystem, im Sinne der retrospektiven Datenanalyse, auf
das Vorhandensein einer vom behandelnden Arzt oder der behandelnden Arztin vom Test-
zeitpunkt bis zur Gegenwart klinisch gestellten, ebendort dokumentierten bzw. ersichtlichen
I[IM-Diagnose durchsucht. Die Krankenakten anti-HMGCR- sowie anti-cN1A-positiver In-
dividuen wurden zudem in gleicher Weise auf das Vorliegen einer klinisch gestellten ILD-
Diagnose sowie auf das Vorhandensein einer Malignom- bzw. Autoimmunerkrankung, wel-

che jedoch nicht der Gruppe der IIM zugeordnet wird, liberpriift.

Wie eingangs erldutert, wurden die Eintrdge jener Individuen, welche einen diesbeziiglich
unzureichenden klinischen Datengehalt in deren elektronischen Krankenakten aufwiesen,
aus der Listendatei entfernt. Da die Resultate der Zweit- oder Mehrfachtestungen der in dem
zuvor in Kapitel 2.1 definierten Zeitraum getesteten Personen ebenso aus der Listendatei
entfernt wurden, wurde bei jedem Individuum lediglich das aktuellste LIA-Testergebnis in
der konsekutiv erfolgten statistischen Datenanalyse bzw. in den Berechnungen berticksich-

tigt.

64



2.5 Statistische Datenanalyse

2.5.1 Kennzahlen des mittels LIA detektierten Anti-HMGCR- & Anti-
cN1A-Autoantikorpers

Wie in Kapitel 1.7.1 angefiihrt, erfolgte meinerseits, im Anschluss an die im Rahmen der
vorliegenden Diplomarbeit durchgefiihrten retrospektiven Datenanalyse, zur Beantwortung
der in Kapitel 1.7 erlduterten Forschungsfrage bzw. zur Evaluierung der diagnostischen Giite
der Anti-HMGCR- und Anti-cN1A4-LIA-Testung bezogen auf die Diagnosestellung einer
IIM, gesondert fiir jene beiden MSA, primir die Kalkulation der beiden die Validitét defi-
nierenden Glitekriterien, basierend auf der Erstellung einer Vierfeldertafel (Tabelle 7) bzw.
der anschlieenden Anwendung der nachfolgend angefiihrten Formeln (66,71):

Tabelle 7: Eine die Entscheidungsmoglichkeiten des LIA-Testverfahrens darstellende Vierfeldertafel
(erstellt basierend auf der Vierfeldertafel aus Held, 2013 (71)).

LIA-Testergebnis Klinisch ,,Non-lIM* Klinisch ,,lIM“
Goldstandard Goldstandard

negatives Testergebnis korrekt negatives Testergeb- ‘ inkorrekt negatives

(,,Non-1IM*) Nis (in absoluten Haufigkeiten) Testergebnis

(in absoluten Haufigkeiten)
positives Testergebnis inkorrekt positives
(,,1IM*) Testergebnis
(in absoluten Haufigkeiten)

korrekt positives Testergebnis
Aus jener obig dargestellten Vierfeldertafel konnen folgende im Rahmen der statistischen

(in absoluten Haufigkeiten)

Datenanalyse angewandte Formeln abgeleitet werden (71):

Formel 2: Spezifitit (erstellt basierend auf der Formel aus Held, 2013 (71)).

korrekt negatives Testergebnis
(korrekt negatives Testergebnis + inkorrekt positives Testergebnis).(71)

Formel 3: Sensitivitdt (erstellt basierend auf der Formel aus Held, 2013 (71)).

korrekt positives Testergebnis

(korrekt positives Testergebnis + inkorrekt negatives Testergebnis).(71)

In einem zweiten Arbeitsschritt erfolgte meinerseits anschliefend an die Bestimmung der
Privalenz der I1IM in der finalen Stichprobe (61/1.076 £ 5.67 %) sowie nach erfolgter Kal-
kulation der in Formel 2 sowie Formel 3 dargestellten Giitekriterien des untersuchten Test-
verfahrens — ebenso gesondert fiir die beiden in der vorliegenden Arbeit beriicksichtigten
MSA — die Berechnung zweier weiterer Kennzahlen des in Kapitel 2.3 angefiihrten diagnos-

tischen Testverfahrens unter Anwendung der nachfolgend angefiihrten Formeln:
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Formel 4: PPV (erstellt basierend auf der Formel aus Held, 2013 (71)).

Formel 3 x Pravalenz
Formel 3 x Pravalenz + (1 — Formel 2) x (1 — Pravalenz).(71)

Alternativ kann der PPV als Quotient der Anzahl korrekt positiver Testergebnisse und der
Summe aus den korrekt positiven sowie inkorrekt positiven Testergebnissen definiert wer-

den (73).

Die derartige Vorgehensweise beziiglich der Berechnung jenes Vorhersagewertes war
schlieBlich fiir den Erhalt der PPV der beiden MSA fiir das tatsdchliche Vorliegen einer
Malignom- bzw. Autoimmunerkrankung, welche nicht der Gruppe der IIM zuzuordnen ist,
als auch fiir die Ermittlung des PPV des Anti-cN1A-Autoantikorpers fiir das Vorliegen eines

SLE bzw. eines primdren SjS erforderlich.

Formel 5: NPV (erstellt basierend auf der Formel aus Held, 2013 (71)).

Formel 2 x (1 — Pravalenz)
Formel 2 x (1 — Pravalenz) + (1 — Formel 3) x Pravalenz. (71)

Additiv erfolgte konsekutiv in einem dritten Arbeitsschritt, ebenso unter der Verwendung
der vorab ermittelten Giitekriterien (Formel 2, Formel 3), erneut gesondert fiir die beiden

MSA die Berechnung der beiden LQ wie folgt:

Formel 6: Positiver LQ (erstellt basierend auf der Formel aus Held, 2013 (71)).

Formel 3
1— Formel 2.(71)

Formel 7: Negativer LQ (erstellt basierend auf der Formel aus Held, 2013 (71)).

1— Formel 3
Formel 2.(71)

2.5.2 Korrelationsanalysen

Nach erfolgter Uberpriifung der Verteilungseigenschaften der Variablen ,,Personenalter in
Jahren™ bzw. ,,Anti-HMGCR-Autoantikorperspiegel in willkiirlichen Einheiten* sowie
,Anti-cN1A-Autoantikorperspiegel in willkiirlichen Einheiten® in der ungekiirzten Stich-
probe wurden, bezogen auf die beiden in der vorliegenden Arbeit beriicksichtigten MSA,
getrennte Korrelationsanalysen durchgefiihrt, um einen etwaig vorhandenen statistisch sig-
nifikanten Zusammenhang zwischen dem Personenalter sowie den MSA-Titerhéhen zu

identifizieren. Aufgrund der rechtsschiefen Verteilung der Autoantikorperspiegel der beiden
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MSA in dieser Stichprobe erfolgte die Kalkulation des Spearman-Korrelationskoeffizienten.

Ein p-Wert von < 0.01 kennzeichnet dabei ein statistisch signifikantes Resultat.

2.5.3 ROC-Analysen

Zudem wurde, im Sinne einer Ergdnzung zu der von Lackner et al. (69) publizierten Arbeit,
ebenso separat fiir jeden der beiden MSA eine ROC-Analyse mitsamt der Darstellung der
dazugehorigen ROC-Kurve zur Identifikation mdéglicherweise spezifischerer Schwellen-

werte durchgefiihrt.

Samtliche Berechnungen, Korrelations- sowie ROC-Analysen wurden, wie vorab erldutert,
unter der Zuhilfenahme der in Kapitel 2.5.1 angefiihrten Formeln bzw. unter Anwendung
von SPSS Version 29.0 (IBM, Chicago, Illinois, USA) als auch Microsoft Excel 2021
(Microsoft, Redmond, Washington, USA) vorgenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung des Studienkollektivs & der LIA-Testanforderun-
gen

Wie in Abbildung 3 illustriert, erfolgte im Zeitraum von Oktober 2020 bis Oktober 2021
mittels LIA die Testung von insgesamt 1.910 Sera auf das Vorliegen von MAA als auch
MSA, so auch auf die Prasenz der beiden fiir diese Diagnosestudie relevanten Autoantikor-
per, durch das Personal des Immunologielabors der Universitdtsklinik Graz. Die vorab in
Kapitel 2.1 erlduterte Aufbereitung der Listendatei, welche die Testresultate der oben ange-
fiihrten LIA-Testungen enthielt, fiihrte, nach erfolgter Entfernung der Eintrdge der Zweit-
oder Mehrfachtestungen eines Individuums sowie durch die alleinige Beriicksichtigung des
aktuellsten Testergebnisses und den Ausschluss der Resultate nicht-adulter Individuen, zu
einem Stichprobenumfang von 1.733 getesteten Personen (ungekiirzte Stichprobe). Die An-
forderungen zur Testung jener 1.733 Sera auf das Vorliegen des Anti-HMGCR- sowie des
Anti-cN1A-Autoantikorpers wurden zu einem iiberwiegenden Anteil (68.0 %) von rheuma-
tologischen bzw. immunologischen Abteilungen oder Ambulanzen des Hauses sowie exter-
nen Zuweisern und Zuweiserinnen gestellt. 2.1 % der Anforderungen gingen von dermato-
logischen, 2.2 % von pulmologischen sowie 1.4 % von neurologischen Abteilungen des
Hauses aus. 23.1 % der LIA-Anforderungen wurden durch externe KAGes-H&user sowie in
Summe 3.2 % durch iibrige Fachabteilungen bzw. niedergelassene Arzte und Arztinnen ge-
stellt. Die exakte Auflistung der Hiufigkeiten der LIA-anfordernden Fachrichtungen bzw.

Hauser kann nachfolgender Tabelle 8 entnommen werden.
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Tabelle 8. Haufigkeiten der Myositisblot-anfordernden Fachrichtungen bzw. Hauser in der ungekiirzten Stich-
probe.

Fachrichtung bzw. Haus n [%]
Andere 17 1.1
Angiologie 11 0.6
Dermatologie 37 2.1
Endokrinologie 2 0.1
Externes Haus 401 231
Gastroenterologie 9 0.5
Nephrologie 14 0.8
Neurologie 24 14
Onkologie 2 0.1
Pulmologie 38 2.2

Rheumatologie/
Immunologie und externe 1178 68.0
Zuweiser und Zuweiserinnen

Gesamt 1733 100.0

LIA zur Detektion etwaig vorhandener Anti-HMGCR- sowie Anti-cN1A-Autoantikdrper in
den vorab angefiihrten 1.733 Sera wurden zu 1.6 % aufgrund einer CK-Elevation, zu 0.8 %
aufgrund von Muskelschwiche, zu 7.9 % aufgrund von muskulidren Schmerzen sowie zu
13.4 % aufgrund einer bereits diagnostizierten oder suspizierten I[IM angefordert. 18.8 % der
Testungen erfolgten hinsichtlich einer Differentialdiagnose bzw. zur Abklarung tlibriger Au-
toimmunerkrankung, welche nicht den [IM zuzuordnen sind, wihrend 44.6 % der Anforde-
rungsgriinde anderen Kategorien entsprechen. 16.4 % der Anforderungen wiesen keine Zu-
weisungsdiagnose bzw. keinen Anforderungsgrund auf. Die exakte Auflistung der Hiufig-
keiten der Anforderungsgriinde kann Tabelle 9 entnommen werden. Es soll angemerkt wer-
den, dass LIA-Anforderungen zahlreicher Individuen multiple Anforderungsgriinde aufwei-

sen.
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Tabelle 9. Haufigkeiten der LIA-Anforderungsgriinde in der ungekiirzten Stichprobe (Prozentangaben repra-
sentieren den relativen Anteil an der Anzahl der Myositisblotanforderungen der ungekirzten Stichprobe).

