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Dr. S. (Sharon) Veenbergen Immuundiagnostiek bij kinderen

met verdenking op systemische

) ) auto-immuunziekte: ANA en ENA
Kinderreumatoloqgie:

Dr. S.S.M. (Sylvia) Kamphuis (kinderreumatoloog) Deinkch preseals v sy o Immuunan anser enopend i,
waardoor het soms lastig is om een diagnose te stellen. De aanwezigheid van antinucleaire
antistoffen (ANA) kan bijdragen aan het diagnosticeren van systemische auto-immuunziekten.
Op zichzelf is het echter een aspecifieke bevinding met een brede differentiaaldiagnose. Ook bij
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Inleiding

T. (Tessa) Gosen (verpleegkundige)

worden gekenmerk:

door b van meerdere
a Erasmis MC, Aettertam €0 de aanwezigheid van autaantistoffen die zich niet

specifiek tegen één orgaan tichten. Ziektebeelden zoals
systemische lupus erythemarosus (SLE), syndroom van
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Uitdagingen kinderreumatoloog
Kind O tot 18 jaar
Kinderen zijn geen kleine volwassenen!

Zeldzame ziekten (jeugdreuma 1:1000, cSLE 1:10.000-100.000, ...)
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Een kijkje in de praktijk...
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Casus 1: Lisa 14 jaar

Bij de algemeen kinderarts:

Al 2 jaar pijn aan nek/schouders en knieén.
Geen ochtendstijfheid. Geen huidafwijkingen.
Wel hoofdpijn en buikpijn.

De klachten zijn niet progressief.
Schoolverzuim 1-2 x per week.

IIZQ: geen artritis, wel verhoogde spierspanning in de nek/schouderregio en enige hypermobiliteit van de
nieen.

De kinderarts vindt geen verklaring voor de klachten van Lisa, maar besluit toch maar een ANA-test in te
zetten om te screenen op ‘iets auto-immuuns’. De ANA-test is onverwacht positief...

Wat nu?
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Casus 1: Lisa 14 jaar

Verwijzing naar de kinderreumatoloog...

A+LO: dezelfde bevindingen als de verwijzend kinderarts.

De positieve ANA-test wordt herhaald omdat Lisa en haar ouders zeer verontrust zijn. De ANAis
ook hier positief, maar met een lage titer (1:160) en zonder uitsplitsing.

Aan Lisa en haar ouders wordt uitgelegd dat haar klachten niet passen bij een reumatologische
aandoening. De positieve ANA is aspecifiek en wordt aldus genegeerd.

Diagnose: ‘ALK’* en verwijzing naar kinderrevalidatie ivm inmiddels toenemend schoolverzuim

*Aanhoudende Lichamelijke Klachten
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ANA positiviteit bij kinderen

auto-immuunziekten, systemisch

SLE

medicatie geinduceerde LE*

MCTD
sjigrensyndroom

juveniele systemische sclerose
JIA (alle) ! oligoarticulaire J1A

DM

auto-immuunziekten, orgaanspecifiek
autg-immuun hepatitis
auto-immuun schildklierziekten®

infecties
EBW*=
HIv*
TBC*®

maligniteiten

non-hodgkinlymfoom™®

AMA-positiviteit

g7-100%

>99% 5-18% van de gezonde

>07%
. kinderen is ANA positief
39% [ 7o-80%
40-63%

A44-62%
35-45%

44-66%
21-23%
24-33% “Wolwassenstudies, **Kinder-/volwassenenstudies
EBV epstein-barrvirus, HIV Humaan Immunodeficiantie

26% Virus; JOM Juveniele Dermatomyaositis; JIA Juveniele Idio-

kinderen
volwassenen®

Qezon de personen

pathische Artritis; LE lupus erythermatosus; MCTD Mixed
Connective Tissue Disease; 5LE Systemische Lupus Erythe-
matosus; TBC Tuberculose

Verkaaik en Veenbergen et al. Immuundiagnostiek bij kinderen met verdenking op systemische auto-immuunziekte: ANA en ENA.
Praktische Pediatrie okt 2024.
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Follow-up bij positieve ANA?

