Aus der Klinik fur Rheumatologie und Immunologie

der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Die Rolle von Plasmablasten mit einem mukosalen

Phanotyp als Biomarker bei Systemischer Sklerose

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Georg Tilgner

aus Berlin

Datum der Promotion: 05.03.2021



Inhaltsverzeichnis

Lo 1L E3 L= 4= [od 1 T T 2

ADBKUrzuNGSVerZEICANIS. ........cceeeeeeeeeeeeeeeeee et s s n s s s r s s s n e mms s n e nnnmmnas 4

AbbildUNGSVEIrZEICANIS. ...ttt r e r s r s n e nenmnnas 5

LI o= =T V=T 4= (o 1] RN 8

1 ZUSamMMENTaSSUNG .......ccceeeemiiiiiiiiiiiiiiiciiisssssssnnnnneeeessss s s s essssssssssssssssssssssssnnnnsnnnnnnnes 9

B = 1] (=1 {7 o R 12

21 Systemische SKIErose..........ccoiiieimnr 12

D220t I = o116 [T o ¢ o] (oo [ TSR PPPPRR 12

2.1.2  KIGSSIfIKAtION .....cei e r e e e e e e e e e e e r e e e e e e e e e nranaeees 12

213 SYMPIOMALIK ... e e e e eeeeaae 13

2.1.3.1 FrUNSYMPIOME ...coiee e e e e 13

2.1.3.2 i = 1 PSRRI 14

D2 I TR T O o T 1= S PSR 15

D2 I 2 S ¥ [T T PSR 15

2.1.3.5  Gastrointestinaltrakt.............ooooiiiiiiii e 15

2.1.3.6 1T PSR 16

Dt S B 1= To | Lo = i SRR PPPPRR 16

D2t IS T 1 =T =T o= SRR UPPPRR 17

2.2 PathomechaniSmus.........ccccc e e 18

D T = Y {1 o RSO 19

A 4~ Y =Y o TSSO 23

2.2.3  RegulatoriSChe T-ZEIIEN .........ooo it e e e ee e 25

B S 1 o 1Yo SRRSO 25

2.3 Marker mukosaler Immunreaktionen............ccoovvviiiiiiircssssssss s 26

24 Fragestellung ... 27

S O =1 (=T g =T I To Lo [ 1=1 1 g o To L= o 1 28

31 1 L=Y o 3 T o (= o T 28

3.1.1  DUrchflUSSZYtOMELIIE ..o e e e e 28

3.2 StUdIENAESIgN.....eeeiiii i —————— 30

3.2.1  Patienten und KONTIOIEN ... e e e e e e e reeeaaeae e s 30

3.2.2 Durchfihrung durchflusszytometrischer AnalySen ..........ccccoooiiiiieiiiie e 31

3.2.3 Durchflusszytometrisches Analyse-Strategie (Gating) ..........coooceieiiiiiiiii e, 35

3.2.4  StatistiSChe ANGIYSE ...ooiiiiiiee e e 37

T = (o T=] o T ] - 38

4.1 Patientencharakteristika............ccccce e —————— 38
4.2 Die absolute Anzahl der einzelnen B-Zell Subpopulationen ist im peripheren

Blut von SSc-Patienten vermindert ............ccco oo 39

4.3 Patienten mit SSc haben prozentual mehr IgA-positive Plasmablasten im
pPeripheren BlUt...........o i 40

4.4  Erhohte relative Expression von dem mukosalen Adhdsionsmolekiil asB7-
Integrin auf Plasmablasten von SSc- Patienten..........cccceeevieiiie e ee s e s e s s e e e e 40

4.5 Die verringerte absolute Anzahl von B-Zell Subpopulationen ist mit pulmonalen
Krankheitsmanifestationen assoziiert...............ooicccciir e 41



4.6 Die nach B-Zell depletierender Therapie verbleibenden Plasmablasten/zellen

von SSc-Patienten weisen einen mukosalen Phanotyp auf...........ccccccvimnnnicccenennn, 44
4.7 Unter den Patienten mit SSc haben vor allem die Patienten mit pulmonaler
Beteiligung eine verringerte absolute Anzahl an T-Zellen ........ccccooveirrirrrcrrccsrccssccssccennes 45
4.8 Im Vergleich von naiven- und Gedachtnis-T-Zellen zeigen sich keine
quantitativen Veranderungen zwischen gesunden Probanden und SSc-Patienten...... 49
LI 1= 7 =] o Y 50
(I 1 (=Y 1 ([ QY=Y 4= o3 1 1 61
7 Eidesstattliche VersiCherung .............cocoveeeeevvviiiismmmmmmsneeesssssssssssssssssssssssssssssssnnas 76
8 Anteilserkldrung an erfolgten Publikationen .................ccouummeeeeemeeiiieeessssisisnnnnnns 78
LT o 1= L] I 1 1 79
(DT T4 €T o [V o 81



Abkurzungsverzeichnis

A

ACR American College of
Rheumatology

AMA Antimitochondriale Antikdrper

ANA Antinukleare Antikorper

APRIL A proliferation inducing ligand

B

BAFF B cell activating factor

BD Becton Dickinson

BSA Bovines Serumalbumin

BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit

C

CCR10  C-C chemokine receptor type
10

CD Cluster of differentiation

CRP C-reaktives Protein

CT Computertomographie

D

DAPI 4°,6-Diamidin-2-phenylindol

dSSc Diffuse Systemische Sklerose

DNSS Deutsches Netzwerk flr
Sklerodermie

DRFZ Deutsches
Rheumaforschungszentrum

E

ESC European Society of Cardiology
ESR European Respiratory Society

EULAR European League against
Rheumatism

F

FACS Fluorescence-activated cell
sorter

G

GAVE Gastric antral vascular ectasia
H

HD  Gesunder Proband (engl. healthy
donor)

|
IgA Immunglobulin A

IL Interleukin
L
ISSc  Limitierte Systemische Sklerose
M

MFI Mittlere Fluoreszenzintensitat

mmHg Millimeter Quecksilbersaule

mRSS modified Rodnan skin
score

N

n Anzahl

NT-proBNP N-terminale pro Brain
natriuretic peptide

P

PAH Pulmonale Hypertonie

PB Plasmablasten

PBC Primar biliare Zirrhose

PBMC Monukleare Zellen des

peripheren Blutes (engl. peripheral
blood mononuclear cells)
PBS Phosphatgepufferte Salzlésung
PDGF Platelet derived growth factor

PF Lungenfibrose (engl. pulmonary
fibrosis)

R

RA Rheumatoide Arthritis

RTX Rituximab

S

SD Standardabweichung

SIBO Small intestinal bacterial
overgrowth

SLE Systemischer Lupus
Erythematodes

SpO2 Pulsoxymetrisch gemessene
Sauerstoffsattigung

SSc Systemische Sklerose

T

TGF-B Transforming growth factor 3

TNF Tumornekrosefaktor

Tregs Regulatorische T-Zellen



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 - Veranderung der B Zell Homdostase bei Patienten mit SSc in Form einer
erhohten Frequenz naiver B-Zellen und einer verringerten Frequenz an Gedachtnis
B-Zellen und Plasmablasten; modifiziert nach: Sato S, Fujimoto M, Hasegawa M,
Takehara K, Tedder TF. Altered B lymphocyte function induces systemic

autoimmunity in systemic sclerosis. Molecular Immunology. 2004 Nov;41(12):1123—

Abbildung 2A - Prinzipskizze der durchflusszytometrischen Zellanalyse, genaue
Beschreibung siehe Text; aus (133) (verandert).........ccccoooeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 29

Abbildung 2B - Schmatische Darstellung der durchflusszytometrischen Farbung zweier
Parameter auf Zellen mit entsprechenden Antikdrpern und deren Darstellung im
zweidimensionalen Punktfeld-Analysegraphen; nach: Hoyer, Bimba Franziska.

Lebensdauer autoreaktiver Plasmazellen in einem Lupus-Maus-Modell (134)

Abbildung 3 - Exemplarisches B-Zell-Gating der Oberflachenfarbungen. Zelldubletten
wurden anhand ihrer Laserstreuungseigenschaften exkludiert. Anschliel3end
wurde ein Gate auf CD19+CD3-CD14- B-Zellen gelegt, die als Grundlage der
weiteren B-Zell- Analysen fungierten. CD19-negative Zellen wurden nicht
miteingeschlossen, da die CD19-negativen Plasmazellen im Blut deutlich

seltener sind als im Knochenmark

Abbildung 4 - Exemplarisches Gating der IgA+ Plasmablasten (intrazellulares Panel). B-
Zellen wurden anhand ihrer CD19 Expression selektiert. Anschlieltend wurde ein
Gate auf CD20-CD27+ Plasmablasten gelegt. Innerhalb dieser Plasmablasten
wurden IgA+ und IgA- Plasmablasten histogrammbasiert differenziert .............. 35

Abbildung 5 - Exemplarisches Gating der naiven und Gedachtnis-T-Zellen.
Zelldubletten wurden anhand ihrer Laserstreuungseigenschaften exkludiert.
AnschlieRend wurden CD3+ CD4+ T-Zellen selektiert, anhand derer dann
CD45RA positive naive T-Zellen und CD45R0O positive Gedachtnis-T-Zellen

DESHIMIME WUIABN .o e e e 36



Abbildung 6 - Exemplarisches Gating der regulatorischen T-Zellen. Zelldubletten
wurden anhand ihrer Laserstreuungseigenschaften exkludiert. In Folge dessen
wurden CD3+ CD4+ T-Zellen selektiert und innerhalb dieser Zellpopulation ein
Gate auf die FoxP3+ regulatorischen T-Zellen (Treg) gelegt ... 37

Abbildung 7 - Vergleich der absoluten und relativen Anzahlen der B-Zellen insgesamt
(A), CD20+CD27- naiven B-Zellen (B), CD20+CD27+ Gedachtnis B-Zellen (C)
und CD20-/geringCD27hoch Plasmablasten (D) zwischen gesunden Probanden
(healthy donors, HD) und Patienten mit SSc (Systemic Sclerosis, SSc) ............ 39

Abbildung 8 - Relative und absolute Anzahlen IgA-positiver Plasmablasten. Erhdhter
relativer Anteil IgA-positiver Plasmablasten in Blutproben von Patienten, die an

SSc erkrankt sind. Diese Analysen basieren auf den intrazellularen Farbungen

Abbildung 9 - Relative Haufigkeiten von CCR10 und a437-Integrin positiven
Plasmablasten/Zellen im Vergleich zwischen gesunden Probanden (healthy
donors, HD) und Patienten mit SSc (Systemic Sclerosis, SSC) .......ccccccvvveennnnn. 41

Abbildung 10 - Vergleich der absoluten Anzahlen der B-Zellen insgesamt (A),
CD20+CD27- naiven B-Zellen (B), CD20+CD27+ Gedachtnis B-Zellen (C) und
CD20-/geringCD27hoch Plasmablasten (D) zwischen gesunden Probanden und
den untersuchten SSc-Patienten, aufgeteilt nach dem Vorhandensein bzw. Nicht-
Vorhandensein einer pulmonalen Hypertonie (PAH) und einer Lungenfibrose
[ d 3 TSP PPERPRPRR 42

Abbildung 11 - Vergleich der relativen Anteile von IgA-positiven Plasmablasten zwischen
gesunden Probanden (Healthy Donors, HD), SSc-Patienten mit Lungenfibrose
(pulmonary fibrosis, PF) und ohne Lungenfibrose (N0 PF) .........cooooiiiiiiiiiiinns 43

Abbildung 12 - Subanalysen der relativen Anteile von asB37-Integrin positiven
Plasmablasten an allen Plasmablasten von gesunden Probanden und Patienten
mit SSc aufgeteilt in Patienten mit pulmonaler Hypertonie (PAH) und
Lungenfibrose (pulmonary fibrosis, PF) A, Die generelle relative Expression von
asPB7-Integrin war statistisch signifikant erhdht bei Patienten mit pulmonaler
Beteiligung in der Form von pulmonaler Hypertonie oder Lungenfibrose B, Die
relative Expression von asp7-Integrin auf IgA-positiven Plasmablasten ist ebenfalls
signifikant erhdht bei Patienten mit pulmonaler Beteiligung in der Form von

pulmonaler Hypertonie oder Lungenfibrose ..........ccccccoovvveviiiiiiiiiiciieeee e 44