Anforderungsgrund n* [%]
ANA-Erhéhung 3 0.2
Andere 689 39.8
CK-Erhdéhung 28 1.6
DDx: AIE auRer IIM 326 18.8
DDx: ILD 40 23
DDx: RE 16 0.9
Dysphagie 1 0.1
fehlt 284 16.4
LDH-Erhéhung 2 0.1
Muskelschwéche 14 0.8
Myalgie 137 7.9
Myoglobin-Erhéhung 3 0.2
Rhabdomyolyse 7 0.4
Suspizierte oder diagnostizierte
- 232 13.4
Transaminasen-Erhéhung 11 0.6

*Anmerkung. Individuen kdnnen multiple Anforderungsgriinde zugewiesen

werden.

ANA, Antinuklearer Antikorper; CK, Creatinkinase; LDH, Laktatdehydro-
genase; |IM, Idiopathisch inflammatorische Myopathie; DDx: AIE auRer IIM,
Differentialdiagnose einer Autoimmunerkrankung, auf3er einer Idiopathisch
inflammatorischen Myopathie; DDx: ILD, Differentialdiagnose einer interstiti-
ellen Lungenerkrankung; DDx: RE, Differentialdiagnose einer anderweitigen
rheumatologischen Erkrankung im Allgemeinen bzw. suspekte rheumatische

Beschwerden.

70



3.2 Multiple MSA-Positivitaten vor dem Hintergrund einer Anti-
HMGCR- oder Anti-cN1A-Autoantikorperpositivitat

In 125 der 1.733 (7.2 %) mittels LIA getesteten Sera der ungekiirzten Stichprobe konnte
zumindest einer der beiden in der vorliegenden Diplomarbeit beriicksichtigten MSA detek-
tiert werden. Hierbei ist anzumerken, dass darunter die Sera von 41 Individuen (32.8 %)
isoliert positiv auf Anti-HMGCR- bzw. die Sera von 45 Personen (36.0 %) isoliert positiv
auf Anti-cN1A-Autoantikorper getestet wurden. 19 dieser Sera (15.2 %) wiesen neben einer
Anti-HMGCR-Antikorperpositivitdt zudem eine Positivitit auf einen oder mehrere MAA
bzw. MSA auf, wihrend wiederum 20 Personen (16.0 %) neben einem positiven Anti-cN1A-
AntikOrpertestresultat zudem positiv auf einen oder multiple MSA bzw. MAA getestet wur-
den. An dieser Stelle gilt es insbesondere zu betonen, dass folglich 13 der in Summe 60 anti-
HMGCR-positiven Individuen (21.7 %) sowie 9 der insgesamt 65 anti-cN1A-positiven Per-
sonen (13.8 %) multiple MSA-Positivititen aufwiesen. Das in diesem Absatz Geschilderte

wird nachfolgend in Tabelle 10 dargestellt.
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Tabelle 10. Haufigkeiten isoliert anti-HMGCR- bzw. anti-cN1A- sowie mehrfach MSA/MAA-positiver Individuen
in der ungekurzten Stichprobe.

MSA bzw. MSA/MAA Kombination n [%]
Anti-HMGCR 41 32.8
Anti-HMGCR + Anti-Jo-1 2 1.6
Anti-HMGCR + Anti-Ku 2 1.6
Anti-HMGCR + Anti-NXP2 1 0.8
Anti-HMGCR + Anti-PL-7 3 24
Anti-HMGCR + Anti-PM/Scl-75 1 0.8
Anti-HMGCR + Anti-PM/Scl-100 1 0.8
Anti-HMGCR + Anti-SRP 2 1.6
Anti-HMGCR + Anti-PM/Scl-75 + Anti-PM/Scl-100 1 0.8
Anti-HMGCR + Anti-PM/Scl-75 + Anti-Ro52 1 0.8
Anti-HMGCR + Anti-PL-7 + Anti-SRP 3 24
Anti-HMGCR + Anti-PL-7 + Anti-MDA-5 + 1 08
Anti-Ro52

Anti-HMGCR + Anti-PL-7 + Anti-SRP + Anti-TIF1y 1 0.8
Anti-cN1A 45 36.0
Anti-cN1A + Anti-Ku 2 1.6
Anti-cN1A + Anti-Mi-2a 1 0.8
Anti-cN1A + Anti-Mi-2f3 1 0.8
Anti-cN1A + Anti-Ro52 7 5.6
Anti-cN1A + Anti-SRP 2 1.6
Anti-cN1A + Anti-TIF1y 1 0.8
Anti-cN1A + Anti-PL-7 + Anti-PM/Scl-75 2 1.6
Anti-cN1A + Anti-PM/Scl-75 + Anti-PM/Scl-100 1 0.8
Anti-cN1A + Anti-PL-12 + Anti-Ro52 1 0.8
Anti-cN1A + Anti-PM/Scl-100 + Anti-Ro52 1 0.8
Anti-cN1A + Anti-Ku + Anti-PM/Scl-100 + Anti-SAE 1 0.8
Gesamt 125 100.0

MAA, Myositis-assoziierter Antikorper; MSA, Myositis-spezifischer Antikdrper.
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3.3 Beschreibung der finalen Stichprobe

Durch die meinerseits erfolgte, in Kapitel 2.1 beschriebene sowie in Abbildung 3 illustrierte
Vorgehensweise bzw. Deletion von 177 Testresultateintrdgen aus der Ausgangsliste
(n=1.910), welche nicht-adulten Individuen sowie Zweit- oder Mehrfachtestungen zuzuord-
nen waren, ergab sich jene vorab in Kapitel 3.1 angefiihrte 1.733 Personen umfassende un-
gekiirzte Stichprobe. Wie bereits in Kapitel 2.1 erldutert, wurde lediglich das aktuellste Test-

ergebnis in der konsekutiv erfolgten retrospektiven Datenanalyse berticksichtigt.

Nach der im Sinne dieser retrospektiven Datenanalyse erfolgten Durchsicht sémtlicher elekt-
ronischer Krankenakten des Krankenhausinformationssystems meinerseits, ergab sich dar-
aus, nach erfolgter Entfernung von weiteren 657 Eintrdgen, welche Individuen mit unzu-
reichend vorhandenem klinischen Datengehalt zur Einordnung in die Gruppe ,,IIM* bzw.
»Non-IIM* zuzuordnen waren, final eine 1.076 Individuen umfassende Stichprobe (finale
Stichprobe). Auf jener basieren schlussendlich die im Kapitel 3.5 bzw. Kapitel 3.6 darge-
stellten Berechnungen sowie Kennzahlen zur Bearbeitung bzw. Beantwortung der Hauptfor-

schungsfrage dieser Diplomarbeit.

623 Personen (57.9 %) der finalen Stichprobe konnten dem weiblichen sowie 453 Individuen
(42.1 %) dem maiannlichen Geschlecht zugeordnet werden. Die Geschlechterverteilung in
dieser Stichprobe bzw. die Geschlechterverteilung in den Gruppen ,,IIM* sowie ,,Non-IIM*
kann Tabelle 11 entnommen werden. Das mittlere Personenalter (= Standardabweichung)
betrug in der finalen Stichprobe 57 (+ 16) Jahre. Tabelle 12 enthilt die statistischen Kenn-
zahlen zur Beschreibung der Alters- sowie der, bezogen auf die beiden in dieser Diagnose-

studie berticksichtigten MSA, Autoantikorpertiterverteilung in dieser Stichprobe.

Wie in Abbildung 8 illustriert, wurden 89 (8.3 %) der insgesamt 1.076 Individuen positiv
auf zumindest einen der beiden fiir die vorliegende Arbeit relevanten MSA getestet, worun-
ter in Summe 17 Personen (19.1 %) eine fiir diese Studie den Goldstandard zur Berechnung
der Giitekriterien darstellende, durch den behandelnden Arzt oder die behandelnde Arztin
klinisch gestellte und im Krankenhausinformationssystem erfasste bzw. ersichtliche 1IM-
Diagnose aufwiesen. Von den iibrigen 987 Personen (91.7 %) dieser Stichprobe, welche ne-
gativ auf den Anti-HMGCR- sowie den Anti-cN1A-Autoantikdrper getestet wurden, wiesen
44 Individuen (4.5 %) eine klinisch gestellte Diagnose einer IIM auf. Darauf basierend er-
folgte die Zuordnung jener in Summe 61 Individuen zur Gruppe ,,IIM*“. Abbildung 8 enthélt

zudem die [IM-Subgruppenverteilung in der finalen Stichprobe. Hervorgehoben werden
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kann hier, dass 3 von 6 (50.0 %) anti-cN1A4-Autoantikorper-positiven Personen mit der kli-
nisch gestellten Diagnose einer IIM an einer IBM sowie 6 von 11 (54.5 %) anti-HMGCR-
Antikorper-positiven Patienten und Patientinnen mit einer solchen Diagnose an einer IMNM

erkrankt sind.

Individuen der finalen Stichprobe mit ausreichendem klinischen Datengehalt
sowie gegebenen, klinisch gestellten Diagnosen zur Einordnung in die
Kategorie "lIM" vs. "Non-lIM" (n=1.076)

Negatives L
Autoantikorpertestresultat bAutoantlk?rpert_eztretsu_ltat
bezogen auf die beiden €zogen aut zumindest einen
oo _ der beiden Autoantikorper
Autoantikérper (n=987) (n=89)

Individuen mit klinisch
gestellter Diagnose einer IIM

(n=44):
- ADM (n=2) Anti-cN1A Anti-HMGCR
~ASYS (n=11) Autoantikérper- Autoantikérper- i
- DM (n=11) Individuen (n=46) mit Individuen (n=43) mit
- IBM (n=1) i klinisch gesteliter . klinisch gestellter
- IMNM (n=3) Diagnose einer IIM (n=6): Diagnose einer [IM (n=11):
-JDM (n=1) -ASyS (n=1) [ - ADM (n=1)
- OM (n=9) - IBM (n=3) - ASyS (n=1)
-PM (n=4) -OM (n=1) - 1IBM (n=1)
- undifferenzierte Myositis - undifferenzierte Myositis - IMNM (n=6)
(n=2) (n=1) - PM (n=2)

Abbildung 8. Flussdiagramm zur Darstellung der [IM-Subgruppenverteilung in der finalen Stichprobe.