Cabral et al (1992): 3¢ lijns setting, follow-up mean 61 mnd (range 13 tot 138 mnd)

n =108
kinderen met

n=21 n=0

ANA persisterend reumatologische
positief systeemziekte

n = 24 (22%)

musculoskeletale ANA positief
pijnklachten

Deane et al (1995): 3¢ lijns setting, follow-up mean 37 mnd

n = 500 n = 31 (27%)

_ n=1
kinderen verwezen n =113 (23%) geen

auto-immuun
hepatitis

naar ANA positief reumatologische
kinderreumatoloog diagnose

Cabral DA, Petty RE, Fung M, Malleson PN. Persistent antinuclear antibodies in children without identifiable inflammatory rheumatic or autoimmune disease. Pediatrics. 1992;89(3):441-4.
EE N
mm m Deane PM, Liard G, Siegel DM, Baum J. The outcome of children referred to a pediatric rheumatology clinic with a positive antinuclear antibody test but without an autoimmune disease.
Pediatrics. 1995;95(6):892-5.



Take home messages (casus 1)

Vraag alleen een ANA-test aan bij een klinische verdenking op een
systemische auto-immuunziekte en niet om te screenen op ‘iets auto-
immuuns’

Een lage titer ANA (<1:160) met een negatieve ENA is op zichzelf een
aspecifieke bevinding met een brede differentiaal diagnose en kan ook b
gezonde kinderen worden gevonden

Erasmus MC
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Casus 2: James 10 jaar

Sinds 6 weken pijnklachten gewrichten (enkels, knieén, ellebogen) en vermoeid.
Afkomst: moeder Cambodja, vader Curacao.

Bij algemeen kinderarts
LO: artritis re enkel
AO: ANA positief, ENA negatief, Anti ds DNA (kwalitatief) positief, anti ds DNA ELISA volgt

Met werkdiagnose SLE verwezen naar kinderreumatoloog...
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Casus 2: James 10 jaar

Bij de kinderreumatoloog:
LO: artritis rechter enkel

Conclusie dossier: "SLE, met monoartritis enkel rechts, ANA pos, anti ds DNA pos
lab alhier volgt nog, maar hiermee nog niet aan classificatie criteria voldoend

gezien anti ds DNA met zekerheid wel SLE”

Beleid: NSAID gecontinueerd, ziekte uitleg werd gegeven

Bij controle na 6 weken: idem, bijstart hydroxychloroquine. Bloed en urine werden ingezet.
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Casus 2: James 10 jaar

Controle 3 mnd na start hydroxychloroquine:

Gaat alleen maar slechter

Bij LO nu een polyartritis

Uitslagen EMC: ANA neg, antidsDNA 1.5 IU/mL (neg)

Conclusie dossier: “Werkdiagnose aangepast van SLE naar
polyarticulaire JIA

Bij herhaling van auto-immuunserologie alhier bleek James ANA neg en
antidsDNA neg. Aldus nu alleen sprake van polyartritis, zonder aanwijzingen bij
anamnese/lichamelijk onderzoek of serologisch voor systeemziekte.

Wijziging behandeling: stop hydroxychloroquine, start MTX met prednison
bridging”
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(nog niet gepubliceerde data)

Diagnostic Accuracy and Clinical Utility of
FEIA and CLIFT anti-dsDNA assays In
Childhood Onset Systemic Lupus
Erythematosus

(FEIA = Fluorescence Enzymatic ImmunoAssay; CLIFT = Crithidia Luciliae
Immunofluorescence Test)

M Verkaaik * (m.verkaaik@erasmusmc.nl), J Postmes !, MJ Wahadat?!, A Mubarak !, M Gruijters*, A van Dijk-Hummelman?,
SJM Bakx !, M Schreurs?, S Veenbergen?, S Kamphuis®