Abbildung 13 - Erhdhte Frequenz von mukosalen IgA-positiven Plasmablasten nach B-
Zell depletierender Therapie. Die relative Expression von asf7-Integrin ist auf den
verbliebenen IgA-positiven Plasmablasten von SSc-Patienten nach der Therapie
mit Rituximab signifikant erhoht im Vergleich zu gesunden Probanden und SSc-
Patienten ohne Therapie mit Ritxumab im Krankheitsverlauf .............................. 45

Abbildung 14 - Absolute Mengen CD3+ T-Zellen im Vergleich gesunder Probanden mit
SSc-Patienten bzw. deren Subformen (A) und den einzelnen pulmonalen
Krankheitsmanifestationsgruppen (B). Alle untersuchten Patientengruppen wiesen
signifikant weniger T-Lymphozyten auf als die gesunde Kontrollkohorte ............ 47

Abbildung 15 - Absolute Mengen CD4+ (A,B) und CD8+ (C,D) positiver T-Zellen im
Vergleich gesunder Probanden mit SSc-Patienten bzw. deren Subformen (A,C)
und den einzelnen pulmonalen Krankheitsmanifestationsgruppen (B,D). Bis auf
die Gruppe der dSSc-Patienten mal3en wir in allen untersuchten Patientengruppen
signifikant weniger CD4+ bzw. CD8+ T-Lymphozyten als in der gesunden
(0Ce] g1 1o]11(e] o] o (= PP 48

Abbildung 16 - Relative Haufigkeiten naiver- (A) und Gedachtnis- (B) T-Zellen. In der
Analyse beider Zellpopulationen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen gesunden Probanden und den SSc-Erkrankten insgesamt bzw. deren

einzelnen ManifestationSgruppPen ..........ueeeiiiiiiii e 49



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 - Genutzte Antikdrper in der Durchflusszytometrie. Die genutzten
monoklonalen Antikdrper in dieser Studie wurden von BD Bioscience (San Jose,
CA), Biolegend (San Diego, CA), Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach, Germany),
Merck (Darmstadt, Germany), R&D Systems (Abingdon, UK), Invitrogen
(Carlsbad, CA) und AbD Serotec (Kidlington, UK) erworben oder vor Ort im
Institut produziert und fluoreszenz-markiert (DRFZ Berlin, Deutschland) ........... 34

Tabelle 2 - Demographische und klinische Daten ..o 38

Tabelle 3 - Uberblick der festgestellten Veréanderungen im Rahmen der untersuchten

KrankheitsmanifestatioNEN .......ooviii e 50



1 Zusammenfassung

Hintergrund: Systemische Sklerose (SSc) ist eine seltene Kollagenose, die unter
anderem mukosale Organe betrifft. Der klinische Phanotyp kann stark variieren, ohne
dass bisher Biomarker fur einen bestimmten Phanotyp vorhanden sind. B-Zellen und
Plasmablasten (PBs) spielen eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der SSc, zu
erkennen an dem Vorhandensein von Autoantikdrpern und der Wirksamkeit B-Zell-
depletierender Therapien.

Mei et al. konnten anhand spezifischer Expressionseigenschaften wie der Expression
von IgA, CCR10 und asB7-Integrin - Markern mukosaler Immunreaktionen - zeigen, dass
ein grolRer Teil der menschlichen Plasmazellen im Blut ihren Ursprung in mukosalen
Immunreaktionen haben (1).

Auf diesen Markern basierend ist das Ziel unserer Studie, Veranderungen des mukosalen
Immunsystems in Zusammenhang mit Symptomen von SSc Patienten zu bringen. Ein
vermehrter Nachweis von Plasmablasten mit einem mukosalen Phanotyp bei Patienten
mit primar mukosaler Beiteiligung ware ein erster Biomarker fur diesen klinischen

Phanotyp.

Methodik: Das periphere Blut und die klinischen Daten von 49 SSc Patienten (25 mit
limitierter SSc; 20 mit diffuser SSc) wurden analysiert und mit 23 gesunden Probanden
(HD) verglichen. Die Expression von CD19, CD20, CD27, IgM, CD95, IgD, CD138, HLA-
DR, IgA, CCR7, CCR10, asB7-Integrin und CD62L, sowie verschiedene T-Zell- und
Monozytenantikorper auf mononukledren Zellen des peripheren Blutes wurden

durchflusszytometrisch untersucht.

Ergebnisse: Deutliche Unterschiede (p=0,0085) konnten bezlglich eines Anstieges der
relativen Menge IgA+ PB bei Patienten mit SSc (Median=59,3%; n=46) im Vergleich zu
den gesunden Probanden gefunden werden (Median=48%; n=23).

Interessanterweise ist dieser Anstieg bei Patienten mit Lungenfibrose (PF) (Median=66,1;
n=21) im Vergleich zu Patienten ohne Lungenfibrose (Median=57,2%; n=22, p=0,08) und
gesunden Probanden (Median=48%; n=23, p=0,0024) besonders betont.

Die relative Anzahl der mukosalen asf37-Integrin+ Plasmablasten ist deutlich hdher in der
Gruppe der SSc Patienten (median=44,65%; n=46) verglichen mit den gesunden
Probanden (Median=35,2%, n=23, p=0,0173). Auch dieser Anstieg asB7-Integrin+



Plasmablasten ist ausgepragter bei Patienten mit Lungenfibrose (Median=43,7%; n=21)
als ohne Lungenfibrose (Median=30,45%, n=22, p=0,1585) und zusatzlich bei Patienten
mit pulmonaler Hypertonie (PAH) (Median=59,9%; n=10) betonter als bei Patienten ohne
pulmonaler Hypertonie (Median=43,6%; n=33, p=0,0829).

Schlussfolgerung: Wir konnten einen Anstieg von Plasmablasten mukosalen
Phanotyps bei Patienten mit SSc demonstrieren, der teilweise mit einer pulmonalen
Beteiligung assoziiert ist. Diese Plasmablasten mukosalen Phanotyps scheinen
zusatzlich eine erhdhte Widerstandsfahigkeit gegentber B-Zell-depletierender Therapie
aufzuweisen bei nur wenigen untersuchten Patienten mit RTX-Therapie.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Plasmablasten mit einem mukosalen Phanotyp
im peripheren Blut als Biomarker fur eine mukosale/pulmonale Beteiligung der SSc
verwendet werden kdnnten. Eventuell ergeben sich Optionen z.B. fur eine Anti-Integrin-

Therapie als Therapieoption in den entsprechenden Patienten-Subgruppen.

Abstract

Background: Systemic sclerosis (SSc) is a rare connective tissue disease i.e. affecting
mucosal organs. B cells and plasmablasts (PBs) play a major role in the pathogenesis of
SSc reflected by the presence of specific autoantibodies and the efficiency of B cell
depleting therapy.

Mei et al. could show that a major part of human steady-state blood plasma cells have
their origin in mucosal immune reactions, determined by their specific expression of IgA,
CCR10 and a4B7-Integrin (1).

Based on those markers, the aim of our study is to establish a connection between
alterations of the mucosal immune system and symptoms of SSc patients. An increase
of plasmablasts with a mucosal phenotype in patients with primarily mucosal clinical

manifestations could serve as a biomarker for mucosal involvement.
Methods: Blood and clinical data of 49 SSc patients (25 with limited Systemic Sclerosis;

20 with diffuse Systemic Sclerosis) was analysed and compared to 23 healthy donors.
Expression of CD19, CD20, CD27, IgM, CD95, IgD, CD138, HLA-DR, IgA, CCRY?,
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CCR10, a4B7-Integrin and CD62L as well as several T Cell and Monocyte antibodies on

mononuclear cells of the peripheral blood was analyzed by flow cytometry.

Results: Marked differences (p=0,0085) were found showing an increased frequency of
IgA+ PBs in patients with SSc (median=59,3%, n=46) as compared to healthy donors
(median=48%, n=23). Interestingly, this increase of IgA+ PB frequency is accentuated in
patients with pulmonary fibrosis (PF) (median=66,1%, n=21) as compared to patients
without PF (median=57,2%; n=22, p=0,08) and HDs (median=48%; n=23; p=0,0024).
The frequency of PBs being positive for the mucosal marker asB7-Integrin is significantly
higher in SSc patients (median=44,65%, n=46) in comparison with healthy donors (HD)
(median=35,2%, n=23, p=0,0173). This increase of aspB7-Integrin positive PB frequency
is again more pronounced in patients with PF (median=43,7%; n=21) as compared to
patients without PF (median=30,45%, n=22, p=0,1585) and also increased in patients
with pulmonary arterial hypertension (PAH) (median=59,9%; n=10) in comparison to
patients without PAH (median=43,6%; n=33, p=0,0829).

Conclusion: We could demonstrate an increase of PBs with a mucosal phenotype in
patients with SSc that is partly associated with pulmonary involvement. PBs with a
mucosal phenotype seem to have an increased resistance against B cell depleting
therapy in only few analysed patients.

Those findings indicate that mucosal plasmablasts could serve as biomarkers for
mucosal/pulmonary involvement in SSc. The finding of a potentially pathogenically
relevant cell population might serve future therapies based on anti-integrin-therapies in

the corresponding subgroups of patients.
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2 Einleitung

2.1 Systemische Sklerose

2.1.1 Epidemiologie

Die Systemische Sklerose (SSc) ist eine relativ seltene systemische Erkrankung aus der
Gruppe der Kollagenosen. Chifflot et al. ermittelten in einer Metaanalyse eine Inzidenz
zwischen 0,06 bis 12,2/100.000 Einwohner und eine Pravalenz von 0,7 bis 48,9/100.000
Einwohner (2). Die Unterschiede der Angaben sind unter anderem durch regionale
Variationen zu erklaren. In den USA und Australien scheint es hdhere Pravalenzen als in
Europa und Asien zu geben (2). Zusatzlich zeigen sich Hinweise auf regionale
Anhaufungen von  Erkrankungsfallen (3,4). Weitere EinflussgroRen der
Krankheitspravalenz sind Alter und Ethnie (5-7).

Bezlglich der Geschlechtsunterschiede zeigt sich bei der SSc, wie bei vielen anderen
Autoimmunerkrankungen, ein deutliches Uberwiegen des weiblichen Geschlechts. Die
Auswertung einer spanischen Patientenkohorte ergab 2017, dass in dieser Gruppe
achtmal mehr Frauen als Manner betroffen sind. Zusatzlich konstatierte diese Studie
erstmals geschlechtsspezifische Prognosefaktoren (8).

Des Weiteren erhdhen einige exogene Stoffe das Risiko der Erkrankung. Eine
Metaanalyse wies beispielsweise nach, dass Siliziumdioxid, ein Mineral, mit dem Arbeiter
vieler Industriezweige in Kontakt kommen, zu einem erhdhten Risiko einer SSc-
Erkrankung fuhrt. Dieses lie} sich jedoch interessanterweise fast ausschlie8lich fur
Manner nachweisen (9).

Die um dem Faktor 3,5 im Vergleich zur Normalbevolkerung erhohte Mortalitat hat sich
zwischen 1970 und 2010 nicht signifikant verringert, wodurch die SSc weiterhin zu den
rheumatologischen Erkrankungen mit einer vergleichsweise schlechten Prognose gehort.
Kardiopulmonale Krankheitsmanifestationen stehen dabei als Todesursache im
Vordergrund (10).

2.1.2 Klassifikation

Bezuglich der Klassifikation der SSc war lange Zeit die Einteilung von LeRoy et al. aus
dem Jahr 1980 wegweisend. Sie unterschied dabei zwei grolRe

Erkrankungsuntergruppen: Zum einen die limitierte Form (ISSc- limitierte SSc), welche
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sich durch eine begrenzte Hautbeteiligung, Angiopathien, Calcinosen, 6sophageale
Beteiliung und eher pulmonale Hypertonie als pulmonale Fibrose auszeichnet. Zum
anderen die diffuse Form (dSSc- diffuse SSc), welche durch eine schnelle Fibrose der

Haut, Lunge und anderer innerer Organe charakterisiert ist (11).

