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Fragestellungen und EA\
Herausforderungen

Standardisation Initiative

—

Standardisierung von Autoantikdrpern
Internationale Standards nur fir RF und anti-DNA definiert,
provisorische Standards fur anti-Cardiolipin

Die ,seronegativen® Patientinnen
Pravalenz diagnostisch wertvoller Autoantikérper <<100%
Viele Patientinnen sind in den etablierten Testsystemen negativ

Prognostik

AutoAk als prognostische Marker, Vorhersagen Uber
Krankheitsverlauf und Therapie-Erfolg

Frah- und Pra-Diagnostik
|dentifizierung gesunder Risikopersonen
Behandlung bei (oder sogar vor?) Krankheitsausbruch



Comparison of Immunoenzymatic Methods
for the Detection of ACPA

Bizzaro et al, Clin Chem 2007
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100 RA Patients, 128 disease and 74 healthy controls

Kein internationaler Standard fur ACPA

Hersteller benutzen unterschiedliche Einheiten und Cut-offs

Manufacturer Antigen Specificity Sensitivity Sensitivity
(%) (%) at 98% spec
PhaDia CCP2 98.5 73 74
Euroimmun CCP2 98.5 72 73
Axis-Shield CCP2 97 70 70
Eurodiagnostica CCP2 97 75 73
Inova CCP2 97 65 64
Inova CCP3 96 73 67
Problem




Standardisierung von ACPA  ¢p ez
1aares J VYOI ALER  EASI
(Anti-Citrullinated Protein Antibodies) e aoinmiy

Standardisation Initiative

e The IUIS/WHO/AF/CDC Committee for the Standardization of
Autoantibodies in Rheumatic and Related Diseases
has authorized Euro-Diagnostica to organize an inter-lab study on a new
anti-CCP international standard.

« Participating countries (10 labs)
Austria, Brazil, Canada, Denmark, Germany, Italy (2), Israel, Mexico, UK

« Standard serum (2 vials) and anti-CCP kits
distributed to all labs

e Serum to be measured
A: Vial 1 in two-fold serial dilutions (1:50 — 1:800) — assay linearity
B: Both vials 16-times at 1:50 dilution — intra-assay variance




ACPA Standardisierung ¢ ¢z

Intra- and Inter-Assay Varianz coremean raimm
. Standardisation Initiative
des anti-CCP ELISAs B
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Overall results of both vials (mean + SD):
419 + 53 U/ml




Autoantikorper ENSI]

Hohe Spezifitat-geringe Sensitivitat ;‘;’;;’;,‘z;:sﬁi;;“jﬁ'ﬁ
Antigen Diagnose Pravalenz
dsDNA SLE 40-60%
Sm SLE 10-15%
ribosomales RNP SLE 5-7%
Ro (60 kD) SLE 50-60%
Topoisomerase | Sklerodermie 25-40%
RNA Polymerase Il Sklerodermie 8-15%
Zentromer (CENP-B) Sklerodermie (lim.) 70-90%
His tRNA Synthetase (Jo1l) PM/DM 25-30%
Proteinase 3 M. Wegener 80-90%
ACPA (anti-CCP) RA (Frihphase) 45-55%
Rheumafaktor RA (Frihphase) 50-60%




Probleme der Myositis Serologie GASr‘
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Myositis-spezifische AK  Myositis-assoziierte AK

« tRNA Synthetasen * Ku
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Autoantikorper bei Myositis £ e

Diagnostische und prognostische Marker coemean i

_Ghirardello A, Doria A. Autoimmunity 2006 SRS RN

Gesamt PM DM

n=99 n=39 n=40

Anti-Jo-1 27 41 10
Anti-ARS non Jo-1 8 5 5

Anti-Mi-2 14 3 36
Anti-SRP S 10 2
Anti-Ku 3 - -
Anti-PM/Scl 3 - -
Anti-ULIRNP 4 3 2