1 Department of Pediatric Rheumatology, Erasmus University Medical Center, Rotterdam, The Netherlands

2 Laboratory Medical Immunology, Department of Immunology, Erasmus University Medical Center Rotterdam, The

Netherlands
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Achtergrond en onderzoeksvraag

CSLE: 50-70% heeft anti-dsDNA antistoffen

Veel verschillende detectiemethoden: FEIA, CLIFT, Farr, (...)
Screenings assays: hoge sensitiviteit, maar hoe zit het met specificiteit?
Volwassenen vs kinderen

Onderzoeksvraag:

Wat is de diagnhostische waarde van de FEIA anti-dsDNA test en een
gecombineerde FEIA / CLIFT aanpak bij kinderen met cSLE?
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Methode

Retrospectieve Cohort Studie in het Erasmus MC

Alle kinderen (£ 18 jr)
met verdenking auto-immuunziekte
bij wie een anti-dsDNA test (FEIA*) werd verricht tussen dec 2018 en dec 2022

Bij kinderen met een ‘borderline’ (10-15 IU/mL) of ‘positieve’ FEIA (=215 IU/mL) werd een
aanvullende CLIFT verricht

‘Gouden standaard’ = klinische diagnose cSLE gesteld door een kinderreumatoloog

*
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Resuitaten

Baseline characteristics

CSLE Patients (n = 57)

Control group (n = 380)

Sex Female (n (%)) 50 (88%) 249 (66%)
Age (years) (median (IQR)) 14.5(11.9-15.9) 11.9 (8.4 —15.2)
Ethnicity (n (%))
White 22 (39%) (not available)
Black 9 (16%)
Asian 8 (14%)
Hispanic 2 (4%)
Mixed 8 (14%)
Missing data 8 (14%)
Lupus nephritis (n (%))
Biopsy-proven lupus nephritis 12 (21%) (not available)
No biopsy-proven lupus nephritis 45 (79%)
Laboratory characteristics
ANA
Positive 55 (96%) 138 (36%)
Negative 2 (4%) 242 (64%)
ENA
Anti-SSA/Ro 22 (39%) (not available)
Anti-SSB/La 9 (16%) (not available)
Anti-RNP 20 (35%) (not available)
EEEEEEEEEEEEEEEEEEENI Anti-Sm 11(19%)
EEEEEEEEEEEEEEEEEERI] Anti-ribosomal RNP 15 (26%)
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Resuitaten

FEIA cut-off >15 IU/mL:

Meer fout positieve controles dan

Distribution of EliA anti-dsDNA test results
(n=437)

terecht positieve cSLE patiénten!!
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Resuitaten

Fout positieve resultaten verminderen (hogere PPV):
1. Gecombineerde methode FEIA + CLIFT
2. FEIA cut-off =2 40 /1U/mL

Diagnostic accuracy EliA >15 IU/ml + EliA>40 IU/ml +
EliA and combined EliA >15 1U/ml EliA >40 IU/ml INOVA CLIFT INOVA CLIFT
EliA/ INOVA CLIFT (n=437) (n=437) positive positive
approach (%, (95-Cl)) (n=391) (n=391)
Sensitivity 43.9 (30.7 - 57.6) 38.6 (26.0—-52.4) 44 4 (255 —64.7) 40.7 (22.4-61.2)
Specificity 95.0 (92.3 —97.0) 98.7 (97.0 - 99.6) 99.5(98.0 -99.9)  99.7 (98.5 —100.0)
PPV 43.8 (30.4 —58.1) 75.0 (50.9—-89.7) 85.7 (57.2 —98.2) 91.7 (61.5 - 99.8)
{ ) ( ) ( )

NPV 96.4 (94.7-97.5 96.0(94.5-97.1 96.0 (935 -97.8 95.8(93.2 - 97.6)
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Take home messages
(casus 2 + studie)

Er zijn veel anti-dsDNA detectiemethoden met elk hun eigen sensitiviteit en
specificiteit