Vor dem Hintergrund einer geringen Sensitivitdt der 1980 etablierten
Klassifikationskriterien, vor allem in friher SSc und der limitierten Form der SSc, wurden
2013 neue Klassifikationskriterien entwickelt. Diese entstanden aus der Zusammenarbeit
des American College of Rheumatology (ACR) und der European League against
Rheumatism (EULAR) und basieren auf der Etablierung eines hinreichenden und sieben
zusatzlicher Parameter in einem gewichteten Klassifikationsschema fur eine
Klassifikation als SSc. In der Validierungskohorte dieser neuen Kriterien konnte eine
deutliche bessere Sensitivitat und Spezifitat als in den 1980er Kriterien erreicht werden
(0,91/0,92 in den 2013 Kriterien und 0,75/0,72 in den 1980er Kriterien) (12). Weiteren
Studien gelang es, die Uberlegenheit der neuen Kilassifikationskriterien vor allem in

frihen Krankheitsstadien zu belegen (13,14).

2.1.3 Symptomatik

2.1.3.1 Friuhsymptome

Die frlhzeitige Diagnose der SSc gestaltet sich in der klinischen Praxis auf Grund der
teils unspezifischen Symptome schwierig. Daher gibt es Bestrebungen, zuverlassige
Pradiktoren der Krankheitsentstehung zu erkennen und darauf basierende
Screeningmethoden zu etablieren (15-17). Ziel ist es dabei, frihzeitig eine passende
Therapie einzuleiten, bevor es zu signifikanten Organschaden gekommen ist. Cavagna
et al. konnten 2016 zeigen, dass es eine hohe Pravalenz undiagnostizierter SSc
Patienten in einer Kohorte von Patienten mit idiopathischer pulmonal arterieller
Hypertonie gibt. Diese Erkenntnis unterstreicht die Notwendigkeit eines frihzeitigen
interdisziplinaren Angangs, um die entsprechenden therapeutischen Konsequenzen im
Falle einer SSc ziehen zu kdnnen (18,19).

Die wegweisendsten Frihsymptome sind das Raynaud Phanomen und geschwollene
("puffy“)  Finger (20). Gibt es dabei weiterhin Auffalligkeiten in der
Nagelfalzkapillarmikroskopie im Sinne eines mikrovaskularen Schadens oder

krankheitsassoziierte Autoantikdrper, sind diese in diesem Kontext als jeweils
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unabhangige pradiktive Faktoren einer Progression zur SSc zu werten (21). Es fehlt dabei
jedoch weiterhin an verlasslichen Biomarkern, welche eine Krankheitsentstehung bzw.
ein Krankheitsfortschreiten prognostizieren kénnen (22). Somit sind klinisch tatige
Rheumatologen weiterhin mit der Aufgabe konfrontiert, mit einer moglichen und in der
Literatur als "sehr frlhen SSc* bezeichneten Krankheitsform adaquat umzugehen. Bis
jetzt sind dabei im Kern engmaschige Kontrolluntersuchungen das Vorgehen der Wahl,
um eine Krankheitsentwicklung und das damit verbundene Einleiten einer Therapie zu

erkennen (23).

2.1.3.2 Haut

Die im Rahmen der SSc eintretende Fibrose der Haut ist ein zentrales
Krankheitsmerkmal. Dabei unterscheidet man klassisch zwei Muster des Hautbefalls.
Zum einen das Muster einer akral betonten, sich zentripetal bis zu den Ellenbogen/Knien
ausbreitenden Hautfibrose, welche typischerweise den Rumpf ausspart und der
limitierten SSc zugeordnet wird. Zum anderen wird eine fortschreitende Hautfibrose Uber
die Ellenbogen bzw. die Knie unter Einbezug des Rumpfes im Sinne einer diffus SSc
eingeordnet (11). Dabei gilt es jedoch zu beachten, dass die anhand der Hautbeteiligung
abgeleitete Dichotomie der Erkrankung bezuglich Krankheitslast und Prognose nur von
begrenztem Wert ist (24). Es konnte jedoch nachgewiesen werden, dass ein schnelles
Voranschreiten der Hautfibrose mit einer erhohten Mortalitédt und einem erhdhten Risiko
einer renalen Krise assoziiert ist (25). Interessanterweise ist eine fehlende Regression
der Hautveranderungen nicht mit einer schlechteren Prognose assoziiert (26).

Die selten auftretende SSc sine Scleroderma, also eine Erkrankungsform ohne
Hautbeteiligung, ist am ehesten als Unterform der limitierten SSc zu werten (27).
Weitere mogliche kutane Manifestationen sind digitale Ulzerationen, Calcinosen,
Teleangiektasien, Pruritus und Dyspigmentation (28). Die Calcinosen lassen sich
wiederum in mehrere Formen unterteilen, deren klinische Relevanz noch weiter evaluiert
werden muss (29).

Zur Evaluation und Quantifizierung der Hautfibrose ist klinisch der modified Rodnan skin
score etabliert (30).
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2.1.3.3 Organe

Die wesentlichen von der SSc betroffenen inneren Organe sind Lunge,

Gastrointestinaltrakt, Herz, sowie potenziell akut bedrohlich die Niere (31).

2.1.3.4 Lunge

Pulmonal manifestiert sich die SSc vor allem in Form einer pulmonalen Fibrose und einer
pulmonalen Hypertonie mit ihren jeweiligen potenziellen Auswirkungen. Die Patienten
werden dabei teilweise mit Dyspnoe und verminderter Belastungsfahigkeit klinisch
auffallig (32).

Die pulmonale Fibrose, auch als interstitielle Lungenerkrankung bezeichnet, ist die
haufigste Todesursache der SSc. Fur ein optimales Management dieser potenziell fatalen
Komplikation sind lungenfunktionsdiagnostische Untersuchungen und hochauflésende
Computertomographien zur Detektion und Evaluation unabdingbar (33). Versuche,
Ergebnisse der bronchoalveolaren Lavage oder das histopathologische Muster als
pradiktiven Marker zu benutzen, waren dabei nicht erfolgreich (34,35).

Pulmonale Hypertonie (PAH) im Rahmen einer SSc ist ebenfalls mit einer schlechteren
Prognose assoziiert. Mehrere Mechanismen konnen dabei Ursache der pulmonalen
Hypertonie sein. Die drei am besten Etablierten sind dabei eine Vaskulopathie der kleinen
pulmonalen Arterien, eine pulmonale Fibrose mit einhergehender pulmonaler Hypoxie
und eine Myokardfibrose mit konsekutiver linksventrikuldrer diastolischer oder
systolischer Dysfunktion (36,37). Auch hier ist die Etablierung neuer Screeningverfahren
zum friheren Erkennen einer pulmonalen Hypertonie Gegenstand aktueller Forschung
(38).

2.1.3.5 Gastrointestinaltrakt

Das gastrointestinale System ist bei mehr als 90% der Patienten betroffen und stellt somit
die haufigste organbezogene Krankheitsmanifestation der SSc dar. Dabei kann von der
Mundhdhle bis zum Anus prinzipiell jedes Organ des Gastrointestinaltraktes betroffen
sein (39).

Bereits die im orofaszialen Bereich auftretenden Veranderungen, wie Xerostomie und

Microstomie, gehen mit einer verringerten Lebensqualitat einher (40).
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Das am haufigsten betroffene Organ des Gastrointestinaltraktes bei SSc ist der
Osophagus (41). Klassischerweise kommt es zu Osophagusmotilitatsstérungen mit
einem verminderten Tonus des unteren Osophagussphinkters. Damit einhergehend kann
es zu entsprechenden Komplikationen einer gastroésophagealen Refluxerkrankung wie
dem Barrett Osophagus oder Strikturen kommen (42-44). Interessanterweise lasst sich
eine Korrelation zwischen der Zunahme des Durchmessers des unteren
Osophagussphinkters im Rahmen der 6sophagealen Motilitatsstorung und einer
voranschreitenden interstitiellen Lungenerkrankung erkennen (45).

Im Bereich des Magens sind infolge von neuropathischen und vaskularen Schaden die
Entstehung einer Gastroparese oder eine Erweiterung der Venen im Antrumbereich
(,gastric antral vascular ectasia“, GAVE) maoglich (46).

Auf Ebene des Dunndarms fuhrt eine Stase des luminalen Inhaltes zu einer sekundaren
bakteriellen Fehlbesiedlung (,small intestinal bacterial overgrowth®, SIBO), der mit
prokinetischen und antibiotischen Medikamenten begegnet werden kann (47,48).

Der Dickdarm ist vor allem von hypomotilitatsassoziierter Konstipation und chronischer

intestinaler Pseudoobstruktion betroffen (49,50).

2.1.3.6 Niere

Der allgemeine negative Einfluss der SSc auf die Nierenfunktion ist als gering zu
betrachten (51,52). Geflrchtet ist jedoch weiterhin, trotz ihrer abnehmenden Inzidenz, die
renale Krise (53). Diese bei 2-15% der Patienten auftretende Komplikation, geht mit
einem Blutdruckanstieg, einer verschlechterten Nierenfunktion und einer thrombotischen

Mikroangiopathie einher und ist potenziell lebensbedrohlich (54).

2.1.4 Diagnostik

Wie bereits erwahnt, spielen im Rahmen der Fruhdiagnostik der SSc neben Anamnese
und klinischer Untersuchung vor allem die Ergebnisse der Antikérperbestimmung und
Kapillarmikroskopie eine Rolle (21).

Sollte es zur Diagnose der Erkrankung kommen, gilt es initial, die Organ-, Haut-, Gelenk-
und Muskelbeteiligung zu erfassen. Dazu empfiehlt sich eine moglichst standardisierte
Erstuntersuchung, wie sie beispielsweise von dem Deutschen Netzwerk fir Sklerodermie
(DNSS) etabliert wurde (55). Auf Grund ihrer hohen Sensitivitdt sind Antinukleare
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Antikérper (ANA) im Rahmen eines Diagnoseausschlusses bzw. der
Differenzialdiagnostik regelhaft bestimmte Parameter. Anhand der im Normalfall damit
einhergehenden Bestimmung Sklerodermie-typischer Antikorper kann dann eine
Frihdiagnose gestellt und ggf. bereits eine Sklerodermie-Untergruppen-Zuordnung
erfolgen. Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) und C-reaktives Protein (CRP) kdnnen
initial zu einer Prognoseabschatzung herangezogen werden (56).

Im Krankheitsverlauf gilt es dann, gewisse halbjahrliche bzw. jahrliche apparative
Verlaufsuntersuchungen durchzufuhren (55).

Weiterer nicht zu vernachlassigender Teil der Diagnostik ist das Erkennen von
assoziierten Erkrankungen. Um die mit der SSc assoziierte primar biliare Zirrhose (PBC)
moglichst frihzeitig zu erkennen, empfiehlt sich der Nachweis ihrer Markerantikorper, der
antimitochondrialen Antikorper (AMA) vom Typ M2 (57-60).

Auch das Sjogren Syndrom tritt gehauft im Rahmen einer SSc auf. Daher empfiehlt sich
aus diagnostischer Perspektive ein Schirmer Test zur Detektion einer Sicca Symptomatik
und ggf. die Bestimmung der mit dem Sjogren Syndrom assoziierten Autoantikorper
gegen SS-A/Ro und SS-B/La (61,62).

2.1.5 Therapie

Kernaspekt der Therapie der SSc ist die zielgerichtete Therapie der individuellen
Krankheitsmanifestationen (63). Eine generelle Immunsuppression ist nicht indiziert und
geht sogar mit einer erhdhten Wahrscheinlichkeit einer renalen Krise einher (64,65).
Genaue Behandlungsempfehlungen werden regelmafig von den entsprechenden
Fachgesellschaften publiziert, auf die an dieser Stelle bezuglich der aktuellen Therapie
verwiesen sei (48,66). Im Gesamtkonzept der Therapie ist dabei das Erkennen einer
Krankheitsprogression und der damit verbundene richtige Therapiezeitpunkt von
wesentlicher Bedeutung. Humbert et al. konnten zeigen, dass ein standardisiertes
Screeningverfahren zur Detektion der Entwicklung einer pulmonalarteriellen Hypertonie
klassischer Diagnostik und Therapie Uberlegen ist (67).