Anti-Ro/SSA 23 17




Nachwels von Polymyositis Antikorpern
mittels Dot/Line Blots EAS‘\

European Autoimmunity

AlphaDla, D-tek’ Eur()lmmun’ Orgentec Standardisation Initiative

 Antigene
tRNA Synthetasen: Jo-1, PL-7, PL-12
Mi-2
SRP
PM/Scl
Ku

« Probleme
Qualitativer Test (Cut-off nicht genau definierbar)
Keine Referenzseren
Ergebnis stimmt nicht immer mit IIF Gberein
Bestatigende Tests (Immunoblot, ELISA) selten moglich

 LOsung (vorlaufig)
Testsysteme von zwei Herstellern verwenden




Autoantikorper zur Fruhdiagnostik Yo
der Rheumatoiden Arthritis EG;,A;.‘W

I Standardisation Initiati
Nell et al, Ann Rheum Dis 2005 Ao aihaave

Krankheitsdauer <3 Monate

Aggresgive Verlaufsform

RF>50 ACPA
45% 41%

28%
Milde Verlaufsform

RF und/oder ACPA: 58%
RF und/oder ACPA und/oder anti-RA33: 70%



ldentifizierung neuer Autoantigene
ENSI

mittels Protein Macro-Arrays iyt
| Karl Skrlner’ Chanté, Berlin Standardisation Initiative

Filter mit ca 36.000 humanen Proteinen
Sera von RA Patientinnen und Gesunden
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RA Autoantikorper Screen GASI"{
Praliminare Daten Evope fuommny

187 verschiedene Proteine von gepoolten
RA Seren erkannt

 Nukleinsaure bindende Proteine 48 %

« Enzyme 9 %
« Signaltransduktionsproteine 5%
* Andere mit bekannter Funktion 23 %

e Andere mit unbekannter Funktion 15 %

Welche sind wirklich relevant?
Spezifitdat und Sensitivitdt? (5 ari7e



dentifizierung neuer Autoantigene ¢ ¢z
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d U rC h p rOteO m ISC h e Meth O d en Eumpmq Iru‘mimn!:{m'{y
Goeb et al, Arthritis Res Ther 2009 Standardisation Initiative

110 Patientlnnen mit Friih-RA und 70 Kontrollen
Zweidimensionale Immunoblots (Gesamtzellextrakte)

Candidate Antigen RA sera (%) | -
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Gleichzeitige Detektion vieler Antikorper EASH—
Luminex Bead Technologie hmadbopminlbis,

Standardisation Initiative

microspheres (5.6 pm)

mixing of
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Gleichzeitige Detektion vieler Antikorper EASH~
\

Autoantikorper Microarray (“RheumaChip”) e atoimmniy

N i i . “tandardisation Initiative
Johan Ronnelid, Universitat Uppsala

In Zusammenarbeit mit PhaDia im Rahmen des
EU-geforderten Rheumaforschungs-Netzwerks AutoCure it

. AutoCure

Standard glass slide
Several arrays per chip

Hundres of features
(antigens) per array

Microscopic dimensions

< 300 picogram antigen
per spot

2 Ul serum / test




Der RheumaChi
" " 1 p GAS’:
LArbeitsanleitung crpean Autommun

Standardisation Initiative

Prepare serum —p | Incubate sample | =——p Stain with SADb

Duration: 3 hours
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RheumaChip  gace
© S EASI
‘Validierung von Anti-CCP Eurapean Autoimmunity

Standardisation Initiative
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RheumaChip
Validierte Antigene-September 2010 twp i

ENSI

Standardisation Initiative

Validiert

CCP-1
Enolase CEP-1
Fibrinogen 36
Fibrinogen 573
Fibrinogen 591
Vimentin 60
Vimentin 2

In progress:

« RA33

e Collagen type I

o CllI-Peptides
iIncluding
citrullinated
analogues

e Enolase CEP-11
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» |ldentifizierung neuer Autoantigene
» Entwicklung von Multiparameter-Assays

» Definierung von AutoantikOrpermustern (, pattern®)
mit diagnostischem bzw. prognostischem Wert

» Pra-Diagnostik
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