De FEIA is een geschikte anti-dsDNA screeningstest voor cSLE
(specificiteit 95%)

Voorzichtigheid is geboden bij interpretatie van een positieve FEIA uitslag
(215 IU/mL) vooral bij lage titers (<40 1U/mL)

Het aantal fout positieve uitslagen kan worden gereduceerd door een
gecombineerde aanpak FEIA + CLIFT

EEEEEEEEENEEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER Erasmus MC
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Casus

Blanco voorges

Paar maanden
wisselend bloed

Via Amphia overplaatsing naar ICK ivm: ernstige anemie met oxygenatiestoornissen

Samengevat:

- hemolytische anemie Hb 2.5, Coombs 3+

- koorts, laag CRP, BSE 140

- nodulaire afwijkingen op X-thorax

- glomerulonefritis met hematurie (cilinders en dysmorfe ery's) + proteinurie EKR 188
- sterk verlaagd complement C3 0.27 (ref 0.8-1.6) en C4 0.02 (ref 0.2-0.5)

Erasmus MC
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Casus 3: Welke diagnostiek en DD?

Infectieus: atypische luchtweginfectie?, Tuberculose?
Toxisch: vapen? (longen)

Auto-immuun: anti-GBM (Goodpasture), ANCA-geassocieerde vasculitis, cSLE, ...
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Casus 3: Kimberly 13 jaar

— icc kinderreumatologie: anti-dsDNA met spoed ingezet en sterk positief (1440)
(anti-PR3/MPO en anti-GBM waren al met spoed ingezet en negatief bevonden)

Diagnose: childhood onset SLE (cSLE)

Criteria:
= Kilinisch: vlinderexantheem, aften, haaruitval, nefritis, hemolytische anemie

» Immunologisch: ANA pos (1:1280), antidsDNA pos, anti-Sm pos, anti-RNP pos, complement
verbruik, positieve Coombs test
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Classificatie criteria SLE < cciciaon)

Ten minste vier criteria: minimaal één klinisch criterium en minimaal één immunologisch criterium

Klinische criteria Immunologische criteria

1 Acute cutane lupus 1 ANA
Subacute cutane lupus 2 Anti-ds-DNA ;

2 Chronische cutane lupus 3 Anti-Sm N

3 Slijmvlieszweertjes (ulcera of aften) 4 Antifosfolipidenantistoffen ;; 

4 Niet-verlittekende alopecia 5 Complementverbruik

S Al @ g E 6 Positieve directe Coombs reactie

6 Pleuritis zonder hemolyse
Pericarditis ]

7 Nierafwijkingen J

8 Neurologische problemen

9 Anemie

siiiannay 10Leukopenie U LR ey

11 Trombocytopenie



Childhood onset SLE (cSLE)

15-20% van alle SLE patiénten 40 S
Em Damage

Prevalentie 3-24 per 100.000 kinderen
F:M =4:3-4:1 (aSLE 9:1)

Ernstiger ziektebeeld dan bij volwassenen:
Hogere ziekte activiteit
Vaker nefrologische en CZS betrokkenheid
Vaker anti dsDNA, ACL; minder vaak RF
Monogenetische oorzaken?

Number of patients

20-jaars overleving 90%; gemiddelde levensverwachting 54 jaar

Levenslange ziekte met grote impact op kwaliteit van leven
Tijdige herkenning en diagnose van groot belang!

Yee CS, Su L, Toescu V et al. Birmingham SLE cohort: outcomes of a large inception cohort followed for up to 21years. Rheumatology 2015;54:83643.

Groot N, Shaikhani D, Teng YKO, de Leeuw K, Bijl M, Dolhain RJIEM, Zirkzee E, Fritsch-Stork R, Bultink IEM, Kamphuis S. Long-Term Clinical Outcomes in a Cohort of Adults With Childhood-Onset Systemic Lupus
Erythematosus. Arthritis Rheumatol. 2019 Feb;71(2):290-301.