Zentrales Problem in der Therapie ist weiterhin, dass eine einmalig eingetretene Fibrose
nicht mehr rickgangig zu machen ist. Durchgefuhrte Studien mit dem
Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib waren nicht von dem klinisch notwendigen Erfolg (68).

Therapeutisch vielversprechenderer Tyrosinkinaseinhibitor scheint Nintedanib sein (69).
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Somit bleibt es momentan abzuwarten, welche der in klinischer Testung befindlichen
neuen Therapien zu Besserungen fihren werden.

Auch aus soziookonomischer Perspektive besteht Bedarf an neuen Therapien. Die
totalen Therapiekosten variieren in Europa zwischen 11.074 € und 22.459 € jahrlich und
stellen somit eine Belastung fur die Budgets der Gesundheitssysteme der Lander dar
(70). Zwar ist davon auszugehen, dass neue Therapieformen mit primar hdheren Kosten
verbunden sein werden, jedoch flhren eine verbesserte Lebensqualitat und langere

Arbeitsfahigkeit zu sowohl personlichen als auch gesamtwirtschaftlichen Vorteilen.

2.2 Pathomechanismus

Noch immer gilt die Pathogenese der SSc als nicht vollstandig erforscht. Die drei
wesentlichen pathophysiologischen Mechanismen sind:

- vaskulare Veranderungen in Form eines Verlustes der endothelialen Integritat und
perivaskularer Infiltrationen von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes
(PBMCs),

- Autoimmunitat und

- eine Proliferation des Bindegewebes (71).

Dieses Ineinandergreifen komplexer Mechanismen macht bereits deutlich, wie

anspruchsvoll der Weg zum vollen Verstandnis und zur Heilung der Erkrankung sein wird.

Die ersten Veranderungen im Verlauf der Krankheitsentwicklung der SSc sind vaskulare
Veranderungen, welche klinisch zumeist initial durch das Auftreten eines Raynaud
Phanomens auffallen. Dieses ist als reversibler akraler Vasospasmus in einer kalten
Umgebung definiert — klinisch werden die Akren weil} oder livide. Im weiteren Verlauf der
Erkrankung kdonnen weitere Zeichen vaskularer Veranderungen auftreten wie kutane
Teleangiektasien oder bestimmte Umbauvorgange der Nagelfalzkapillaren (31,72). Die
perivaskularen Infiltrationen in diesem entscheidenden Stadium der Krankheitsinitiation
sind durch Monozyten und aktivierte Lymphozyten charakterisiert (73,74).

Im Anschluss an diese initiale Erkrankungsphase ist der klinische Phanotyp der SSc von
fibrotischen Umbauprozessen und deren Konsequenzen dominiert. Hoch komplexe
Interaktionen von spezifischen Zytokinen und Wachstumsfaktoren fuhren im
Zusammenspiel mit intrinsischen Anomalien zu einer kontinuierlich aufrechterhaltenen

Situation der chronischen Fibroblastenaktivierung (75).
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2.2.1 B-Zellen

Die menschliche Immunantwort basiert auf den Mechanismen der angeborenen und
adaptiven  Immunabwehr. Die entwicklungsgeschichtlich  altere  angeborene
Immmunabwehr verlauft im Vergleich zur adaptiven Immunabwehr zwar schneller, jedoch
unspezifisch gegenuber eindringenden Erregern. Die zielgerichtete adaptive
Immunreaktion basiert wiederum auf dem Ineinandergreifen einer vor allem durch T-
Zellen vermittelten zellvermittelten Immunantwort und einer vor allem durch B-Zellen
vermittelten humoralen Immunantwort.

B-Zellen durchlaufen in ihrem Entwicklungprozess verschiedene Stadien und sind in der
Lage Erreger/Antigen-spezifische Antikbrper zu sezernieren. Im Kontext der
Pathogenese der SSc spielen sie eine entscheidende und hoch komplexe Rolle. Ein
wesentlicher Aspekt, an dem dies zu erkennen ist, ist das Vorhandensein von
Autoantikorpern bei mehr als 95% der Patienten (76). Die krankheitsspezifischen
Autoantikorper Scl-70 und Anti-Zentromer- Antikdrper sind klinisch von grolder
Bedeutung fur die Festlegung auf einen Krankheitssubtyp - ihre pathogenetische Rolle
ist jedoch unklar (77). Riemekasten et al. konnten 2011 funktionelle Autoantkorper gegen
den Angiotensin-Typ1-Rezeptor und den Endothelin-1 Typ-A-Rezeptor nachweisen, die
bei den meisten SSc Patienten auftreten und mit der Schwere einiger
Krankheitsmanifestationen korrelieren (78). Zuvor konnten bereits stimulatorische
Autoantikorper gegen den PDGF-Rezeptor bei SSc nachgewiesen werden, die eine
profibrotische Signalkaskade triggern (79). Antikérper gegen Fibroblasten treten
ebenfalls bei SSc-Patienten auf und sind mit der interstitiellen Lungenerkrankung
assoziiert (80). Somit gibt es diverse Hinweise fur eine potenzielle Rolle von
Autoantikdrpern in der Pathogenese der SSc.

Frahere Untersuchungen konnten demonstrieren, dass die Herabregulation der B-Zell-
Funktion im Mausmodell der SSc, der so genannten “tight skin mouse®, zu einer
Verbesserung der Hautfibrose fuhrt. Dieser Effekt ist in frihen Phasen des
Krankheitsprogresses betonter als in spaten Phasen (81).

Eine wichtige Entdeckung von Sato et al. sind die verhaltnismaligen Veranderungen in
der Zusammensetzung der B-Zell-Subtypen. Wahrend SSc-Patienten eine erhdhte
Frequenz und absolute Zahl an naiven B-Zellen aufweisen, ist die Frequenz und absolute
Zahl der Gedachtnis-B-Zellen und Plasmablasten reduziert. Dieses Phanomen kann

moglicherweise mit der erhdhten Expression des Apoptose-induzierenden Fas-
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Rezeptors CD95 auf Gedachtnis-B-Zellen und deren damit einhergehenden erhdhten
Apoptose-Neigung erklart werden. Zusatzlich konnten sie eine erhdhte Expression des
pro-stimulatorischen Oberflachenproteins CD19 auf naiven und Gedachtnis B-Zellen von
Patienten mit SSc demonstrieren (82) (Abbildung 1).

Naive Gedachtnis

B-Zellen B-Zellen Plasmablasten

O 3%

Gesunde Probanden —_—

Apoptose

CD95 1

SSc Patienten 85% Q 14% —— o <1%

cbion
CD80/(1386’[‘

Chronische Aktivierung
Kompensatorischer Anstieg

Abbildung 1 Veranderung der B Zell Homdostase bei Patienten mit SSc in Form einer
erhohten Frequenz naiver B-Zellen und einer verringerten Frequenz an Gedachtnis B-
Zellen und Plasmablasten; modifiziert nach: Sato S, Fujimoto M, Hasegawa M, Takehara
K, Tedder TF. Altered B lymphocyte function induces systemic autoimmunity in systemic
sclerosis. Molecular Immunology. 2004 Nov;41(12):1123-33 (82)

Uber diese phanotypischen Veranderungen der B-Zellen hinaus, entsteht eine weitere
Ebene an Komplexitat durch die Interaktion der B-Zellen mit ihrem Zytokinmilieu.

Auf der einen Seite scheinen bestimmte Zytokine einen Einfluss auf B-Zellen und die
Krankheitsentwicklung zu haben. Besonders interessant sind hier zwei Zytokine aus der
TNF-Superfamilie, namentlich der ,B cell activating factor® (BAFF) und ,a proliferation
inducing ligand® (APRIL).

Bei der SSc korrelieren erhohte BAFF-Spiegel positiv mit dem Ausmal} der Hautfibrose
und ein Anstieg der BAFF-Spiegel konnte mit dem Beginn oder der Verschlechterung
einer Organbeteiligung assoziiert werden (83). April-Spiegel waren signifikant erhdht bei
Patienten mit SSc und korrelierten nicht mit BAFF-Spiegeln (84).
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Auf der anderen Seite haben B-Zellen selbst und deren assoziierte Zytokine einen
Einfluss auf andere Zellen und somit die Krankheitsmechanismen der SSc.

Aktivierte B-Zellen sezernieren Interleukin (IL)-6 und IL-10, welche CD4-positive T-Helfer-
Zellen Typ 2 (TH2-Zellen) induzieren. Diese TH2-Zellen produzieren wiederum die
Zytokine IL-4-, IL-6 und IL-13, welche die Kollagensynthese humaner Fibroblasten
stimulieren (85). Eine erhohte Kollagensynthese geht indessen mit einer Gewebsfibrose
einher, welche ein zentrales Kennzeichen der SSc darstellt.

Daruber hinaus stimuliert das von aktivierten B-Zellen produzierte IL-6 direkt die
Kollagensynthese und korreliert mit dem Ausmal’ der Hautfibrose. Ergénzend inhibiert
der transforming growth factor B (TGF-B), welcher ebenfalls von aktivierten B-Zellen
produziert wird, den Kollagenabbau (86). Weiter scheinen B-Zellen einen direkten
stimulierenden Effekt auf die Kollagensynthese auszuliben. Forschung aus dem Jahr
2013 konnte zeigen, dass die Co-Kultivierung isolierter B-Zellen von gesunden
Probanden oder SSc-Patienten mit humanen dermalen Fibroblasten deren
Kollagensynthese signifikant erhoht. Die Co-Kultivierung von PBMCs der gleichen
Gruppen mit humanen dermalen Fibroblasten hingegen ruft den Effekt der erhdhten

Kollagensynthese nicht hervor (86).

Zusatzlich scheinen B-Zell depletierende Therapien, zum Beispiel mit Rituximab, einen
positiven Effekt auf Patienten mit SSc zu besitzen, auch wenn groRe Studien
diesbezuglich noch fehlen (87).

Rituximab ist ein monoklonaler Antikdrper gegen CD20, welches von pro-B-Zellen bis hin
zu Gedachtnis B-Zellen auf der Oberflache exprimiert wird (88). Durch das Auslosen der
Apoptose dieser Zellen spielt Rituximab eine wichtige Rolle in der Therapie vieler
rheumatischer Erkrankungen. Obwohl es weiterhin eine off-label Therapie fur die SSc
darstellt, wird Rituximab in der Therapie von Patienten mit SSc beim Vorliegen von
Kontraindikationen flr oder fehlendem Ansprechen auf konventionelle Therapien
angewandt (88). Vor allem in frihen Stadien der Erkrankung zeigte Rituximab einen
positiven Einfluss in Bezug auf die Verzdgerung der Auftretens einer Hautfibrose (89).
Weiterhin Ubt Rituximab einen stabilisierenden Einfluss auf die Mikrozirkulation der
Patienten in einer frlihen Krankheitsphase aus (90) und reduziert das Voranschreiten der
Lungenfibrose (13). Auch bei Patienten mit einer begleitenden Myositis sind positive
Effekte beschrieben (91).
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In den folgenden Ausfihrungen werden unter dem Begriff ,Plasmablasten®
Plasmablasten und Plasmazellen zusammengefasst, da eine genaue Trennung beider

Populationen oft nicht moglich ist.

Mukosale Veranderungen

Zentraler Betrachtungspunkt im Rahmen dieser Studie war das mukosale Immunsystem
und dessen Einfluss auf und Zusammenhang mit dem klinischen Verlauf der SSc.