1IM, Idiopathisch inflammatorische Myopathie; Non-IIM, nicht mit einer Idiopathisch inflammatorischen Myopathie diagnostiziert;
ADM, Amyopathische Dermatomyositis; ASyS, Antisynthetasesyndrom; DM, Dermatomyositis; IBM, Einschlusskdrperchenmyositis;
IMNM, Immunmediierte nekrotisierende Myopathie; JDM, Juvenile Dermatomyositis; OM, Overlap-Myositis; PM, Polymyositis.
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Tabelle 11. Kreuztabelle zur Darstellung der Geschlechterverteilung in den Gruppen ,Non-IIM* sowie ,IIM* der

finalen Stichprobe.

Geschlecht * Diagnose

Geschlecht

Klinisch gestellte Diagnose
einer lIM Gesamt

Non-IIM 1]

n [%] n [%] n [%]

ménnlich 425 41.9 28 45.9 453 421

weiblich 590 58.1 33 541 623 57.9

Gesamt 1015 100.0 61 100.0 1076 100.0

1IM, Idiopathisch inflammatorische Myopathie; Non-IIM, nicht mit einer Idiopathisch inflammatori-
schen Myopathie diagnostiziert.

Tabelle 12. Kennzahlen zur Beschreibung der Alters- und Autoantikorpertiterverteilung in der finalen Stich-

probe.

Mittelwert SD Min Max

Alter in Jahren 57 16 18 93
Anti-HMGCR-AK* 4 12 0 145
Anti-cN1A-AK* 3 13 0 129

*Anmerkung. Antikrperspiegel werden in willkiirlichen Einheiten angegeben.
AK, Autoantikorper; SD, Standardabweichung; Min, Minimum; Max, Maximum.
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3.4 Erkrankungsspektrum anti-HMGCR- sowie anti-cN1A-Autoanti-
korper-positiver Individuen

Nachfolgend konnen Tabelle 13 die absoluten als auch relativen Héufigkeiten ausgewihlter
klinisch gestellter, dem Krankenhausinformationssystem entnehmbarer Diagnosen, insbe-
sondere die einer IIM, einer Malignomerkrankung, einer ILD sowie einer Autoimmuner-
krankung, welche nicht der Gruppe der IIM zuzuordnen ist, in der Gruppe der anti-HMGCR-
sowie anti-cN1A-Autoantikdrper-positiven Personen der finalen Stichprobe, entnommen
werden.

Tabelle 13. Haufigkeiten ausgewahlter Diagnosen bei Autoantikdrper-positiven Individuen der finalen Stich-
probe.*

Anzahl Malignom-

pp 1M, AIE auBer IIM, krank ILD, Andere,
MSA [c);O?ItI\{ . n n erkrankung, n n
etesteter, n
n [%] [%] [%] [%] [%]
Anti- 43 11 11 4 3 17
HMGCR [25.58] [25.58] [9.30] [6.98] [39.53]
. 6 16 5 0 19
RGN & [13.04] [34.78] [10.87] [0.00]  [41.30]

*Anmerkung. Autoantikdrper-positive Individuen kdnnen bei nicht-diagnostizierter IM mehreren Kategorien zugeordnet
werden.

MSA, Myositis-spezifischer Antikorper; 1IM, Idiopathisch inflammatorische Myopathie; AIE, Autoimmunerkrankung; ILD,
interstitielle Lungenerkrankung; Andere, nicht mit einer 1IM, AIE, Malignomerkrankung oder ILD diagnostiziert.

Hervorgehoben werden kann hier, dass 11 der insgesamt 43 (25.6 %) anti-HMGCR-Auto-
antikorper-positiven Personen eine IIM-Diagnose aufweisen, wéahrend ebenso 11 jener 43
(25.6 %) Individuen wiederum mit einer anderweitigen Autoimmunerkrankung, welche
nicht den IIM zugeordnet wird, diagnostiziert wurden. 4 Personen (9.3 %) dieser Subgruppe
weisen die Diagnose einer Malignomerkrankung (Malignes Melanom, Mammakarzinom,
Bronchialkarzinom, muskelinvasives Urothelkarzinom) auf, wéihrend 3 weitere (7.0 %) an
einer ILD erkrankt sind. 17 Personen (39.5 %) dieser Untergruppe konnen keiner der vorab
genannten Kategorien zugeordnet werden. An dieser Stelle soll angemerkt werden, dass anti-
HMGCR-Autoantikorper-positive Personen, sofern sie nicht die Diagnose einer [IM aufwei-
sen, mehreren Kategorien (Autoimmunerkrankung, aufler IIM, ILD, Malignomerkrankung)
zugeordnet werden konnen, wihrend ein Individuum, im Falle der erfolgten Diagnose mit
einem der in Abbildung 8 aufgelisteten [IM-Subtypen, lediglich der Kategorie ,,IIM* zuge-
ordnet wurde. Demzufolge soll hier angefiihrt werden, dass ein an einem ASyS erkranktes

anti-HMGCR-Autoantikdrper-positives Individuum, welches im Rahmen dessen ebenso die
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Diagnose einer ILD aufweist, lediglich in der Gruppe ,,IIM* beriicksichtigt wurde. Eine Per-
son dieser Subgruppe erhielt neben der im Krankenhausinformationssystem dokumentierten
Diagnose einer axialen Spondylarthritis ebenso die Diagnose eines metastasierten
Mammakarzinoms, wihrend zwei weitere Personen zusétzlich zu ihren Malignomerkran-
kungen (Bronchialkarzinom, muskelinvasives Urothelkarzinom) an einer ILD erkrankt sind,

weshalb diese Personen dementsprechend beiden Kategorien zugeordnet wurden.

In der Subgruppe der anti-cN1A4-Autoantikorper-positiven Individuen wurden wiederum 16
der insgesamt 46 Personen (34.8 %) mit einer anderweitigen Autoimmunerkrankung diag-
nostiziert, wohingegen im Vergleich dazu lediglich 6 Patienten und Patientinnen (13.0 %)
eine [IM-Diagnose aufwiesen. 5 Personen (10.9 %) dieser Untergruppe leiden an einer Ma-
lignomerkrankung (B-Zell Lymphom, Mycosis fungoides, Bronchialkarzinom, Primére
Myelofibrose, Ovarialkarzinom), wihrend 19 Individuen (41.3 %) keiner der obig genann-

ten Erkrankungskategorien zugeordnet werden konnten.

Basierend auf den in Tabelle 13 dargestellten Resultaten wurde konsekutiv Tabelle 14 er-
stellt, welcher wiederum die absoluten sowie relativen Haufigkeiten der einzelnen, in den
Subgruppen der anti-HMGCR- sowie anti-cN1A-Autoantikorper-positiven Individuen der
finalen Stichprobe vertretenen, Autoimmunerkrankungen, welche nicht der Gruppe der [IM
angehdren, zu entnehmen sind.

Tabelle 14. Haufigkeiten angefiihrter Autoimmunerkrankungen bei Autoantikérper-positiven Individuen der

finalen Stichprobe (Prozentangaben reprasentieren den relativen Anteil an der Anzahl positiv getesteter Indivi-
duen).*

SLE, pSjS, SSc, PMR, CLE, Psor, RA, SpA, Sar, HTH, Andere,
MSA n n n n n n n n n n n

[%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
Anti- 3 0 0 0 0 1 3 2 1 0 3
HMGCR [6.98] [0.00] [0.00] [0.00] [0.00] [2.33] [6.98] [4.65] [2.33] [0.00] [6.98]
Anti-cN1A 5 2 1 1 2 0 1 2 1 2 1

[10.87]  [4.35] [217] [2.17] [4.35] [0.00] [2.17] [4.35] [217] [4.35] [2.17]

*Anmerkung. Autoantikérper-positive Individuen kénnen multiple Diagnosen aufweisen.

MSA; Myositis-spezifischer Antikdrper; SLE, Systemischer Lupus erythematodes; pSjS, priméares Sjogren-Syndrom; SSc, Systemi-
sche Sklerose; PMR, Polymyalgia rheumatica; CLE, Kutaner Lupus erythematodes; Psor, Psoriasis vulgaris; RA, Rheumatoide
Arthritis; SpA, axiale Spondylarthritis; Sar, Sarkoidose; HTH, Hashimoto Thyreoiditis; Andere: Leukozytoklastische Vaskulitis, undif-
ferenzierte Arthritis, Antiphospholipidsyndrom, Alopecia areata.

Auffallend ist hierbei insbesondere, dass in der Subgruppe der anti-cN1A-Autoantikorper-
positiven Patienten und Patientinnen nahezu gleich viele Personen mit einem SLE bzw. mit
einer [IM (5 vs. 6 2 10.9 % vs. 13.0 %) diagnostiziert wurden. Hier gilt es anzumerken, dass

Patienten und Patientinnen multiple, in Tabelle 14 angefiihrte Diagnosen zugleich aufweisen
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konnen, worauf basierend die entsprechenden Individuen mehreren Kategorien zugeordnet
wurden. Lediglich eine anti-cN1A-Autoantikorper-positive Person wurde in Tabelle 13 nicht
in der Gruppe ,,Autoimmunerkrankung auller [IM*, sondern aufgrund der klinisch gestellten
Diagnose einer OM ausschlielich in der Gruppe ,,IIM* beriicksichtigt, wobei hier angefiihrt
werden kann, dass jenes Individuum neben der klinisch gestellten Diagnose einer Myositis
ebenso die eines SLE sowie die einer Psoriasis vulgaris aufweist, welches jedoch demzu-

folge nicht in Tabelle 14 beriicksichtigt wurde.

Zusammenfassend fiir dieses Unterkapitel soll demnach insbesondere festgehalten werden,
dass in Summe ein groBerer Anteil der insgesamt 89 mittels LIA positiv auf zumindest einen
der beiden in dieser Diagnosestudie beriicksichtigten MSA getesteten Individuen die Diag-
nose einer Autoimmunerkrankung, welche nicht der Gruppe der IIM angehort, als die einer

IIM aufweist (27 vs. 17 2 30.3 % vs. 19.1 %).
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3.5 Validitat definierende Kennzahlen, Vorhersagewerte & LQ der
mittels LIA detektierten MSA

Nachfolgend kénnen Tabelle 15 und Tabelle 16, welche ihrerseits Vierfeldertafeln darstel-
len, getrennt fiir die beiden in der vorliegenden Diplomarbeit beriicksichtigten MSA, die
Anzahl der korrekt als auch inkorrekt positiven sowie die Anzahl der korrekt als auch inkor-
rekt negativen LIA-Testergebnisse, welche wiederum die Grundlage fiir den Erhalt jener in

Tabelle 17 ersichtlichen Werte darstellen, entnommen werden.