Livingston B, Bonner A, Pope J. Differences in autoantibody profiles and disease activity and damage scores between childhood- and adult-onset systemic lupus erythematosus: a meta-analysis. Semin Arthritis Rheum. 2012
Dec;42(3):271-80.



Auto-antistof ontwikkeling SLE

A Diagnosis
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snsEEsEEEEEEEEEEE Arbuckle MR, McClain MT, Rubertone MV, Scofield RH, Dennis GJ, James JA, Harley JB. Development of autoantibodies before the

ANA, anti-SSA/B, APL al
jaren voor diagnose

Anti-Sm, anti-RNP:
maanden voor diagnose

anti-dsDNA: maanden tot
jaren voor diagnose

Erasmus MC
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Auto-antistof ontwikkeling SLE
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de Leeuw K, Bungener L, Roozendaal C, Bootsma H, Stegeman CA. Auto-

FENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEmEmEmEmEmmm antibodies to double-stranded DNA as biomarker in systemic lupus

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE EEEE EE erythematosus: comparison of different assays during quiescent and active

disease. Rheumatology (Oxford). 2017 May 1;56(5):698-703.



Take home messages (casus 3)

Kinderen zijn geen kleine volwassenen
cSLE ernstiger fenotype dan aSLE

Verschillen in kliniek en antistofprofielen
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Casus: 4 Alice 13 jaar

Sinds 3 mnd huidafwijkingen, extreme haaruitval

Daarna: vermoeidheid, koorts, gewichtsverlies (-5 kg), extreme spierpijn / gewrichtspijn met
ochtendstijfheid, buikpijn.

LO:

Erg bleek en vermoeid meisje

Evidente huidafwijkingen

Opvallende alopecia

Milde proximale spierzwakte MRC 4/5 (antalgisch?)
Geen artritis

EEEEEEEEENEEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER Erasmus MC



Erasmus MC




Erasmus MC




Casus 4: Alice 13 jaar

Verdenking JDM, DD SLE

Klinisch: huid, spier (MRI: myositis), nier (proteinurie EKR 60),
ASAT>>ALAT, milde pancytopenie (met hoog ferritine, DD
macrofagen activatie)

Immunologisch: ANA pos 1:640, nucl homogeen (antidsDNA en ENA neg;
RF neg)

- myositis blot: antiMDAS antistoffen positief - JDM

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII Erasmus MC
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Juveniele dermatomyositis (JDM)

De meest voorkomende (80%) juveniele Idiopathische Inflammatoire Myopathie (jlIM)
Prevalentie 2 per 100.000 kinderen
Gemiddelde leeftijd bij diagnose 7.4 jaar

JDM = proximale spierzwakte + typische huidafwijkingen in een kind
20-30% monofasisch, 20-30% relapsing-remitting, 50-60% chronisch beloop

60% heeft myositis specifieke antistoffen (DM: 20-50%)

Antistofprofielen verschillen t.o.v. volwassenen: 0.a. geen associatie met maligniteit bij kinderen
met TIF1ly, NXP2, Mi-2

mEE Pgpadopoulou C, Chew C, Wilkinson MGL, McCann L, Wedderburn LR. Juvenile idiopathic inflammatory myositis: an Eragpmus MC

update on pathophysiology and clinical care. Nat Rev Rheumatol. 2023 Jun;19(6):343-362.



JDM MDAS+

6-38% van de JDM patiénten

Weinig of geen spierbetrokkenheid

Karakteristiek: huid, ulceraties (huid en slijmvliezen), constitutionele symptomen (koorts,
gewichtsverlies), artritis en ILD.

Risico op snel progressieve ILD: zeldzaam, kind << volwassenen, vnl ZO-Azié (Japan)
= plasmaferese indicatie?