Das mukosale Immunsystem steht in wechselseitiger Beeinflussung mit den geschatzten
50 Billionen (Uberwiegend) Bakterien, die das sogenannte Mikrobiom bilden. Es ist
bekannt, dass Veranderungen des Mikrobioms in Zusammenhang mit rheumatischen
Erkrankungen stehen (92,93). Die meisten der Interaktionen zwischen dem Mikrobiom
und dem Immunsystem finden im Darm statt. Davon ausgehend sind mukosale
Lymphozyten jedoch in der Lage, in auch weit entfernte Orte des menschlichen Korpers
zu migrieren (94). Ein Beispiel solcher Interaktionen liegt in der Erkenntnis erhdhter
Antikorperspiegel gegen Porphyromonas gingivalis im Serum von Patienten mit einer
Rheumatoiden Arthritis (RA) und Parodontitis (95). Ein erhdhtes Vorkommen des
Bakteriums fuhrt zum Auftreten von anti-CCP-Antikdrpern (cyclische citrullinierte
Peptide). Eine Behandlung einer durch dieses Bakterium verursachten Parodontitis fuhrt
sowohl zu einer Abnahme der Antikorperspiegel gegen cyclische citrullinierte Peptide und
Porphyromonas gingivalis, als auch der Krankheitsaktivitat der RA-Patienten (96).
Prozesse dieser Art spielen ebenfalls eine Rolle im Rahmen der SSc. Volkmann et al.
konnten eine fur die SSc-spezifische Zusammensetzung des Mikrobioms des Darmes
identifizieren. Bestimmte Bakterien wie Fusobacterium, Prevotella und y-Proteobacteria
Gattungen waren im Darm von SSc-Patienten im Vergleich zu Gesunden signifikant
erhdht. Andere Bakterien, vor allem Faecelibacterium und Clostridien-Gattungen, waren
bei SSc-Patienten im Vergleich zu Gesunden signifikant vermindert. Die Menge von
Fusobacterium war besonders stark im Mikrobiom der Patienten mit moderaten bis
schweren gastrointestinalen Symptomen erhdht im Vergleich mit Patienten mit nur
leichten oder keinen gastrointestinalen Symptomen. Aus der Studie ausgeschlossen
wurden SSc-Patienten mit zusatzlich diagnostizierter chronisch entzindlicher
Darmerkrankung (97).

Im selben Jahr konnte eine andere Gruppe von Wissenschaftlern eine Dysbiose des
Mikrobioms bei 75,5% von 98 untersuchten SSc-Patienten nachweisen. Diese

Veranderungen der intestinalen bakteriellen Besiedlung waren mit gastrointestinalen und
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extraintestinalen  Manifestationen  der  Erkrankung und sogar erhdhten
Entzindungsmarkern im Blut assoziiert (CRP, Haptoglobin und andere) (98).

Weiterer Hinweis auf den mukosalen pathogenetischen Einfluss auf die Erkrankung
wurde durch zwei Studien erbracht. In einem kleineren und einem grolderen SSc-
Patientenkollektiv von 10 bzw. 55 Patienten konnte eine klinische Verbesserung von
Symptomen nach probiotischen bzw. antibiotischen Interventionen, die die

Zusammensetzung des dysbiotischen Mikrobioms modifizierten, gezeigt werden (94,95).

In der Betrachtung der klinischen Symptome konzentrieren wir uns in den folgenden
Ausfuhrungen im Wesentlichen auf pulmonale Symptome. Dies ist zum einen vor allem
darin begrindet, dass es aktuell kein verbreitetes Scoring-System einer
gastrointestinalen Krankheitsbeteiligung gibt und damit eine Quantifizierung der
Beteiligung schwierig ist. Zum anderen ist davon auszugehen, dass die grof3e Mehrheit
der Patienten, moglicherweise subklinisch, eine gastrointestinale Beteiligung aufweist.

Des Weiteren mehren sich die Erkenntnisse, dass das mukosale Immunsystem als
solches durch ein enges Wechselspiel mukosaler und gastrointestinaler
Immunreaktionen gepragt ist. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass
Veranderungen des intestinalen Mirkrobioms direkten Einfluss auf pulmonale
Erkrankungen haben. Vor diesem Hintergrund engmaschiger wechselseitiger

Interaktionen entstand das Konzept der immunologischen Darm-Lungen Achse (99-102).

2.2.2 T-Zellen

T-Zellen sind neben den vorherig beschriebenen B-Zellen ein wesentlicher Bestandteil
der adaptiven Immunantwort. Neben der Koordination der humoralen Immunantwort der
B-Zellen sind sie vor allem fur die zellvermittelte Zytotoxizitat zustandig.

Grundsatzlich teilt man die T-Zellen in zwei gro3e Gruppen, die CD4+ und CD8+ T-
Zellen, ein. Aus den naiven CD4+ T-Zellen kdonnen wiederum abhangig vom
prasentierten Antigen und dem umgebenden Zytokinmilieu spezifische T-
Helferlymphozyten (u.a. Th1, Th2, Th9, Th17, Th22) oder regulatorische T-Zellen
entstehen. Anhand charakteristischer Zytokinmuster kann jede dieser Untergruppen
spezielle Reaktionen in der Immunantwort hervorrufen. Th1-Zellen produzieren
Interferon-y, IL-2 und Tumor-Nekrose-Faktor-B (TNF-B) und unterstitzen darauf

basierend die zellvermittelte Immunitat und Phagozyten-abhangige Entzindung. Th2
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Zellen vermitteln hingegen vor allem durch die Zytokine IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 und
IL-13 antikdrperabhangige Reaktionen und die Akkumulation eosinophiler Granulozyten
(103).

Indizien eines pathogenetischen Einflusses der T-Zellen auf die SSc finden sich zum
einen in ihrem partiell aktivierten Phanotyp. Betrachtungen des Th1/Th2 Gleichgewichts
bei der SSc lieferten Hinweise darauf, dass es zu einer verstarkten Th2-Immunantwort
kommt (104,105).

In Erganzung zu der lange vorherrschenden Th1/Th2 gepragten dichotomen Sicht auf T-
Helfer-Zellen wurden bereits im Jahr 2000 |IL-17 produzierende Zellen entdeckt, die sich
weder als Th1- noch als Th2-Zellen klassifizieren lassen und somit als Th17-Zellen
etabliert wurden (106). Bei an SSc erkrankten Patienten konnte wiederum gezeigt
werden, dass eine erhdohte IL-17 Produktion mitverantwortlich fur die
krankheitsassoziierte Induktion der Fibroblastenproliferation ist (107).

Uber den beschriebenen aktivierten Phanotyp hinaus liefert das Vorhandensein von T-
Zellen am Ort der Fibrose selbst einen Hinweis auf ihren pathogenetischen Einfluss
(104).

Bereits 1977 konnten Fleischmajer et al. im Rahmen ihrer Analyse der Zellinfiltrate in der
Haut von SSc-Patienten Lymphozyten erkennen. Mehrere spatere Studien konnten
speziell T-Lymphozyten in diesen Infiltrationen nachweisen (108-110). 2017 konnte
gezeigt werden, dass die Menge der CD8+CD25- T-Zellen im peripheren Blut und der
betroffenen Haut mit dem Ausmal} der Hautfibrose positiv korreliert. Zusatzlich wurde im
Rahmen dieser Studie ein profibrotischer Phanotyp dieser CD8+CD25- T-Zellen
beschrieben, da diese durch die ausgepragte Produktion von IL-13 eine erhohte
Kollagensynthese der Fibroblasten verursachen (111). Die Rolle der CD8+ T-Zellen
konnte ebenfalls in einer weiteren Studie bekraftigt werden, in der gezeigt wurde, dass
CD226"°c"CD8+ T-Zellen bei Patienten mit SSc signifikant erhéht sind. Diese Zellen mit
hochregulierter CD226-Expression produzieren mehrere Pathogenese-relevante
Zytokine, wie das profibrotische IL-13 (112). Dagegen gibt es ebenfalls Hinweise dafr,
dass der Anteil CD8+ und CD8+CD45+ Gedachtnis-T-Zellen bei Patienten mit SSc
vermindert ist (113).

Aus klinischer Perspektive ist die T-Zell gerichtete Therapie weniger verbreitet als die B-
Zell gerichtete. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Verwendung des anti-CD25
Antikdrpers Basiliximab zu dermalen und pulmonalen Verbesserungen bei der SSc
fuhren kann (114,115).
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2.2.3 Regulatorische T-Zellen

Regulatorische T-Zellen (Tregs) sind ein wichtiger Bestandteil der Mechanismen zur
Limitierung adaptiver Immunantworten. Ihre Homdostase unterliegt dabei komplexen
Mechanismen und Interaktionen, die ihren regulierenden Einfluss ermdglichen (116).
Wahrend es in der Literatur unterschiedliche Beobachtungen bezuglich der quantitativen
Veranderungen der regulatorischen T-Zellen bei SSc gibt, gilt die Erkenntnis einer
verminderten funktionellen Kapazitat dieser Zellen bei SSc als allgemein anerkannt (117).
Radstake et al. konnten zeigen, dass auch regulatorische T-Zellen gesunder Probanden
im Serum von Patienten mit SSc keinerlei suppressive Eigenschaften mehr aufwiesen.
Daraus schlossen sie, dass die genannte verminderte funktionelle Kapazitat der
regulatorischen T-Zellen durch 16sliche Faktoren aus dem Plasma der SSc vermittelt wird
(118).

Ein weiterer Erklarungsansatz fur die Dysfunktion der regulatorischen T-Zellen liegt in X-
chromosomalen Inaktivierungsmechanismen. Diese Mechanismen fuhren dazu, dass
ausgewahlte Informationen aus bestimmten Teilen des Erbgutes im Kern der Zellen nicht
oder nur abgeschwacht weitergegeben werden. Foxp3, ein bedeutsamer
Transkriptionsfaktor fur die Entwicklung und Funktion der regulatorischen T-Zellen, wird
im Zuge solcher Prozesse vermindert transkribiert und regulatorische T-Zellen insgesamt
in ihrem Aktivitatsniveau eingeschrankt (119).

2015 gewannen MacDonals et al. die Erkenntnis, dass regulatorische T-Zellen in der
Haut von SSc-Patienten einen Th2 ahnlichen Phanotyp einnehmen und profibrotische
Zytokine sezernieren (120). Somit gibt es insgesamt aktiven Fortschritt in dem
Verstandnis der Rolle regulatorischer T-Zellen im Rahmen der SSc, jedoch weiteren

Forschungsbedarf.

2.2.4 Siglec-1

Das Adhasionsmolekul Siglec-1 (CD169, Sialoadhesin) wurde erstmals auf Zellen der
Monozyten/Makrophagen-Reihe entdeckt und spielt eine regulierende Rolle auf
Fuktionen des angeborenen und adaptiven Immunsystems (121-123). Wesentlicher
Einfluss auf die Siglec-1-Regulation wird dabei von Typ1-Interferonen, wie Interferon q,
ausgeubt.

York et al. konnten 2007 zeigen, dass Siglec-1 auf Monozyten von SSc Patienten erhoht

exprimiert wird und es daher auch eine Typ-1-Interferon vermittelte pathogenetische
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Komponente geben koénnte (124) — ahnlich wie beim systemischen Lupus
Erythematodes. Spater konnte zusatzlich gezeigt werden, dass eine verstarkte Siglec-1
Expression positiv mit einer Zunahme des modified Rodnan skin score (mRSS), einer
klinisch verbreiteten manuellen Messmethode zur Quantifizierung der Hautfibrose,
korreliert (125).

2.3 Marker mukosaler Immunreaktionen

Unter anderen Arbeitsgruppen konnten Mei et al. zeigen, dass ein groRRer Teil der
menschlichen Plasmazellen ihren Ursprung in mukosalen Immunreaktionen haben, zu
erkennen an ihren spezifischen Expressionscharakteristika von IgA, C-C chemokine
receptor type 10 (CCR10) und a4B7-Integrin (1,126,127).

Der Klassenwechsel der B-Zellen vollzieht sich in mukosalen Geweben hauptsachlich
unter dem Einfluss von TGF-[3. asp7-Integrin ermdglicht es Plasmablasten in mesenteriale
Lymphknoten, intestinale Lamina propria und Peyersche Plaques zu migrieren und somit
letztendlich die intestinalen Aktionsorte des Immunsystems und sekundaren lymphoiden
Gewebe zu erreichen (128). CCR10, ein Chemokinrezeptor, ermdglicht Plasmablasten
die Migration in alle mukosalen Gewebe auf der Grundlage bestimmter
Chemokinrezeptor-Interaktionen (129).

Darlber hinaus konnte eine Studie bei Patienten mit Rotavirus zeigen, dass die
Expression von CCR10 und asf7-Integrin auf B-Zellen ein Indikator fir den Ursprung der

Plasmablasten in einer mukosalen Immunreaktion ist (130).