Vor dem Hintergrund der zuvor in Kapitel 1.6.4 geschilderten bzw. durch Infantino et al.
(68) aufgezeigten Problematik beziiglich der mangelnden klinischen Spezifitit der unter-
suchten MSA-Nachweismethode, soll hier angefiihrt werden, dass 983 von insgesamt 1.015
Personen (96.8 %) der finalen Stichprobe, die ihrerseits keine klinisch gestellte Diagnose
einer [IM aufweisen, dem LIA-Testresultat zufolge korrekterweise keine Anti-HMGCR-Au-
toantikOrperpositivitit aufweisen (68). 11 der in Summe 61 Patienten und Patientinnen
(18.0 %) der finalen Stichprobe, die an einem Subtyp der I[IM erkrankt sind, weisen wiede-
rum eine solche Anti-HMGCR-Autoantikorperpositivitit auf. Ebenso festgehalten werden
soll, dass 11 von insgesamt 43 Personen (25.6 %), welche mittels LIA positiv auf jenen MSA
getestet wurden, den Ergebnissen der retrospektiven Datenanalyse zufolge, auch tatséchlich
an einer IIM erkrankt sind. Umgekehrt wiederum weisen 32 Personen dieser Gruppe
(74.4 %) keine solche Diagnose auf.

Tabelle 15: Eine die Entscheidungen des Anti-HMGCR- LIA-Testverfahrens sowie die entsprechenden
absoluten Haufigkeiten darstellende Vierfeldertafel.

Klinisch _—
. Klinisch ,,lIM“
LIA-Testergebnis ,»Non-lIM“ (Goldstan,aard)
Goldstandard
negatives 983 50 1033
Anti-HMGCR- (korrekt negative (inkorrekt negative (in absoluten Haufigkeiten)
: Ergebnisse in absoluten Ergebnisse in absoluten
Testergebnis Haufigkeiten) Haufigkeiten)
positives 32 11 43
Anti-HMGCR- (inkorrekt positive (korrekt positive (in absoluten Haufigkeiten)
: Ergebnisse in absoluten Ergebnisse in absoluten
Testergebnis Haufigkeiten) Haufigkeiten)
1015 61 1076
(in absoluten (in absoluten (in absoluten Haufigkeiten)
Haufigkeiten) Haufigkeiten)

Tabelle 16 demonstriert, dass 975 von 1.015 (96.1 %) nicht an einem Subtyp der I1IM er-
krankten Individuen mittels untersuchtem LIA korrekterweise negativ auf das Vorliegen des

Anti-cN1A-Autoantikorpers getestet wurden. 6 der insgesamt 61 (9.8 %) [IM-Patienten und
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Patientinnen weisen wiederum korrekterweise eine Anti-cNI1A-Autoantikorperpositivitét
auf. Anders formuliert kann betont werden, dass 6 der in Summe 46 (13.0 %) anti-cN14-
Autoantikérper-positiven Personen an einer IIM erkrankt sind, wiahrend 40 Personen
(87.0 %) dieser Subgruppe, basierend auf den im Krankenhausinformationssystem ersichtli-
chen klinischen Daten, nicht der Gruppe ,,IIM*“ zugeordnet werden konnten.

Tabelle 16: Eine die Entscheidungen des Anti-cN1A- LIA-Testverfahrens sowie die entsprechenden ab-
soluten Haufigkeiten darstellende Vierfeldertafel.

Klinisch
LIA-Testergebnis ,»Non-lIM“
Goldstandard

Klinisch ,,lIM*

(Goldstandard)

negatives 975 55 1030
Anti-cN1A- (korrekt negative (inkorrekt negative (in absoluten Haufigkeiten)
: Ergebnisse in absoluten Ergebnisse in absoluten
Testergebnis Haufigkeiten) Haufigkeiten)
positives 40 6 46
Anti-cN1A- (inkorrekt positive (korrekt positive (in absoluten Haufigkeiten)
: Ergebnisse in absoluten Ergebnisse in absoluten
Testergebnis Haufigkeiten) Haufigkeiten)
1015 61 1076
(in absoluten (in absoluten (in absoluten Haufigkeiten)
Haufigkeiten) Haufigkeiten)

Die exakten die Validitit definierenden Kennzahlen und Vorhersagewerte mitsamt ihrer
95%-Konfidenzintervalle sowie die LQ der beiden mittels LIA detektierten MSA, welche
allesamt wiederum der Beantwortung der zentralen Forschungsfrage der vorliegenden Diag-
nosestudie dienen, konnen Tabelle 17 entnommen werden.

Tabelle 17. Kennzahlen des mittels LIA detektierten Anti-HMGCR- und Anti-cN1A-Autoantikdrpers zur Ermitt-

lung des entsprechenden diagnostischen Stellenwertes sowie zur Beurteilung der jeweiligen Utilitdt bezogen
auf die Diagnosestellung einer [IM.

lIM-Diagnose
MSA Anzahl Anzahl
negativ positiv klinische klinische PPV NPV
Geteste- Geteste- Sensitivitat, Spezifitat, [%] ’ [%] ’ positiver negativer
ter, ter, [%] [%] LQ LQ
n n (95% KI) (95% KI) (IO (EHDIN)
C 95.16
Anti- 18.03 96.85 25.58
HMGCR 1033 43 (098,289)  (957,978)  (.142,.398) (9%347)' 5.72 0.85
, 94.66
Anti- 9.84 96.06 13.04
cN1A 10E0 4 (.040,.189) (.947,.971) (.054,.247) (;95392)' eet )

MSA, Myositis-spezifischer Antikdrper; 1IM, Idiopathisch inflammatorische Myopathie; PPV, Positiver pradiktiver Wert; NPV,
Negativer pradiktiver Wert; LQ, Likelihood-Quotient; Kl, Konfidenzintervall.
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Der nachfolgenden Tabelle 18 konnen zudem die die Validitdt definierenden Kennzahlen,
die LQ sowie die Vorhersagewerte des Anti-HMGCR-Autoantikdrpers fiir das tatsdchliche
Vorliegen einer IMNM entnommen werden.

Tabelle 18. Kennzahlen des mittels LIA detektierten Anti-HMGCR-Autoantikérpers zur Ermittlung des entspre-

chenden diagnostischen Stellenwertes sowie zur Beurteilung der jeweiligen Utilitdt bezogen auf die Diagnose-
stellung einer IMNM.

IMNM-Diagnose

MSA Anzahl Anzahl
negativ positiv klinische klinische PPV NPV
Geteste- Geteste- Sensitivitat, Spezifitat, [%] ’ o ’ positiver negativer
ter, ter, [%] [%] LQ LQ
n n (95% KI) (95% KI) Rl et )

L 99.71
Anti- 66.67 96.53 13.95
HMGCrR 1033 43 (345,905)  (.953,975)  (.058,263) %%%2)' 1921 035

MSA, Myositis-spezifischer Antikérper; IMNM, Immunmediierte nekrotisierende Myopathie; PPV, Positiver pradiktiver Wert;
NPV, Negativer pradiktiver Wert; LQ, Likelihood-Quotient; Kl, Konfidenzintervall.

In Tabelle 19 sind wiederum die oben angefiihrten Werte des Anti-cN1A-Autoantikorpers fiir

das tatsdchliche Vorliegen einer IBM zusammengefasst.

Tabelle 19. Kennzahlen des mittels LIA detektierten Anti-cN1A-Autoantikdrpers zur Ermittlung des entspre-
chenden diagnostischen Stellenwertes sowie zur Beurteilung der jeweiligen Utilitdt bezogen auf die Diagnose-
stellung einer IBM.

IBM-Diagnose

MSA Anzahl Anzahl
negativ positiv klinische klinische PPV NPV
Geteste- Geteste- Sensitivitat, Spezifitat, [%] ’ % ’ positiver  negativer
ter, ter, [%] [%] LQ LQ
n n (95% KI) (95% KI) ) (e )

. 99.81
Anti- 60.00 95.99 6.52
cN1a 1030 46 (199,919)  (947,971)  (.017,.160) (1'%%%) 1496 042

MSA, Myositis-spezifischer Antikdrper; IBM, Einschlusskérperchenmyositis; PPV, Positiver pradiktiver Wert; NPV, Negativer
pradiktiver Wert; LQ, Likelihood-Quotient; Kl, Konfidenzintervall.
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3.6 PPV des Anti-HMGCR- bzw. Anti-cN1A-Autoantikorpers fur das
Vorliegen einer anderweitigen Autoimmun- bzw. Malignomerkrankung

Wie der nachstehenden Tabelle 20 entnommen werden kann, wiesen insgesamt 27 der 89
(30.3 %) Personen, die positiv auf mindestens einen der beiden in der Diplomarbeit bertick-
sichtigten MSA getestet wurden, zumindest eine der zuvor in Tabelle 14 aufgelisteten, an-
derweitigen Autoimmunerkrankungen bzw. in Summe 9 (10.1 %) Individuen dieser Sub-
gruppe eine Malignomerkrankung (n=1 zusétzlicher mit einer Autoimmunerkrankung diag-
nostiziert, welche nicht den IIM zugeordnet wird; n=2 zusitzlich mit einer ILD diagnosti-
ziert; n=6 ohne zusétzliche Diagnose einer IIM, einer anderweitigen Autoimmunerkrankung

oder einer ILD) auf.

Uberraschenderweise wiesen, im Vergleich zu dem vorab in Tabelle 17 dargestellten PPV
des Anti-HMGCR-Autoantikorpers fiir das Vorliegen einer IIM, ebenso 11 der insgesamt 43
(25.6 %) Personen der finalen Stichprobe, die positiv auf jenen MSA getestet wurden, eine
klinisch gestellte Diagnose einer Autoimmunerkrankung, die jedoch nicht der Gruppe der
IIM angehort, auf. Ebenso hervorgehoben werden soll an dieser Stelle, dass 16 der in Summe
46 (34.8 %) Individuen, welche ihrerseits positiv auf das Vorliegen des Anti-cN1A4-Autoan-
tikorpers getestet wurden, die Diagnose einer anderweitigen Autoimmunerkrankung aufwie-
sen. Wie zuvor in Tabelle 13 ersichtlich, erhielten jedoch lediglich 6 (13.0 %) Patienten und

Patientinnen dieser Subgruppe die klinisch gestellte Diagnose einer 1IM.

4 von 43 (9.3 %) anti-HMGCR-positiven Personen bzw. 5 von 46 (10.9 %) anti-cN1A-posi-
tiven Patienten und Patientinnen wurden mit einer der in Kapitel 3.4 angefiihrten Maligno-
merkrankungen diagnostiziert. Das in den bisherigen Absétzen dieses Unterkapitels Geschil-
derte ist nachfolgend zusammengefasst, mitsamt den entsprechenden 95%-Konfidenzinter-

vallen, in Tabelle 20 ersichtlich.
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Tabelle 20. Positive pradiktive Werte des Anti-HMGCR- und Anti-cN1A-Autoantikdrpers im Kontext der Kli-
nisch gestellten Diagnose einer Malignom- bzw. Autoimmunerkrankung, welche nicht der Gruppe der |IM zu-
zuordnen ist.

MSA AIE auBer IIM (n=27) Malignomerkrankung (n=9)
PPV, PPV,
n [%] N [%]
(95% KI) (95% KI)
Anti- 11 25.58 4 9.30
HMGCR (.142,.398) (.030,.203)
Anti- 16 34.78 5 10.87
cN1A (.221,.491) (.040,.219)

MSA, Myositis-spezifischer Antikdrper; 1IM, Idiopathisch inflammatorische Myopathie; AIE, Autoimmuner-
krankung; PPV, Positiver pradiktiver Wert; Kl, Konfidenzintervall.