Sterk verhoogde IFN-1 expressie

EEEEEEEEENEEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER Era/gmusN,C
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Take home messages (casus 4)
JDM is vaker MSA+ dan DM
Het klinisch beeld per MSA is vergelijkbaar met dat bij volwassenen

Belangrijke uitzondering: géén associatie met maligniteit bij kinderen met
TIF1y, NXP2, Mi-2

EEEEEEEEENEEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER Erasmus MC
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Casus 5: Sander 13 jaar

Sinds 6 mnd Raynaud en verminderde conditie / snel buiten adem tijdens sporten
Sinds 3 mnd pijn aan polsen en enkels, soms ook dik

— > i
-

Ook opvallend: ‘opgezwollen vingers’ | @ ¢ ' g o

LO:
vermoeide jongen
artritis beide polsen

‘puffy fingers’ / r
nagelriemcapillaroscopie fors afwijkend

geen spierzwakte (wel spierpijn tijdens inspanningstest)

Erasmus MC
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Casus 5: Sander 13 jaar

Aanvullend onderzoek:
BSE 24, transaminase stijging (ASAT 109, ALAT 75) en CK 1310.

Serologisch een sterk positieve ANA (titer >1:10.000) met positieve antiRNP70 en anti-U1-RNP
antistoffen.

Diagnose: Mixed Connective Tissue Disease (MCTD)

Aanvullende screening bij diagnose:
- Geen cardiale betrokkenheid

- Geen pulmonale betrokkenheid (?)
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5 jaar later...
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MCTD bij kinderen

Jaarlijkse incidentie volwassenen 2 per 100.000
25% begin op kinderleeftijd, F:M = 6:1, gemiddelde leeftijd 11 jaar

Nauwelijks publicaties over kenmerken, uitkomst en behandeling bij kinderen
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Take home messages

Systeemziekten bij kinderen zijn zeldzaam

Vaak een ander fenotype (genetisch?) dan volwassenen zowel qua kliniek
als qua antistofvorming

Dus wees voorzichtig met interpretatie van volwassen data

Kinderen zijn geen kleine volwassenen
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Vragen?
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EULAR/ACR criteria SLE (2019)

New EULAR/ACR criteria for the classification of SLE
T P ot

Constitutional domain Antiphospholipid antibody domain

Faver 2 Anticardiolipin IgG > 40 GPL 2
Cutaneous domain or anti-B2GP1 igG > 40 units

Non-scarring alopecia 2 or lupus anticoagulant

Oral ulcers 2

Subacute cutaneous or discoid lupus 4 Complement proteins domain

Acute cutaneous lupus 6 Low C3 orlow C4 3

ynovitis or tenderness in at least 2 joints hly's e ontibodies domain
Ncotir'pbgk domain 2 Anti-dsDNA antibody 6
irlum o :

Psyct 3 Anti-Sm antibody 6

Seizure 5

Pleural or pericardial effusion S v duslﬁatlon criteria are not dlunoals criteria

Acute pericarditis 6 i

v All patients classified as having SLE must have ANA = 1:80 (entry criterion)

Mtzz:,‘:gf: J 3 ¥ Patients must have 2 10 pointsto be classified as SLE

Thrombocytopenia 4 v PO i "

Autoimmune hemolysis 4 Items can only be counted for classification if there is no more likely cause

7, : ? g

By Only the highest criterion in a given domain counts

Proteinuria> 0.5 g/24 hr 4 v SLE classification requires points from at least one clinical domain

Class |l or V lupus nephritis 8

Class i1l or IV lupus nephritis 10 @Lupusreference
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Sharp (10)

Serologic:
Anti-U1-snRNP >100 U/ml
Anti-Sm negative

Clinical:
24 of the following:

« Severe myaositis

+ Pulmonary involvement
(DLCO <70% or PH)

« RP or esophageal
dysmotility

= Swollen hands or
sclerodactyly

Classificatie criteria MCTD

Alarcon-Segovia and
Villareal (12)

Serologic:
Anti-U1-snRNP >100 U/ml

Clinical:
23 of the following:

« Edema of the hands

» Synovitis*

» Myositis* (laboratory of
biopsy proven)

« RP

« Acrosclerosis

*either synovitis or myositis
is mandatory
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