Unsere eigene Arbeitsgruppe konnte in der Vergangenheit zeigen, dass die Anzahl IgA+
Plasmablasten bei Patienten mit aktiver Granulomatose mit Polyangiitis erhoht ist - einer
Erkrankung mit einer gehauften beteiligung der nasalen Mukosa und der Lunge und hier
wahrscheinlich eine Aktivierung des mukosalen Immunsystems widerspiegelt (131). Vor
kurzem konnte eine weitere Studie demonstrieren, dass das mukosale Immunsystem
ebenfalls beim SLE Uberaktiviert ist und die entsprechenden Zellen auch im entzindeten
Gewebe zu finden sind (129).

Obwohl eine fruhere Studie bereits in 2014 feststellte, dass eine Erhéhung des Serum
IgA Spiegels mit einem erhdhten Risiko einer PAH bei SSc Patienten assoziiert ist (132),
wurde die Rolle des mukosalen Immunsystems bei der SSc bis heute nicht genauer

analysiert.
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2.4 Fragestellung

In dieser Arbeit sollen phanotypische Unterschiede von Lymphozyten des peripheren
Blutes zwischen Patienten mit ISSc, dSSc und gesunden Probanden untersucht werden.

Die dabei vor allem zu beantwortenden Fragen sind:

- Finden sich bei SSc Patienten vermehrt B-Zellen mit einem Phanotyp, der auf
einen mukosalen Ursprung hinweist?

- Korrelieren diese Veranderungen mit klinischen Symptomen und dabei
insbesondere mit der Beteiligung mukosaler Organe?

- Und zuletzt: eignen sich diese Zellen somit als Biomarker fur den entsprechenden

klinischen Phanotyp?
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3 Material und Methoden

3.1 Methoden

3.1.1 Durchflusszytometrie

Das Durchflusszytometer (engl. Fluorescence-activated cell sorter, FACS) ist ein
etabliertes Verfahren zur Bestimmung und Differenzierung verschiedener
Zellpopulationen anhand charakteristischer Oberflachen- oder intrazellularer Proteine
unter Verwendung spezifischer monoklonaler Antikdrper. Das von uns verwendete FACS
Canto Il (BD Biosiences, San Jose, CA) zeichnet sich dabei durch die Fahigkeit zur
Messung von bis zu acht Parametern fur wissenschaftliche Zwecke aus.

Vom Prinzip her werden die zu untersuchenden Zielstrukturen zuerst auf aufbereiteten
mononuklearen Zellen des peripheren Blutes markiert. Die Markierung erfolgt durch
monoklonale Antikdrper, welche an spezielle Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind, oder
spezielle Antikdrper, welche daraufhin durch fluoreszenmarkierte Anti-Immunglobulin-
Antikdrper gebunden werden. Die markierten Zellen werden in einem grof3eren Volumen
Flussigkeit im Durchflusszytometer durch eine kleine Duse getrieben und bilden
daraufhin einen dinnen Strahl, in dem die Zellen einzeln durch das Durchflusszytometer
».geschossen“ werden. Dabei passieren die Zellen einen speziellen Laser, der dabei zwei
Aufgaben besitzt. Zum einen wird das Licht des Lasers auf eine fur jede Zelle spezifische
Art und Weise vor- und seitwarts gestreut (Forward-Sideward-Scatter). Zum anderen
werden die Fluoreszenzfarbstoffe, welche an die Zellen gebunden sind, durch den Laser
angeregt und so zum Fluoreszieren gebracht. Photomultiplier im Gerat detektieren nun
einerseits das gestreute Licht, wodurch sie Informationen zur Granularitat und GroRRe der
Zelle gewinnen, und andererseits fluoreszierendes Licht, welches Ruckschlisse auf die
Menge des gebundenen jeweiligen Antikbrpers und somit der entsprechenden
Proteinexpression zulasst.

Die gemessenen Daten werden in zweidimensionalen Diagrammen aufbereitet
visualisiert und durch mehrfaches Markieren spezieller Zellpopulationen lassen sich

Subpopulationen darstellen und quantifizieren.
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Abbildung 2A Prinzipskizze der durchflusszytometrischen Zellanalyse, genaue
Beschreibung siehe Text; aus (133) (verandert)

Parameter 1

Parameter 1

Abbildung 2B Schmatische Darstellung der durchflusszytometrischen Farbung zweier
Parameter auf Zellen mit entsprechenden Antikdrpern und deren Darstellung im
zweidimensionalen Punktfeld-Analysegraphen; nach: Hoyer, Bimba Franziska.
Lebensdauer autoreaktiver Plasmazellen in einem Lupus-Maus-Modell (134).
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3.2 Studiendesign

Um die Frage nach den entsprechenden Veranderungen des Immunphanotyps zu
beantworten, wurden im Rahmen einer Durchflusszytometriestudie verschiedene
Lymphozytenpopulationen im peripheren Blut von Patienten mit SSc und gesunden
Kontrollprobanden miteinander verglichen.

Der erste Proband wurde am 22.03.2017 und der letzte Proband am 10.08.2017 in die
Studie eingeschlossen und untersucht. Fast alle Blutproben wurden dabei direkt von mir
abgenommen. Die komplette Aufarbeitung und Messung der Proben wurden von mir
durchgefuhrt.

Die Bewilligung der Studie wurde im Einklang mit der Declaration of Helsinki von der
Ethikkomission der Charité Universitatsmedizin Berlin erteilt (EA1/083/16). Alle Patienten
und Probanden haben entsprechend der Vorgaben ihre Einwilligung zur

Studienteilnahme gegeben.

3.2.1 Patienten und Kontrollen

Zum Zeitpunkt der Blutentnahme waren alle 49 Patienten mit SSc in ambulanter oder
stationarer Therapie an der Charité Universitatsmedizin Berlin. Basierend auf klinischen
und/oder serologischen Kriterien gab es 25 Patienten mit limitierter SSc (ISSc) und 20
Patienten diffuser SSc (dSSc) (71). Drei Patienten erhielten im Beobachtungszeitraum
maximal 6 Monate vor dem Zeitpunkt der Analyse eine Therapie mit Rituximab als B-Zell
depletierender Therapie und wurden deswegen separat analysiert. Eine Patientin mit
friher SSc konnte auf Grund von nicht-ausreichenden charakteristischen
Subgruppenmerkmalen keiner Krankheitsgruppe zugeordnet werden.

Die wesentlichen klinischen Parameter von Interesse waren pulmonale Hypertonie,
Lungenfibrose und gastrodsophageale Beteiligung.

Basierend auf den 2015 Leitlinien der European Society of Cardiology (ESC) und
European Respiratory Society (ESR) wurde pulmonale Hypertonie definiert als Anstieg
des mittleren pulmonal arteriellen Drucks = 25mmHg in Ruhe, gemessen in einem
Rechtsherzkatheter oder entsprechenden Hinweisen im Rahmen einer
Echokardiographie (135).

Lungenfibrose wurde anhand von milchglasartigen Dichteanhebungen oder anderen

interstitiellen Lungenpathologien in CT-Aufnahmen entsprechenden pulmonalen
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Verschattungen im Lungenrontgen identifiziert. Alle entsprechenden Patienten wiesen
eine verminderte pulmonale Diffusionskapazitat auf.

Gastrodsophageale Beteiligung wurde definiert als Diarrhoe, Dysphagie oder
Osophagusmotilitatsstérungen.

Die gesunden Probanden (n=23, mittleres Alter 41,4+16,9 Jahre; weiblich: 17 (74%):
mannlich 6 (26%)) zeigten keine Anzeichen einer akuten Infektion oder immunologischen

Storung.

3.2.2 Durchfihrung durchflusszytometrischer Analysen

Periphervendse Blutproben wurden in Lithium Heparine Vacuette™ Rohrchen (Greiner
Bio One, Frickenhausen, Germany, catalog number: 455084) und ein Z Serum Separator
Clot Activator tube Vacuette™ Rohrchen (Greiner Bio One, Frickenhausen, Germany,
catalog number: 456010) abgenommen.

Die Serumrohrchen wurden gemal der Herstelleranweisungen zentrifugiert und das
gewonnene Serum wurde bei -20°C innerhalb des Tages der Blutabnahme eingefroren.
Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) wurden mit Hilfe einer Dichte-
Gradienten-Zentrifugation mittels Ficoll-Paque ™Plus (GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala, Sweden) in Leucosep™ Tubes (Greiner Bio One, Frickenhausen, Germany,
catalogue number: 89048-938) gewonnen. Zu Beginn werden 15ml Ficoll far 30
Sekunden bei 1000g zentrifugiert, um die Ficoll-Schicht unter die Polypropylenscheibe
des Leucosep™ Tubes zu ,verschieben®. Das Vollblut wird 1:1 mit phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) (Deutsches Rheumaforschungszentrum, DRFZ) verdiunnt und in das
Leucosep™ Tube gegeben. AnschlieRend wird das Rohrchen fur 15 Minuten bei 800g
und Raumtemperatur ohne Verwendung einer Zentrifugenbremse zentrifugiert. Hierbei
setzen sich die mononuklearen Zellen (PBMC) als Ring ab. Sie kdnnen abgenommen
und in ein neues 50ml Tube transferriert werden. Von nun an lagern die Zellen auf Eis
und kalte Puffer werden verwandt. Die gewonnenen PBMC werden mit PBS/0,2%
bovines Serumalbumin (BSA) (DRFZ) auf 50 ml aufgefillt, und im Anschluss far 10
Minuten bei 400g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird entfernt und die Zellen in
50ml PBS/0,2%BSA (DRFZ) resuspendiert und erneut bei 400g und 4°C fur 10 Minuten

zentrifugiert. Der Uberstand wird entfernt und das PBMC-Pellet resuspendiert.
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Daraufhin erfolgt eine Zellzahlung und Trypan-Blau basierte Viabilitatstestung. Aus dem
eingsetzten Vollblut ergaben sich Zellzahlen zwischen 0,5 und 2 x 10° lebendige Zellen
pro ul.

Die Oberflachenantigene werden durch Co-Inkubation von circa 5 x 106 PBMCs mit der
entsprechenden Menge Antikorper fur 15 Minuten bei 4°C in PBS/0,2%BSA gefarbt.
Nachfolgend werden die Zellen zweimal mit 1ml PBS/0,2%BSA gewaschen. In den B-
Zell Paneln 1 und 2 (siehe Tabelle 1) werden tote Zellen direkt vor der Messung im
Durchflusszytometer durch eine Farbung mit 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (2ug/ml)
in einer 1:1000 Lésung detektiert. Im Rahmen der spateren Analysen werden diese
Zellen elektronisch ausgeschlossen.

Das intrazellulare B-Zell-Panel (siehe Tabelle 1) wird in einer Lésung von 1:800 mit dem
Fixable Viability Dye eFluor™780 (ThermoFisher, Waltham, Massachusetts) im
Klhlschrank far 15 Minuten gefarbt und anschlieBend in 10ml PBS/0,2%BSA
resuspendiert. Daraufhin wird die Losung gemal} den Instruktionen des Herstellers fur 10
Minuten bei 4°C und 400g zentrifugiert, bevor die Zelloberflachenfarbung durchgefuhrt
werden.

Das intrazellulare IgA des intrazellularen B-Zell-Panels wird unter Anwendung des
eBioscience™ Intracellular Fixation & Permeabilization Buffer set (ThermoFisher,
Waltham, Massachusetts) gefarbt. Wie vom Hersteller empfohlen, werden zuerst 1ml
Fix/Perm Konzentrat zu dem entsprechenden Tube hinzugefiigt. Anschlielfend werden
die Zellen fur 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln gefarbt. Im nachsten Schritt
werden 2ml Fix/Perm Puffer hinzugefugt und das Tube wird fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur und 500g zentrifugiert. Der Uberstand wird entfernt und die Zellen
vorsichtig resuspendiert. AnschlieRend wird der IgA-Antikorper in 100ul Fix/Perm Puffer
hinzugefugt und die Zellen werden nochmals fur 30 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln gefarbt. Nun werden 2ml Fix/Perm Puffer hinzugeflgt und noch einmal far 10
Minuten bei Raumtemperatur und 500g zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Dieser
Schritt wird zweimal durchgefihrt, bevor die Zellen in 300ul PBS resuspendiert werden.
Schliellich erfolgt die Messung der Zellen an einem FACS Canto Il (BD Biosiences, San
Jose, CA) unter Verwendung der Facs Diva Software version 6 (BD Biosciences, San
Josa, CA). Die Daten werden mit Hilfe der FlowJo software version 10 (TreeStar,
Ashland, OR) analysiert. Zelldubletten werden in diesem Prozess unter anhand ihrer

charakteristischen Scattereigenschaften exkludiert.
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Die absoluten B- und T-Zell-Anzahlen wurden unter Verwendung von BD Trucount™
Roéhrchen (BD Biosciences, San Jose, CA) gemald der Hersteller-Empfehlungen und
Antikérpern gegen CD45, CD19 und CD3 bestimmt. Diese Antikdrper wurden mit 50l
Vollblut gemischt und 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
AnschlieRend wurden 450ul der BD FACS lysis solution (1:10 in destillietem Wasser
verdunnt) hinzugefugt, die Suspension vorsichtig vermischt und bis zur Messung bei
Raumtemperatur gelagert. Die Menge der jeweiligen Zellen dieses Versuches wurden
zur Berechnung absoluter Zellzahlen verschiedener Zell-Unterpopulationen pro

Blutvolumen genutzt.