Die in Unterkapitel 1.5.2 geschilderten Ergebnisse einer von Herbert et al. (46) verdffent-
lichten Arbeit sowie die in Tabelle 14 ersichtlichen Haufigkeiten berticksichtigend wurden
konsekutiv ebenso die PPV des mittels LIA nachgewiesenen Anti-cN1A4-Autoantikorpers fiir
das tatsichliche Vorliegen eines SLE bzw. eines priméren SjS berechnet. Die entsprechen-
den Vorhersagewerte sowie die dazugehorigen 95%-Konfidenzintervalle sind Tabelle 21 zu
entnehmen.

Tabelle 21. Positive pradiktive Werte des Anti-cN1A-Autoantikorpers im Kontext der klinisch gestellten Diag-
nose eines SLE bzw. eines primaren SjS.

MSA SLE pSjS
PPV, PPV,
n [%] n [%]
(95% KI) (95% KI)
Anti- 5 10.87 5 435
cN1A (.040,.219) (.007,.128)

MSA, Myositis-spezifischer Antikérper; SLE, Systemischer Lupus erythematodes; pSjS, primares Sjogren-
Syndrom, PPV, Positiver pradiktiver Wert.
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3.7 Korrelationen zwischen dem Personenalter & den MSA-Titerho-
hen

Folgend werden in Tabelle 22 sowie in Tabelle 23 die Resultate der, zum Zwecke der De-
monstration einer etwaig vorhandenen statistisch signifikanten Beziehung zwischen den Va-
riablen ,,Personenalter in Jahren* sowie ,,Anti-HMGCR-Autoantikorperspiegel in willkiirli-
chen Einheiten* bzw. ,,Anti-cN1A4-Autoantikorperspiegel in willkiirlichen Einheiten* durch-
gefiihrten, Korrelationsanalysen dargestellt. An dieser Stelle soll erwidhnt werden, dass
hierzu die LIA-Testergebnisse der 1.733 Individuen umfassenden Stichprobe (ungekiirzte

Stichprobe) sowie deren Alter in Jahren als Testvariablen herangezogen wurden.

150

100 ®

anti-HMGCR AK*

50

Alter in Jahren zum Abnahmezeitpunkt

Abbildung 9. Streudiagramm zur Darstellung eines Zusammenhanges zwischen dem Personenalter und der
Anti-HMGCR-Titerhohe.
*Anmerkung. Antikorperspiegel werden in willkiirlichen Einheiten angegeben.

Dem in Abbildung 9 dargestellten Streudiagramm ist bereits visuell zu entnehmen, dass zwi-
schen den Variablen ,,Personenalter in Jahren* und ,,4Anti-HMGCR-Autoantikdrperspiegel in
willkiirlichen Einheiten* in der untersuchten Stichprobe kein linearer Zusammenhang be-

steht.
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Tabelle 22. Korrelationsanalyse zur Detektion eines statistisch signifikanten Zusammenhanges zwischen dem
Personenalter und der Anti-HMGCR-Titerhéhe in der ungekirzten Stichprobe.

Korrelationen

Alter in Jahren zum Anti-HMGCR-
Abnahmezeitpunkt AK

Korrelationskoeffizient 1.000 .001
Alter in Jahren zum

Sig. (2-seitig)* . .958
Abnahmezeitpunkt

n 1733 1733

Spearman-Rho

Korrelationskoeffizient .001 1.000
Anti-HMGCR- Sig. (2-seitig) 958

ig. (2-seitig)* .
AK g g

n 1733 1733

*Anmerkung. Eine Korrelation wéare ab einem Niveau von unter 0,01 statistisch signifikant.
AK, Autoantikorper; Sig., Signifikanzniveau.

Nach der konsekutiv durchgefiihrten Priifung der Verteilungseigenschaften der beiden Va-
riablen in der untersuchten Stichprobe erfolgte schlussendlich die Kalkulation des Spe-
arman-Korrelationskoeffizienten sowie des entsprechenden p-Wertes, welcher schlieBlich
zeigte, dass zwischen den beiden in dieser Korrelationsanalyse untersuchten Merkmalen,

wie in Tabelle 22 ersichtlich, kein statistisch signifikanter Zusammenhang besteht.

Auf die gleiche Weise ist dem folgend in Abbildung 10 gezeigten Streudiagramm zu ent-
nehmen, dass zwischen den beiden Merkmalen ,,Personenalter in Jahren* und ,,Anti-cN1A4-
Autoantikorperspiegel in willkiirlichen Einheiten® in dieser ungekiirzten Stichprobe ebenso

kein linearer Zusammenhang besteht.
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Alter in Jahren zum Abnahmezeitpunkt

Abbildung 10. Streudiagramm zur Darstellung eines Zusammenhanges zwischen dem Personenalter und der
Anti-cN1A-Titerhéhe.
*Anmerkung. Antikorperspiegel werden in willkiirlichen Einheiten angegeben.

Die nachfolgend in Tabelle 23 ersichtlichen Resultate der entsprechenden Korrelationsana-
lyse demonstrieren jedoch das Vorhandensein eines sehr schwachen, negativen, statistisch
signifikanten (rs= -.069, p<0.01), monotonen Zusammenhanges zwischen den Variablen
»Personenalter in Jahren* bzw. ,,Anti-cN1A-Autoantikorperspiegel in willkiirlichen Einhei-
ten“ in dieser Stichprobe.

Tabelle 23. Korrelationsanalyse zur Detektion eines statistisch signifikanten Zusammenhanges zwischen dem
Personenalter und der Anti-cN1A-Titerh6he in der ungekurzten Stichprobe.

Korrelationen

Alter in Jahren zum Anti-cN1A-

Abnahmezeitpunkt AK

Korrelationskoeffizient 1.000 -.069
Alter in Jahren zum

Sig. (2-seitig)* . .004
Abnahmezeitpunkt

n 1733 1733

Spearman-Rho

Korrelationskoeffizient -.069 1.000
Anti-cN1A- Sig. (2-seitig) 004

ig. (2-seitig)* .
AK g g

n 1733 1733

*Anmerkung. Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau statistisch signifikant (zweiseitig).
AK, Autoantikérper; Sig., Signifikanzniveau.
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3.8 ROC-Analysen zur Identifikation spezifischerer Schwellenwerte

Wie vorab in Unterkapitel 2.5.3 erwédhnt, wurden im Sinne einer Ergénzung zu der von Lack-
ner et al. (69) publizierten, hauseigenen Vorlduferstudie ebenso im Rahmen der vorliegen-
den Diplomarbeit ROC-Analysen durchgefiihrt, um nun auch bezogen auf diese beiden un-

tersuchten MSA spezifischere Schwellenwerte zu identifizieren (69).

Abbildung 11 zeigt dabei jene zu Tabelle 24 zugehorige ROC-Kurve, wobei die entspre-
chende Flache unter der Kurve (AUC) 0.581 betragt.

ROC-Kurve

08

06

Sensitivitat

04

02

00
0,0 02 04 06 08 10

1 - Spezifitat
Diagonale Segmente ergeben sich aus Bindungen.

Abbildung 11. Basierend auf den testcharakterisierenden Kennzahlen ausgewahlter Anti-HMGCR-Autoanti-

korpertiter erstellte ROC-Kurve.
ROC, Receiver Operating Characteristic.

Den nachfolgend in Tabelle 24 ersichtlichen testcharakterisierenden Kennzahlen sowie den
entsprechenden Youden-Indices zufolge, kann betont werden, dass fiir die Definition einer
Anti-HMGCR-Autoantikorperpositivitit, im Gegensatz zu dem vom LIA-Hersteller (Euro-
immun, Liibeck, Deutschland) empfohlenen Cut-off-Wert (=>10 willkiirliche Einheiten) ein
Schwellenwert von >19 willkiirlichen Einheiten zu wihlen sei, um bei gleichbleibender Sen-
sitivitdt (18.0 %) eine hohere klinische Spezifitit (96.8 % vs. 98.5 %) erzielen zu kdnnen.
Die Anzahl inkorrekt positiver Anti-HMGCR-Testergebnisse kann dadurch, den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit zufolge, von 32 auf 15 gesenkt werden. Der PPV des Autoantikor-
pers fiir das tatsdchliche Vorliegen einer IIM erh6ht sich demzufolge ebenso (25.6 % vs.
42.3 %).
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Tabelle 24. ROC-Analyse zur Identifikation spezifischerer Anti-HMGCR-Cut-off-Werte bezliglich des Vorlie-
gens einer |IM.

Koordinaten der ROC-Kurve

Variable fiir Testergebnis: Anti-HMGCR-AK

Positiv, wenn groRer

Sensitivitat 1 - Spezifitat Youden-Index*

oder gleich

-1.00 1.000 1.000 .000
.50 .984 .975 .009
1.50 .623 .580 .043
2.50 .361 .180 181
3.50 .230 .096 134
4.50 213 .080 133
5.50 197 .064 133
6.50 .180 .049 131
7.50 .180 .041 139
8.50 .180 .039 141
9.50 .180 .033 147
10.50 .180 .032 .148
11.50 .180 .030 .150
12.50 .180 .026 154
13.50 .180 .025 .155
16.00 .180 .021 .159
18.50 .180 .020 .160
19.50 .180 .015 .165
20.50 164 .015 149
22.50 164 .014 .150
29.50 164 .012 152
36.00 164 .010 .154
37.50 .164 .009 .155
39.50 164 .008 .156
44.00 164 .007 157
54.50 .148 .006 142
65.00 148 .005 143
69.00 148 .004 144
74.50 .148 .003 145
79.50 131 .002 129
84.50 115 .002 113
89.50 .098 .002 .096
94.00 .082 .002 .080
101.00 .082 .001 .081

106.00 .066 .001 .065



110.00 .049 .001 .048

119.50 .033 .001 .032
136.00 .033 .000 .033
146.00 .000 .000 .000

Anmerkung. Bei der Variable fur das Testergebnis: Anti-HMGCR-AK liegt mindestens
eine Bindung zwischen der positiven und der negativen Ist-Zustandsgruppe vor.

In der gelb markierten Zeile sind der von Seiten des Herstellers (Euroimmun, Libeck,
Deutschland) empfohlene Cut-off-Wert, die Kennzahlen des entsprechenden Anti-
HMGCR-Autoantikérpertiters fiir die Diagnose einer IIM sowie der daraus berechnete
Youden-Index abgebildet.

In der griin markierten Zeile ist der gemaR dem Youden-Index optimalste Cut-off-Wert,
bei gleichbleibender diagnostischer Sensitivitat jedoch héherer diagnostischer Spezifi-
tat, abgebildet.

*Anmerkung. Der optimalste Cut-off-Wert wird durch den héchsten Youden-Index an-
gezeigt.

AK, Autoantikérper; ROC, Receiver Operating Characteristic; [IM, Idiopathisch in-
flammatorische Myopathie.