B Zell Panel 1
CD19 PE-Cy7 SJ25c¢1 Biolegend
CD20 PerCP 2H7 Biolegend
CD27 Cy5 2E4 DRFZ
igM PE MHM-88 Biolegend
CD95 APC-Fire 750 DX2 Biolegend
IgD Fitc IAB-2 BD
CD3 Alexa 405 Okt3 DRFZ
CD14 Pacific Blue TM1 DRFZ
B Zell Panel 2
CD19 PE-Cy7 SJ25c¢1 Biolegend
CD20 PerCP 2H7 Biolegend
CD27 Cy5 2E4 DRFZ
CD138 PE B-B4 Miltenyi
HLA-DR APC-Fire 750 L243 Biolegend
IgA Fitc M24A Milipore
CD3 Alexa 405 Okt3 DRFZ
CD14 Pacific Blue T™M1 DRFZ
B Zell Panel intrazelullar
CD19 PE-Cy7 SJ25c¢1 Biolegend
CD20 PerCP 2H7 Biolegend
CD27 Cy5 2E4 DRFZ
IgA intrazellular Fitc M24A Milipore
CCR10 PE #314305 R&D Systems
HLA-DR APC-Fire 750 L243 Biolegend
a4B7 Integrin PECy5 FIB504 BD
CD62L Vioblue 145/15 Miltenyi Biotec
Treg Panel
CD8 Pacific Orange 3B5 Invitrogen
CD4 PerCP SK3 BD
CD25 PeCy7 BC96 Biolegend
CD62L BV421 DRRG-56 Biolegend
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CD3 Fitc UCHT1 DRFZ
FoxP3

. o PE 259D/C7 BD
intrazelluar
. e o APC 22F6 eBioscience
intrazellular
T Gedachtniszellen Panel
CCR7 Fitc 150503 R&D Systems
CD45RA PE-Cy7 L48 BD
CD4 Cy5 TT1 DRFZ
CD31 PE WM59 Biolegend
CD45RO Pacific Blue UCHLA1 Biolegend
CD3 PerCP SK7 BD
CD8 Pacific Orange 3B5 Invitrogen
Beriglobin
(160mg/ml) DRFZ
Siglec Panel
CD169 (Siglec) PE 7-239 ABD Serotec
CD56 BV510 HCD56 Biolegend
CD14 Pacific Blue T™M1 DRFZ
CD3 Pacific Orange Okt3 DRFz
CD19 BV510 SJ25C1 Biolegend
CD123 Fitc Lot:5161114281 Miltenyi
HLA DR PerCp L243 Biolegend
CD1c PeCy7 L161 Biolegend
CD11c APC REA618 Miltenyi
CD16 APC Fire750 3G8 Biolegend
Berglobin
(160mg/ml) DRFZ

Tabelle 1 Genutzte Antikorper in der Durchflusszytometrie

Die genutzten monoklonalen Antikorper in dieser Studie wurden von BD Bioscience (San
Jose, CA), Biolegend (San Diego, CA), Miltenyi Biotec (Bergisch-Gladbach, Germany),
Merck (Darmstadt, Germany), R&D Systems (Abingdon, UK), Invitrogen (Carlsbad, CA)
und AbD Serotec (Kidlington, UK) erworben oder vor Ort im Institut produziert und
fluoreszenz-markiert (DRFZ Berlin, Deutschland).
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3.2.3 Durchflusszytometrisches Analyse-Strategie (Gating)

Exemplarische Gatings der wesentlichen Zellpopulationen sind in den folgenden

Abbildungen dargestellt.

B Zellen

SSC-A
FSC-W
CD19

SSC-wW

FSC-A FSC-H SSC-H CD14+CD3
Abbildung 3 Exemplarisches B-Zell-Gating der Oberflachenfarbungen. Zelldubletten
wurden anhand ihrer Laserstreuungseigenschaften exkludiert. Anschlie3end wurde ein
Gate auf CD19+CD3-CD14- B-Zellen gelegt, die als Grundlage der weiteren B-Zell-
Analysen fungierten. CD19-negative Zellen wurden nicht miteingeschlossen, da die
CD19-negativen Plasmazellen im Blut deutlich seltener sind als im Knochenmark.

SSC-A
FSC-W
SSC-W

FSC-A FSC-H SSC-H

B-Zellen Plasmablasten

Plasmablasten

Gediichtnis B-Zellen

SSC-A
CD27

IgA+PB

Zellanzahl

Naive B-Zellen

TR i AR SUIE SRR

CD19 CD20

Abbildung 4 Exemplarisches Gating der IgA+ Plasmablasten (intrazellulares Panel). B-
Zellen wurden anhand ihrer CD19 Expression selektiert. Anschlieend wurde ein Gate
auf CD20-CD27+ Plasmablasten gelegt. Innerhalb dieser Plasmablasten wurden IgA+
und IgA- Plasmablasten histogrammbasiert differenziert.
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Abbildung 5 Exemplarisches Gating der naiven und Gedachtnis-T-Zellen. Zelldubletten
wurden anhand ihrer Laserstreuungseigenschaften exkludiert. AnschlieRend wurden
CD3+ CD4+ T-Zellen selektiert, anhand derer dann CD45RA positive naive T-Zellen und
CD45R0 positive Gedachtnis-T-Zellen bestimmt wurden.
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Abbildung 6 Exemplarisches Gating der regulatorischen T-Zellen. Zelldubletten wurden
anhand ihrer Laserstreuungseigenschaften exkludiert. In Folge dessen wurden CD3+
CD4+ T-Zellen selektiert und innerhalb dieser Zellpopulation ein Gate auf die FoxP3+
regulatorischen T-Zellen (Treg) gelegt.

3.2.4 Statistische Analyse

Sowohl die statistische Auswertung als auch die Herstellung der abgebildeten Graphen
erfolgte mit Hilfe des Programmes GraphPad Prism version 7 (Graph Pad, San Diego,
CA, USA). Da eine Gaufssche Normalverteilung der Daten nicht in allen Fallen bestatigt
werden kann, wurden die statistischen Gruppenvergleiche unter Verwendung des nicht-
parametrischen Mann-Whitney U Tests (zweiseitig) durchgefuhrt. Unterschiede wurden
als signifikant eingeschatzt, wenn die p-Werte niedriger als 0,05 waren. Spearman’s
zweiseitige Regressionsanalyse wurde durchgefuhrt, um statistische Korrelation
zwischen zwei Variablen zu analysieren bzw. detektieren. Auch dabei wurden p-Werte

unterhalb von 0,05 als signifikant gewertet.
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4 Ergebnisse
4.1 Patientencharakteristika

Demographische und klinische Informationen der Studienteilnehmer sind in Tabelle 2

zusammengefasst.
ISSc dSSc
(n=25) (n=20)
Alter, Durchschnittswert £ SD 61,6 £ 12,1 516:;2:
Weibliches Geschlecht, n (%) 22 (88) 14 (70)
Krankheitsdauer in Jahren, Durchschnittswert + SD 109 9+6
SSc Manifestation, n (%)
- Gastro6sophageale Beteiligung 16 (64) 11 (55)
- Pulmonale Hypertension 8 (32) 4 (20)
- Lungenfibrose 6 (24) 15 (75)
Medikamentdse Therapie, n (%)
- Glukokortikoide 6 (24) 7 (35)
- mit Immunsuppressiva generell 13 (52) 13 (65)
- Cyclophosphamid im Krankheitsverlauf erhalten 3(12) 11 (55)
- Tocilizumab 0 3 (15)
- Hydroxychloroquine 4 (16) 2 (10)
- Rituximab im Krankheitsverlauf erhalten 1(4) 2 (10)
- Ciclosporin 0 2 (10)
- Azathioprin 1(4) 4 (20)
- Calciumantagonisten 8 (32) 7 (35)
- Endothelinrezeptorantagonisten 6 (24) 3 (15)
- Methotrexat 4 (16) 3 (15)
- Mycophenolat Mofetil 2(8) 1(3)

Tabelle 2 Demographische und klinische Daten
ISSc, limitierte SSc; dSSc, diffuse SSc
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4.2 Die absolute Anzahl der einzelnen B-Zell Subpopulationen ist im
peripheren Blut von SSc-Patienten vermindert

SSc-Patienten zeigen eine verringerte absolute Anzahl an B-Zellen im peripheren Blut
(gesunde Probanden 209+111,2 Zellen/ul (Median/SD) vs. SSc-Patienten 129+129
Zellen/ul (Median/SD), d=0,62 (Cohen’s d), p=0,0092) (Abbildung 7). Gleichzeitig besteht
auf absoluter Ebene eine signifikante Reduktion der naiven B-Zellen (gesunde
Probanden 184,8+105 Zellen/pl (Median/SD) vs. SSc-Patienten 90,7£116 Zellen/pl
(Median/SD), d= 0,51 (Cohen’s d), p=0,0069) und Gedachtnis B-Zellen (gesunde
Probanden 46,6£37,9 Zellen/ul (Median/SD) vs. SSc-Patienten 26,2+30,8 Zellen/pl
(Median/SD), d=0,69% (Cohen’s d), p=0,0021) bei SSc-Patienten, wohingegen die
absolute Anzahl der Plasmablasten etwas erhoht ist (gesunde Probanden 1,3+1,7
Zellen/ul (Median/SD) vs. SSc-Patienten 1,5+2,9 Zellen/pl (Median/SD), d=0,14
(Cohen’s d), p=0,2742) (Abbildung 7). Die Zusammensetzung der einzelnen B-Zell-
Subpopulationen auf relativer Ebene unterschied sich nicht signifikant zwischen SSc-
Patienten und gesunden Probanden (Abbildung 7). Nichtsdestotrotz zeigten einige SSc-
Patienten einen Anstieg in der Frequenz ihrer Plasmablasten (15 der SSc-Patienten
wiesen mehr als 2% Plasmablasten unter den gesamt CD19-B-Zellen auf), der bis zu

15% Plasmablasten der B-Zellen insgesamt ging (Abbildung 7).
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Abbildung 7 Vergleich der absoluten und relativen Anzahlen der B-Zellen insgesamt (A),
CD20+CD27- naiven B-Zellen (B), CD20+CD27+ Gedachtnis B-Zellen (C) und CD20-
/geringCD27hoch Plasmablasten (D) zwischen gesunden Probanden (healthy donors,
HD) und Patienten mit SSc (Systemic Sclerosis, SSc).

39



4.3 Patienten mit SSc haben prozentual mehr IgA-positive
Plasmablasten im peripheren Blut

Die Frequenz IgA-positiver Plasmablasten ist bei Patienten mit SSc erhdht (gesunde
Probanden 48+10,9 % (Median/SD) vs. SSc-Patienten 59,3+10,2 % (Median/SD), d=0,7
(Cohen’s d), p=0,0085). Dieser Anstieg auf relativer Ebene lasst sich jedoch nicht auf

absoluter Ebene demonstrieren (Abbildung 8).
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Abbildung 8 Relative und absolute Anzahlen IgA-positiver Plasmablasten. Erhdhter
relativer Anteil IgA-positiver Plasmablasten in Blutproben von Patienten, die an SSc
erkrankt sind. Diese Analysen basieren auf den intrazellularen Farbungen von IgA.