Abbildung 12 illustriert jene zu Tabelle 25 zugehorige ROC-Kurve. Die entsprechende AUC
betrdgt dabei 0.527.

ROC-Kurve
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Abbildung 12. Basierend auf den testcharakterisierenden Kennzahlen ausgewahlter Anti-cN1A-Autoantikor-

pertiter erstellte ROC-Kurve.
ROC, Receiver Operating Characteristic.

Basierend auf den folgend in Tabelle 25 dargestellten Werten kann festgehalten werden,
dass, um bei gleichbleibender Sensitivitdt des MSA (9.8 %) gleichzeitig eine hohere klini-
sche Spezifitit (96.1 % vs. 97.1 %) zu erreichen, im Gegensatz zu dem vom Hersteller (Eu-
roimmun, Liibeck, Deutschland) empfohlenen Schwellenwert (= >10 willkiirliche Einhei-
ten) ein Schwellenwert von >17 willkiirlichen Einheiten fiir die Definition einer Anti-cN1A-

Autoantikorperpositivitit zu wihlen sei. Dadurch kann in der finalen Stichprobe der Diplo-
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marbeit die Anzahl inkorrekt positiver Anti-cN1A-Testresultate von 40 auf 29 gesenkt wer-
den. Folglich erhoht sich zudem der PPV des MSA fiir das tatsachliche Vorliegen einer [IM-
Diagnose (13.0 % vs. 17.1 %).

Eine Erhohung des PPV des Anti-cN1A4-Autoantikdrpers (13.0 % vs. 20.0 %) konnte dariiber
hinaus ebenso durch die folgende Vorgehensweise bzw. Befundinterpretation erzielt wer-
den: Ein Testergebnis wurde erst dann als anti-cN1A4-positiv gewertet, sofern sowohl Anti-
cN1A4-Autoantikorper als auch Anti-Ro-Autoantikérper (5/46) zugleich im Serum detektiert
wurden. Lediglich ein Individuum dieser Subgruppe (1/5) wies dabei die klinisch gestellte
Diagnose einer IIM (ASyS) auf. Die 4 iibrigen Personen dieser Gruppe wurden hingegen mit
einer anderweitigen Autoimmun- bzw. Malignomerkrankung diagnostiziert (n=2 SLE; n=1

Bronchialkarzinom; n=1 Ovarialkarzinom).

Tabelle 25. ROC-Analyse zur |dentifikation spezifischerer Anti-cN1A-Cut-off-Werte bezuglich des Vorliegens
einer [IM.

Koordinaten der ROC-Kurve

Variable fiir Testergebnis: Anti-cN1A-AK

Positiv, wenn groRer

Sensitivitat 1 - Spezifitat Youden-Index*

oder gleich

-1.00 1.000 1.000 .000
.50 .689 743 -.054
1.50 .262 132 .130
2.50 131 .067 .064
3.50 131 .058 .073
4.50 131 .052 .079
5.50 131 .048 .083
6.50 131 .045 .086
7.50 115 .042 .073
8.50 115 .040 .075
10.50 .098 .039 .059
12.50 .098 .035 .063
13.50 .098 .034 .064
14.50 .098 .033 .065
15.50 .098 .033 .065
16.50 .098 .030 .068
17.50 .098 .029 .069
20.00 .082 .028 .054
23.00 .082 .027 .055
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24.50 .082 .026 .056

25.50 .082 .025 .057
26.50 .082 .024 .058
28.00 .082 .023 .059
31.00 .082 .022 .060
34.50 .082 .020 .062
38.00 .082 .019 .063
43.50 .082 .018 .064
47.50 .082 .017 .065
48.50 .082 .016 .066
50.00 .082 .015 .067
53.00 .066 .014 .052
55.50 .066 .013 .053
57.00 .066 .012 .054
60.50 .066 .011 .055
63.50 .066 .010 .056
74.50 .049 .010 .039
87.00 .049 .008 .041
91.00 .049 .007 .042
93.50 .049 .006 .043
96.00 .049 .005 .044
99.00 .033 .005 .028
101.00 .033 .004 .029
104.00 .033 .003 .030
108.00 .016 .003 .013
111.00 .016 .002 .014
115.00 .016 .001 .015
123.50 .000 .001 -.001
130.00 .000 .000 .000

Anmerkung. Bei der Variable fur das Testergebnis: Anti-cN1A-AK liegt mindestens eine
Bindung zwischen der positiven und der negativen Ist-Zustandsgruppe vor.

In der gelb markierten Zeile sind der von Seiten des Herstellers (Euroimmun, Libeck,
Deutschland) empfohlene Cut-off-Wert, die Kennzahlen des entsprechenden Anti-
cN1A-Autoantikdrpertiters fir die Diagnose einer IIM sowie der daraus berechnete
Youden-Index abgebildet.

In der blau markierten Zeile sind der gemaR dem Youden-Index optimalste Cut-off-
Wert sowie die entsprechenden Kennzahlen fiir die Diagnose einer IIM abgebildet.

In der griin markierten Zeile ist jener Anti-cN1A-Cut-off-Wert abgebildet, welcher bei
gleichbleibender diagnostischer Sensitivitat eine hdhere diagnostische Spezifitat als
der von Seiten des Herstellers (Euroimmun, Libeck, Deutschland) empfohlene Cut-off-
Wert aufweist.

*Anmerkung. Der optimalste Cut-off-Wert wird durch den héchsten Youden-Index an-
gezeigt.

AK, Autoantikérper; ROC, Receiver Operating Characteristic; 1IM, Idiopathisch in-
flammatorische Myopathie.




4 Diskussion

4.1 Die Art der Anwendung des MSA-Screenings mittels LIA im Kli-
nikalltag

Die im klinischen Alltag genutzten Elemente der IIM-Diagnostik, zu welchen beispielsweise
bildgebende Verfahren, neurophysiologische Diagnostikmethoden, die Skelettmuskelbiop-
sie zur histopathologischen Befundung, die Bestimmung der Serumkonzentrationen der
Muskelenzyme sowie die Symptomerfassung im Zuge der Anamneseerhebung und klini-
schen Untersuchung zéhlen, sind entweder durch ihre Invasivitét oder eine geringe diagnos-
tische Spezifitit gekennzeichnet (3,4,18). Mit der Entdeckung zahlreicher MSA hingegen,
welche sich entsprechend ihrer Bezeichnung als solche bzw. gemall dem aktuellen Stand der
Forschung primér durch ihre hohe Spezifitit fiir die Erkrankungsgruppe der [IM auszeichnen
sowie der konsekutiv erfolgten Entwicklung multipler kommerziell verfligbarer Single- als
auch Multiplex-Immunoassays, welche zudem simpel in ihrer Anwendung und folglich all-
tidglich in Routinelaboratorien zur Detektion jener durchfiihrbar sind, scheint jedoch ein
neuer, potenziell bedeutsamerer Baustein des [IM-Diagnostikprozesses entstanden zu sein

(1,15,18.68).

Zumal insbesondere die Entnahme einer Skelettmuskelprobe zur anschlieBenden histopatho-
logischen Befundung, was bis dato den Goldstandard zur Bestitigung einer potenziellen
[IM-Diagnose darstellt, durch ihre, wie oben angefiihrt, Invasivitét charakterisiert ist, kon-
nen dem Pool an wissenschaftlicher Literatur zu diesem Forschungsgebiet Arbeiten, wie jene
von McHugh et al. (18) verfasste Publikation, entnommen werden, deren darin verschrift-
lichte Theorien besagen, dass einem derartigen MSA-Screening demnach kiinftig vermutlich
die Rolle des primédren Diagnostiktools zugewiesen werden und jenes somit moglicherweise

der Abldse dieser invasiven Diagnostikmethode dienen kénne (9,18).

Obgleich an dieser Stelle klar betont werden muss, dass es sich hierbei ausschlieSlich um
eine Theorie handelt und es die Forschung bis dato prinzipiell nicht vermochte, konsensba-
sierte, formelle Diagnostikkriterien fiir das Erkrankungsbild der IIM hervorzubringen, ver-
leiten moglicherweise insbesondere die Einfachheit der Anwendung dieser kommerziell ver-
fligbaren Immunoassays sowie jene in der Literatur beschriebene hohe Spezifitét dieser Au-
toantikorper fiir die Gruppe der IIM Kliniker und Klinikerinnen im Alltag potenziell dazu,
dem MSA-Screening, so auch dem Screening auf das Vorliegen des Anti-HMGCR- und Anti-

cN1A4-Antikorpers bzw. den daraus hervorgehenden Testergebnissen, neben der in Kapitel
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1.3 angefiihrten prognostischen sowie erkrankungssubgruppenbildenden Relevanz und
Funktion dieser Antikorper bzw. dieser Testresultate, einen hohen, primér vor allem diag-
nostischen Stellenwert zu verleihen (1,4,18,68), was unseres Erachtens schlieBlich in der
Anwendung des MSA-Screenings, im klinischen Alltag, insbesondere bei Vorhandensein
lediglich unspezifischer Beschwerden bzw. im Kontext einer suspizierten, noch nicht diag-
nostizierten IIM, resultiert. Die diesbeziiglichen Resultate unserer retrospektiven Datenana-
lyse zeigen, im Einklang dazu sowie im Konsens mit den Ergebnissen der durch Lackner et
al. (69) publizierten, hauseigenen Vorlduferstudie, dass in der alltdglichen klinischen Praxis
primir die Prasenz von IIM-unspezifischen Symptomen, wie beispielsweise einer CK-,
LDH-, Myoglobin-, ANA-, oder Transaminasen-Elevation sowie das Vorliegen von musku-
laren Schmerzen, Schluckbeschwerden, einer muskuldren Schwiache und weiteren unspezi-
fischen Beschwerden, einen GroBteil (51.7 %) der MSA/MAA-LIA-Testanforderungs-
griinde ausmacht. Wihrend der vorliegende Verdacht auf eine anderweitige Autoimmun-
bzw. rheumatologische Erkrankung ebenso einen in Summe hédufigen Testanforderungs-
grund (19.7 %) darstellt, erfolgte ein MSA-Screening mittels LIA, so auch die Testung der
Serumproben auf das Vorhandensein der beiden in der vorliegenden Diagnosestudie unter-
suchten MSA, aufgrund einer konkret suspizierten oder bereits diagnostizierten IIM insge-
samt deutlich seltener (13.4 %). Obgleich die Sera einer grolen Anzahl an Individuen
(n=1.076), — welche wiederum vergleichbar mit der von Lackner et al. (69) angefiihrten An-
zahl an LIA-Testungen (n=1.118) ist,— auf das Vorliegen des Anti-HMGCR- bzw. des Anti-
cN1A4-Autoantikorpers gescreent wurden, wiesen schlussendlich lediglich 61 Personen die-
ser finalen Stichprobe eine klinisch gestellte [IM-Diagnose auf, was ebenso unsere Annahme
untermauert, dass auch das Anti-HMGCR- bzw. das Anti-cN1A-Screening mittels LIA im
klinischen Alltag primér als diagnostisches Element, vor allem im Kontext krankheitsunspe-
zifischer Beschwerden, im Sinne eines Suchtests, genutzt wird. Die Art des Zustandekom-
mens der Real-Life-Kohorte der von Porcelli et al. (70) publizierten italienischen sowie jener
von Loarce-Martos et al. (74) verdffentlichten spanischen Arbeit deutet zudem darauf hin,
dass eine derartige Nutzung des MSA-Screenings mittels LIA bereits international géingige

Praxis ist (70,74).
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4.2 Der diagnostische Stellenwert & die Utilitat der Anti-HMGCR- so-
wie der Anti-cN1A-LIA-Testung fur den Klinikalltag

Infantino et al. (68) sowie Lundberg et al. (4) betonen allerdings das unerldssliche Erforder-
nis nach einer vorab zu erfolgenden, strengen Validierung bzw. Untersuchung der Validitit
jener rezenter entwickelten Immunoassays, ehe jene konsekutiv potenziell anhand eines
MSA- bzw. eines Anti-HMGCR- und Anti-cN1A-Screenings, beispielsweise mittels LIA, wie

in Kapitel 4.1 erléutert, als Tools zur friihzeitigen Diagnosestellung einer [IM genutzt wer-

den konnen (4,68).

Wihrend die Berechnung der die Validitit definierenden Kennzahlen unterschiedlichster
MSA zuvor im Zuge einer hier exemplarisch angefiihrten, von Ghirardello et al. (17) rezent
verdffentlichten Arbeit, der Stichprobenzusammensetzung geschuldet, vor dem Hintergrund
einer hohen Vortestwahrscheinlichkeit fiir das tatsdchliche Vorliegen einer IIM erfolgte (17),
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit, zum Zwecke der Priifung der Validitdt der De-
tektionsmethode bzw. zur Untersuchung der Utilitdt des mittels LIA detektierten Anti-
HMGCR- bzw. Anti-cN1A-Autoantikorpers, deren entsprechende Kennzahlen und Vorher-
sagewerte, in unserer Real-Life-Kohorte, im Kontext einer niedrigen Vortestwahrscheinlich-
keit (5.67 %) ermittelt. Dies spiegelt unseres Erachtens, im Konsens mit Lackner et al. (69)
sowie den Resultaten dieser retrospektiven Datenanalyse zufolge, wirklichkeitsgetreuer die
alltidgliche klinische Anwendung dieser LIA-Testung wider, zumal es sich bei der Gruppe
der 1IM, wie beispielsweise durch Khoo et al. (2) in der Literatur beschrieben, um eine sel-

tene Erkrankungsgruppe mit niedriger globaler Inzidenz bzw. Pravalenz handelt (2,69).

Die Resultate der vorliegenden Diagnosestudie demonstrieren unter anderem, im Sinne einer
Ergénzung zu der durch Lackner et al. (69) publizierten Vorlauferstudie sowie mit den darin
enthaltenen Ergebnissen beziiglich anderweitiger MSA des Myositisblots im Einklang ste-
hend (69), einen niedrigen positiven Vorhersagewert als auch LQ des Anti-HMGCR- bzw.
des Anti-cN1A-Autoantikorpers filir das tatsdchliche Vorliegen einer IIM. Dies entspricht
demnach der in Kapitel 1.7.1 erlduterten Forschungshypothese der vorliegenden Diagnose-
studie. Unseren Studienergebnissen zufolge wiirde ein positives Anti-HMGCR-LIA-Testre-
sultat fiir das betroffene Individuum, im Kontext der ebenso im Rahmen dieser Arbeit ermit-
telten, relativ niedrigen Sensitivitdt des Antikorpers von 18.03 %, in einer Nachtestwahr-
scheinlichkeit von nur 25.58 % fiir das Vorliegen der Erkrankung resultieren (13.95 % ex-

plizit fiir das Vorliegen einer IMNM). Bei der berechneten, zum PPV direkt proportionalen,
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klinischen Sensitivitdt von nur 9.84 % des MSA wiirde ein positives Anti-cN1A-LIA-Test-
ergebnis demzufolge fiir die getestete Person in einer Wahrscheinlichkeit von lediglich
13.04 % fiir das tatsdchliche Vorliegen einer IIM resultieren (6.52 % explizit fiir das Vorlie-
gen einer IBM). Dem ebenso berechneten, positiven LQ zufolge ist die Wahrscheinlichkeit,
dass ein an einer IIM erkranktes Individuum mittels LIA positiv auf das Vorliegen des Anfi-
HMGCR-Antikorpers getestet wird, nur 5.72-mal so hoch wie die Wahrscheinlichkeit bei
einer nicht an einer IIM erkrankten Person. Anders formuliert konnte, auf den Resultaten
dieser Studie basierend, gesagt werden, dass sich die Chance fiir eine IIM bei Vorhandensein
eines positiven Anti-cN1A-LIA-Testergebnisses lediglich um ein 2.50-Faches erhoht. Im
Einklang mit den Resultaten dieser Diplomarbeit stehend berichten Porcelli et al. (70) in
ihrer rezent publizierten Arbeit beispielsweise davon, dass lediglich 2 von 20 (10.0 %) mit-
tels LIA als anti-cN1A4-positiv klassifizierte Individuen ihrer Stichprobe die Kriterien fiir das
Stellen einer IBM-Diagnose erfiillten (70). Ebenso im Konsens mit den Ergebnissen der vor-
liegenden Diplomarbeit berichten Beaton et al. (75) in ihrer australischen Studie, deren
Stichprobe ebenfalls eine niedrige Pravalenz der IIM (16.4 %) und somit eine niedrige Vor-
testwahrscheinlichkeit fiir das tatsdchliche Vorliegen der Erkrankung aufwies, iiber einen
niedrigen und somit die Niitzlichkeit des LIA negativ beeinflussenden PPV des im Rahmen

jener Arbeit untersuchten Myositisblots (75).

Summa summarum deuten die in diesem Unterkapitel erfolgte Interpretation der Resultate
der vorliegenden Arbeit sowie das in den vorangehenden Absétzen Geschilderte darauf hin,
dass eine derartige, zuvor in Unterkapitel 4.1 erlduterte, vor dem Hintergrund einer niedrigen
Vortestwahrscheinlichkeit fiir das tatsdchliche Vorliegen der IIM erfolgende, alltdgliche
Nutzung des MSA- bzw. des Anti-HMGCR- sowie des Anti-cN1A-Screenings mittels LIA in
einem niedrigen diagnostischen Stellenwert dieses Screenings resultiert. Jenes wiederum li-
mitiert dessen Utilitét bei Vorliegen IIM-unspezifischer Symptome. Zudem disqualifiziert
dies moglicherweise die LIA-Testung auf das Vorliegen des Anti-HMGCR- bzw. des Anti-
cN1A4-Autoantikorpers als essenzielles Element des diagnostischen Work-ups im Kontext

einer lediglich suspizierten IIM.
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4.3 Erkrankungsspektrum positiv getesteter Individuen & Optimie-
rung der klinischen Spezifitat der Autoantikorper fur die Gruppe der [IM

Obgleich sich MSA, so auch der Anti-HMGCR- bzw. der Anti-cN1A4-Autoantikorper, wie
zuvor in Kapitel 4.1 angefiihrt, gemiB der in der existenten Literatur gangigen Nomenklatur,
primér durch ihre hohe Spezifitit flir die Gruppe der IIM sowie ihr isoliertes Vorkommen in
einem Individuum auszeichnen, konnte anhand der Resultate diverser Studien eine relativ
hohe Prévalenz des Anti-cN1A-Autoantikdrpers in den Sera von SLE- (in bis zu 20 %) bzw.
SjS-Patienten und Patientinnen (in bis zu 36 %) demonstriert werden (1,46,76). Zumal der
im Rahmen dieser Diagnosestudie ermittelte PPV dieses Autoantikorpers fiir das Vorliegen
einer Autoimmunerkrankung, welche nicht der Gruppe der IIM zuzuordnen ist, jenen fiir das
tatsidchliche Vorliegen einer IIM {ibersteigt (34.78 % vs. 13.04 %), sollen unseres Erachtens
insbesondere die Identifikation einer potenziell vorhandenen, statistisch signifikanten Asso-
ziation zwischen einer Anti-cN1A-Autoantikorperpositivitdt und dem Vorliegen einer SLE-
bzw. SjS-Diagnose sowie die Untersuchung der moglicherweise pathogenetischen Rolle die-
ses Antikorpers in der Entstehung dieser beider Erkrankungsbilder Gegenstand weiterfiih-
render Forschung sein. Jenem berechneten PPV zufolge sowie auf den iibrigen Resultaten
der vorliegenden Diplomarbeit basierend, denen entnommen werden kann, dass 9 der insge-
samt 65 anti-cN1A-positiven Personen der ungekiirzten Stichprobe multiple MSA-Positivi-
titen aufwiesen, sollte jener Autoantikdrper unseres Erachtens im Konsens mit Rietveld et

al. (76) kiinftig der Gruppe der MAA zugeordnet werden (76).

Obgleich der Anti-HMGCR-Autoantikdrper zuvor zumeist nicht in den Sera nicht an einer
IIM erkrankter Individuen detektiert werden konnte, konnten Mammen et al. (20) anhand
der Resultate ihrer Studie zeigen, dass 2 von 45 anti-HMGCR-positiven Individuen neben
einer [IM-Diagnose zusitzlich die Diagnose einer anderweitigen Autoimmunerkrankung
aufwiesen (20). Dies wiederum gab Anlass dazu, die Theorie aufzustellen, dass jener Auto-
antikorper in seltenen Féllen ebenso bei Personen mit einer OM nachgewiesen werden konne
(17,20). Unsere Studienergebnisse zeigen wiederum, basierend auf der Anzahl anti-
HMGCR-positiver Personen mit einer anderweitigen Autoimmunerkrankung (11/43), einen
PPV des Antikdrpers, welcher fiir das Vorliegen einer Autoimmunerkrankung, die nicht zu
der Gruppe der IIM gezéhlt wird und das Vorliegen einer IIM gleich hoch (25.58 %) ist. 13
der in Summe 60 anti-HMGCR-positiven Individuen unserer ungekiirzten Stichprobe wiesen
auerdem ebenso multiple MSA-Positivititen auf, worauf basierend auch dieser Autoanti-

korper moglicherweise als MAA klassifiziert werden sollte. Diese unsererseits aufgestellten
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Theorien beziiglich einer erforderlichen Reklassifizierung des Anti-cN1A- bzw. des Anti-
HMGCR-Autoantikorpers sowie jene Resultate gilt es jedoch, zumal sie potenziell dem LIA
selbst geschuldet sind, anhand der Nutzung anderweitiger Detektionsmethoden in weiterfiih-

renden Studien zu iiberpriifen.

Wie bereits in Kapitel 1.6.4 angefiihrt, betont die Forschungsgruppe rund um Infantino (68)
schlieBlich, vor dem Hintergrund der ihrerseits geschilderten mangelnden klinischen Spezi-
fitdt des LIA, den Bedarf einer Optimierung derselben (68). Betont wird dies, da insbeson-
dere ein inkorrekt positives Testresultat fiir das betroffene Individuum potenziell in nicht
belanglosen negativen Konsequenzen resultieren wiirde (68). Cavazzana et al. (77) stellten
folglich die Theorie auf, dass eine Vermeidung inkorrekt positiver Testergebnisse im Kli-
nikalltag moglicherweise durch die alleinige Beriicksichtigung von stirkeren Autoantikor-
perpositivititen bzw. von Resultaten mit hoheren Signalintensitéiten erzielt werden konnte
(77). Loarce-Martos et al. (74) konnten darauffolgend anhand der Resultate ihrer retrospek-
tiven Studie eine Assoziation zwischen dem Vorhandensein eines positiven LIA-Testresul-
tates mit niedriger Signalintensitit sowie einem als klinisch inkorrekt positiv bezeichneten
Testergebnis demonstrieren (74). Als klinisch korrekt positiv klassifizierte MSA-Testresul-
tate wiesen hingegen statistisch signifikant haufiger hohere, in willkiirlichen Einheiten an-

gegebene Signalintensititen auf (74).

Auf dem im vorangehenden Absatz Geschilderten basierend sowie an die Vorgehensweise
von Lackner et al. (69) angelehnt erfolgte im Rahmen dieser Diplomarbeit die Durchfiihrung
von ROC-Analysen zur Identifikation neuer, hoherer Signalintensititsschwellenwerte zur
Definition einer MSA-Positivitdt, um dadurch potenziell die klinische Spezifitit des mittels
LIA detektierten Anti-HMGCR- bzw. Anti-cN1A-Autoantikorpers fiir die Gruppe der [IM zu
optimieren. Die Resultate jener im Zuge dieser Arbeit durchgefiihrten ROC-Analysen zeigen
dabei, dass eine Erhohung des Schwellenwertes von >10 auf >19 willkiirliche Einheiten fiir
die Definition einer Anti-HMGCR-Autoantikorperpositivitét bei gleichbleibender klinischer
Sensitivitdt des MSA in einer Erhhung des PPV fiir das Vorliegen einer IIM-Diagnose
(25.6 % vs. 42.3 %) bzw. in einer Reduktion der Anzahl klinisch inkorrekt positiver Anti-
HMGCR-Testergebnisse (32 vs. 15) resultiert. Konsekutiv kann dadurch die klinische Spe-
zifitdt des mittels LIA detektierten Anti-HMGCR-Antikorpers fiir die Gruppe der 1IM opti-
miert werden (96.8 % vs. 98.5 %). Die Erhohung des Schwellenwertes von >10 auf >17

willkiirliche Einheiten fiir die Definition einer Anti-cN1A4-Autoantikorperpositivitdt fiihrt
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wiederum, den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zufolge, neben einer Optimierung der
klinischen Spezifitit dieses Antikorpers fiir diese Erkrankungsgruppe (96.1 % vs. 97.1 %),
ohne dabei dessen klinische Sensitivitdt negativ zu beeinflussen, sowie zusétzlich zu einer
Verminderung der Anzahl klinisch inkorrekt positiver Anti-cN1A-Testresultate (40 vs. 29)
zu einer Erh6hung des PPV des MSA fiir das tatsdchliche Vorliegen einer IIM (13.0 % vs.
17.1 %).

Unseres Erachtens vermogen es diese Resultate potenziell, Kliniker und Klinikerinnen im
Alltag bzw. im Zuge der [IM-Diagnostik dabei zu unterstiitzen, positive Anti-HMGCR- bzw.
Anti-cN1A-Testergebnisse mit Signalintensititen, welche unterhalb jener im Rahmen dieser
Diagnosestudie neu ermittelten Schwellenwerte liegen, korrekt zu interpretieren bzw.
dadurch zugunsten des Patienten oder der Patientin die Anzahl klinisch inkorrekt positiver
LIA-Resultate zu reduzieren. Die daraus resultierende Erhdhung der PPV der beiden unter-
suchten Autoantikdrper konnte demnach potenziell die Utilitdt der beiden mittels LIA de-
tektierten Antikorper fiir die Diagnosestellung einer IIM steigern. Zumal derartige Studien-
ergebnisse moglicherweise zur Kreierung eines Trends, der in Richtung Erhéhung der Sig-
nalintensititsschwellenwerte fiir die Definition einer MSA-Positivitit im Klinikalltag geht,
beitragen konnen, gilt es, diese Resultate kiinftig in umfangreicheren Multicenterstudien

bzw. anhand der Daten weiterer Real-Life-Stichproben zu iiberpriifen.
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4.4 Korrelationen

Wihrend das Resultat unserer Korrelationsanalyse keine statistisch signifikante Korrelation
zwischen den Variablen ,,Personenalter in Jahren* und ,,4Anti-HMGCR-Autoantikdrperspie-
gel in willkiirlichen Einheiten* demonstrieren konnte, wurde unsererseits iiberraschender-
weise anhand der Studienergebnisse der vorliegenden Arbeit unter der Beriicksichtigung der
LIA-Resultate der ungekiirzten Stichprobe ein sehr schwacher, negativer, monotoner sowie
statistisch signifikanter Zusammenhang (rs--.069, p=.004) zwischen den beiden Merkmalen
,Personenalter in Jahren* und ,,4nti-cN1A4-Autoantikérperspiegel in willkiirlichen Einhei-
ten* aufgezeigt. Ob die IBM nun tatséchlich als Autoimmunerkrankung klassifiziert werden
soll, wurde, unter anderem ebenso der Tatsache geschuldet, dass Individuen, welche an je-
nem Erkrankungssubset erkrankt sind, nicht auf eine konventionelle immunsuppressive
Pharmakotherapie ansprechen, in der Vergangenheit eingehend diskutiert, zumal auch die
Muskelbiopsate der Betroffenen sowohl inflammatorische als auch degenerative histopatho-
logische Merkmale aufweisen (43,78). Trotz der Tatsache, dass dem Anti-cN1A-Autoanti-
korper eine wesentliche pathogenetische Rolle in der Entstehung einer IBM zugeteilt wird,
bleibt bis dato, gemdl der aktuellen Literatur, unklar, welche dieser beiden Komponenten
tatsdchlich den Beginn der Erkrankung initiiert bzw. den gegeniibergestellten Prozess in die

Wege leitet (43,78).

Obgleich es sich bei der im Zuge dieser Diplomarbeit identifizierten statistisch signifikanten,
negativen Korrelation um eine sehr schwache handelt, der zufolge ein hoheres Personenalter
mit einem niedrigeren Anti-cN1A-Autoantikorpertiter einhergeht, konnte jene unseres Er-
achtens jedoch moglicherweise darauf hindeuten, dass es sich bei der IBM, welche charak-
teristischerweise iiber Jahrzehnte hinweg langsam fortschreitet (4), initial in der Tat um eine
primir immunmediierte Erkrankung handelt. Diese jedoch 16st demnach konsekutiv dege-
nerative Veridnderungen aus, welche moglicherweise vor allem im hoheren Alter und dem-
zufolge 1m spiteren Krankheitsverlauf die prddominierende bzw. bedeutsamere Kompo-
nente darstellen. Den in diesem Unterkapitel geschilderten Zusammenhang gilt es jedoch, in

nachfolgenden Studien zu iiberpriifen.
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4.5 Limitationen der Studie

Als wesentliche Limitation der vorliegenden Diagnosestudie soll an dieser Stelle zusétzlich
zu der Tatsache, dass es sich hierbei um eine retrospektive Singlecenterstudie handelt, der
von uns gewihlte Goldstandard zur Berechnung der die Validitét definierenden Kennzahlen
der mittels LIA detektierten Autoantikorper, welcher die vom behandelnden Arzt oder der
behandelnden Arztin klinisch gestellte bzw. in der elektronischen Krankenakte dokumen-
tierte Diagnose ist, angefiihrt werden. Schlielich wies dem retrospektiven Studiendesign
geschuldet ein wesentlicher Anteil an Individuen der finalen Stichprobe nicht ausreichend
detaillierte klinische Daten bzw. eine unzureichende Datenmenge zur, mithilfe der Nutzung
des in Kapitel 1.2 angefiihrten Onlinekalkulators, Anwendung der im Jahr 2017 verdffent-
lichten bzw. in Tabelle 1 ersichtlichen ACR/EULAR Klassifikationskriterien auf. Betont
werden soll jedoch, dass durch die erfolgte Anwendung der entsprechenden Klassifikations-
kriterien in der Subgruppe der anti-HMGCR- bzw. anti-cN1A-positiven Personen, deren
elektronische Krankenakten einen dafiir ausreichenden klinischen Datengehalt aufwiesen,
demonstriert werden konnte, dass eine IIM in eben dieser Subgruppe der finalen Stichprobe

durch die Behandler bzw. die Behandlerinnen nicht unterdiagnostiziert wurde.

Als weitere Limitation soll die im Rahmen dieser Studie nicht durchgefiihrte Validierung
bzw. Verifizierung der positiven Anti-HMGCR- sowie Anti-cN1A-LIA-Resultate mittels IP,
welche schlieBlich bis dato, wie zuvor in Kapitel 1.6.1 angefiihrt, die Goldstandardmethode
zur Detektion der Myositisautoantikdrper darstellt, angefiihrt werden, zumal zuvor, anhand
der Resultate diverser Studien, wie bereits in Kapitel 1.6.3 erldutert, ein variierender Grad
an Ubereinstimmung zwischen den Resultaten jener Detektionsmethoden demonstriert
wurde (55,57,64). Demzufolge kann unsererseits nicht postuliert werden, dass die anhand
der Nutzung des LIA identifizierte Anti-HMGCR- bzw. Anti-cN1A4-Autoantikdrperpositivi-
tét eines nicht an einer [IM erkrankten Individuums die Realitdt widerspiegelt oder diese aus

einer mangelnden Spezifitit der untersuchten Nachweismethode resultiert.
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4.6 Conclusio

Abschlieend soll, primdr basierend auf den im Rahmen dieser Diplomarbeit ermittelten,
niedrigen PPV der beiden moglicherweise inkorrekt als MSA klassifizierten Autoantikorper,
welche wiederum den diagnostischen Nutzen dieser Nachweismethode limitieren, festgehal-
ten werden, dass sich unseres Erachtens, obgleich die LIA-Testung auf das Vorliegen dieser
beiden Myositisantikdrper, wie im Zuge der vorliegenden Arbeit demonstriert, in eben die-
sem Kontext hiufig in unserem Zentrum angewandt wird, sowohl die Anti-HMGCR- als
auch die Anti-cN1A-Testung mittels LIA nicht als Suchtest bei alleinigem Vorhandensein
krankheitsunspezifischer Symptome und somit vor dem Hintergrund einer niedrigen Vor-
testwahrscheinlichkeit fiir das tatsdchliche Vorliegen einer IIM bzw. nicht als priméres Di-
agnostiktool des Klinikalltags fiir die Diagnosestellung der Erkrankung, im Setting einer
lediglich suspizierten I1IM, eignet.
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