4.4 Erhohte relative Expression von dem mukosalen
Adhasionsmolekill asf7-Integrin auf Plasmablasten von SSc-
Patienten

Wahrend der relative Anteil CCR10 exprimierender Plasmablasten im Vergleich zwischen
Patienten mit SSc und gesunden Probanden ahnlich war (gesunde Probanden 34,3+8,6
% (Median/SD) vs. SSc-Patienten 33+15,02 % (Median/SD), p=0,9), war der relative
Anteil asB7-Integrin exprimierender Plasmablasten deutlich héher bei Patienten mit SSc
verglichen mit gesunden Probanden (gesunde Probanden 35,2+17,2 % (Median/SD) vs.
SSc-Patienten 44,651£19,1 % (Median/SD), d=0,6 (Cohen’s d), p=0,0173) (Abbildung 9).
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Abbildung 9 Relative Haufigkeiten von CCR10 und asf7-Integrin  positiven
Plasmablasten/Zellen im Vergleich zwischen gesunden Probanden (healthy donors, HD)
und Patienten mit SSc (Systemic Sclerosis, SSc).

4.5 Die verringerte absolute Anzahl von B-Zell Subpopulationen ist mit
pulmonalen Krankheitsmanifestationen assoziiert

Wir konnten demonstrieren, dass SSc-Patienten mit pulmonaler Beteiligung in Form einer
pulmonalen Fibrose oder pulmonalen Hypertonie bestimmte Veranderungen im
Phanoytp und der Verteilung bestimmter Populationen unter ihren B-Zellen aufweisen.
Es fallt auf, dass die B-Zellen insgesamt (gesunde Probanden 209+111,2 Zellen/pl
(Median/SD) vs. SSc-PAH-Patienten 54+86,8 Zellen/ul (Median/SD), d=1,5 (Cohen’s d),
p=0,0004), (gesunde Probanden 209+111,2 Zellen/ul (Median/SD) vs. SSc-PF-
Patienten 82+129 Zellen/ul (Median/SD), d=0,9 (Cohen’s d), p=0,0013), die naiven B-
Zellen (gesunde Probanden 184,8+105 Zellen/ul (Median/SD) vs. SSc-PAH-Patienten
31,8+83,8 Zellen/ul (Median/SD), d=1,26 (Cohen’s d), p=0,0004) (gesunde Probanden
184,8+105 (Median/SD) vs. SSc-PF-Patienten 50+111,5 Zellen/pl (Median/SD), d=0,8
(Cohen’s d), p=0,0012) und die Gedachtnis B-Zellen (Gesunde 46,6+37,9 Zellen/ul
(Median/SD) vs. SSc PAH Patienten 13£19,4 Zellen/ul (Median/SD), d=1,4 (Cohen’s d),
p=0,0005) (gesunde Probanden 46,6+37,9 Zellen/ul (Median/SD) vs. SSc-PF-Patienten
13+47,8 Zellen/pl (Median/SD), d=0,4 (Cohen’s d), p=0,0005) besonders ausgepragt bei
den Patienten mit Lungenfibrose bzw. pulmonaler Hypertonie in ihrer absoluten Anzahl

reduziert waren (Abbildung 10).
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Abbildung 10 Vergleich der absoluten Anzahlen der B-Zellen insgesamt (A),
CD20+CD27- naiven B-Zellen (B), CD20+CD27+ Gedachtnis B-Zellen (C) und CD20-
/geringCD27hoch Plasmablasten (D) zwischen gesunden Probanden und den
untersuchten SSc-Patienten, aufgeteilt nach dem Vorhandensein bzw. Nicht-
Vorhandensein einer pulmonalen Hypertonie (PAH) und einer Lungenfibrose (PF).

Weitere Klinische Subananalysen zeigten, dass der zuvor beschriebene relative Anstieg

IgA-positiver Plasmablasten hoher in Patienten mit Lungenfibrose ist (gesunde
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Probanden 48+11 (Median/SD) vs. SSc-PF-Patienten 66,1+10,8 (Median/SD), d=1
(Cohen’s d), p=0,0024) (Abbildung 11).
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Abbildung 11 Vergleich der relativen Anteile von IgA-positiven Plasmablasten zwischen
gesunden Probanden (Healthy Donors, HD), SSc-Patienten mit Lungenfibrose
(pulmonary fibrosis, PF) und ohne Lungenfibrose (no PF).

Die erhohte Aktivitat des mukosalen Immunsystems, die der hdohere relative Anteil as37-
Integrin positiver Plasmablasten vermuten lasst, trat nur bei SSc-Patienten mit
pulmonaler Beteiligung auf, hier definiert als pulmonale Hypertonie (PAH) oder
Lungenfibrose (PF) (gesunde Probanden 35,2+17,2 % (Median/SD) vs. SSc-PAH-
Patienten 59,9116,8 % (Median/SD), d=1,1 (Cohen’s d), p=0,0066), (gesunde
Probanden 35,2+17,2 % (Median/SD) vs. SSc-PF-Patienten 45,1£15,8 % (Median/SD),
d=0,8 (Cohen’s d), p=0,0088) (Abbildung 12A). Die asB7-Integrin Expressionsspiegel
unterschieden sich zwischen gesunden Probanden und SSc-Patienten ohne pulmonale
Beteiligung nicht signifikant (Abbildung 12A). Dasselbe Muster mukosaler Uberaktivitat
bei Patienten mit pulmonaler Beteiligung lie3 sich in den Expressionsunterschieden von
a4B7-Integrin auf IgA positiven Plasmablasten erkennen (gesunde Probanden 22,4+19,3
% (Median/SD) vs. SSc-PAH-Patienten 56£19,6 % (Median/SD), d=1,1 (Cohen’s d),
p=0,0098), (gesunde Probanden 22,4119,3 % (Median/SD) vs. SSc-PF-Patienten
43,7+18,1 % (Median/SD), d=0,8 (Cohen’s d), p=0,0076) (Abbildung 12B).
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Abbildung 12 Subanalysen der relativen Anteile von asp7-Integrin  positiven
Plasmablasten an allen Plasmablasten von gesunden Probanden und Patienten mit SSc
aufgeteilt in Patienten mit pulmonaler Hypertonie (PAH) und Lungenfibrose (pulmonary
fibrosis, PF) A, Die generelle relative Expression von asf7-Integrin war statistisch
signifikant erhdht bei Patienten mit pulmonaler Beteiligung in der Form von pulmonaler
Hypertonie oder Lungenfibrose B, Die relative Expression von asf7-Integrin auf IgA-
positiven Plasmablasten ist ebenfalls signifikant erhdht bei Patienten mit pulmonaler
Beteiligung in der Form von pulmonaler Hypertonie oder Lungenfibrose.

4.6 Die nach B-Zell depletierender Therapie verbleibenden
Plasmablasten/zellen von SSc-Patienten weisen einen mukosalen
Phanotyp auf

Drei Patienten unserer Studie erhielten eine B-Zell depletierende Therapie mit Rituximab.
Patienten mit SSc zeigten einen relativen Anstieg im Bezug auf alle Plasmablasten von
Plasmablasten, die asf37-Integrin und IgA exprimieren (gesunde Probanden 22,4+19,3 %
(Median/SD) vs. SSc-Patienten 38,6122,2 % (Median/SD), d=0,6 (Cohen’s d),
p=0,0149). Dieser relative Anstieg von Zellen, die asB7-Integrin und IgA exprimieren ist
bei Patienten nach B-Zell depletierender Therapie mit Rituximab auf den verbliebenen
Plasmablasten signifikant erhdoht (gesunde Probanden 22,4+19,3 % (Median/SD) vs.
SSc-Patienten mit RTX 65,519 % (Median/SD), d=2,1 (Cohen’s d), p=0,0085)
(Abbildung 13).
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Abbildung 13 Erhohte Frequenz von mukosalen IgA-positiven Plasmablasten nach B-
Zell depletierender Therapie. Die relative Expression von asf7-Integrin ist auf den
verbliebenen IgA-positiven Plasmablasten von SSc-Patienten nach der Therapie mit
Rituximab signifikant erhoht im Vergleich zu gesunden Probanden und SSc-Patienten
ohne Therapie mit Ritxumab im Krankheitsverlauf.

4.7 Unter den Patienten mit SSc haben vor allem die Patienten mit
pulmonaler Beteiligung eine verringerte absolute Anzahl an T-
Zellen

Im Rahmen der quantitativ vergleichenden Analyse der T-Zellen fiel eine generelle T-
Lymphzytopenie der SSc-Patienten auf (gesunde Probanden 13091407,4 Zellen/pl
(Median/SD) vs. SSc-Patienten 902+530,4 Zellen/pl (Median/SD), d=0,73 (Cohen’s d),
p=0,0015), (gesunde Probanden 1309+407,4 Zellen/ul (Median/SD) vs. ISSc-Patienten
8151447,6 Zellen/ul (Median/SD), d=0,94 (Cohen’s d), p=0,0008), (gesunde Probanden
1309+407,3 Zellen/ul (Median/SD) vs. dSSc-Patienten 1072+628,1 Zellen/pl
(Median/SD), d=0,548 (Cohen’s d), p=0,0401) (Abbildung 14). Damit einhergehend
waren auch die Mengen CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten in den jeweiligen
Patientenkohorten vermindert, vor allem bei Patienten mit ISSc (gesunde Probanden
CD4+ T-Zellen 801,1£298,7 Zellen/pl (Median/SD) vs. SSc-Patienten CD4+ T-Zellen
663+423,4 Zellen/ul (Median/SD), d=0,39 (Cohen’s d), p=0,0268), (gesunde Probanden
CD4+ T-Zellen 801,1£298,7 Zellen/pl (Median/SD) vs. ISSc-Patienten CD4+ T-Zellen
585,2+373,9 Zellen/ul (Median/SD), d=0,65 (Cohen’s d), p=0,0058), (gesunde
Probanden CD4+ T-Zellen 801,1£298,7 Zellen/ul (Median/SD) vs. dSSc-Patienten CD4+
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T-Zellen 756,8+513,2 Zellen/ul (Median/SD), d=0,12 (Cohen’s d), p=0,36), (gesunde
Probanden CD8+ T-Zellen 391+151,7 Zellen/ul (Median/SD) vs. SSc-Patienten CD8+ T-
Zellen 234,4£194,6 Zellen/pl (Median/SD), d=0,7 (Cohen’s d), p=0,0011), (gesunde
Probanden CD8+ T-Zellen 391+151,7 Zellen/ul (Median/SD) vs. ISSc-Patienten CD8+ T-
Zellen 198,8+103,9 Zellen/ul (Median/SD), d=1,43 (Cohen’s d), p<0,0001), (gesunde
Probanden CD8+ T-Zellen 391£151,7 Zellen/ul (Median/SD) vs. dSSc-Patienten CD8+
T-Zellen 258,9+248,6 Zellen/pl (Median/SD), d=0,296 (Cohen’s d), p=0,0765) (Abbildung
19). Im Zuge der Betrachtung der klinischen Manifestationen der SSc konnten wir
nachweisen, dass vor allem Patienten mit einer PAH, in geringerem Male auch mit einer
PF, verminderte absolute Mengen an T-Lymphozyten bzw. CD4+ und CD8+ T-
Lymphozyten aufweisen (gesunde Probanden T-Zellen 1309+407,4 Zellen/pl
(Median/SD) vs. SSc-PAH-Patienten T-Zellen 729+307,5 Zellen/pl (Median/SD), d=1,99
(Cohen’s d), p=0,0002), (gesunde Probanden T-Zellen 13091+407,4 Zellen/pl
(Median/SD) vs. SSc-PF-Patienten T-Zellen 869+637,1 Zellen/ul (Median/SD), d=0,58
(Cohen’s d), p=0,014), (gesunde Probanden CD4+ T-Zellen 801,1+298,7 Zellen/pl
(Median/SD) vs. SSc-PAH-Patienten CD4+ T-Zellen 379,9+293,8 Zellen/ul (Median/SD),
d=1,47 (Cohen’s d), p=0,0009), (gesunde Probanden CD4+ T-Zellen 801,1+298,7
Zellen/ul (Median/SD) vs. SSc-PF-Patienten CD4+ T-Zellen 627,6£527 Zellen/pl
(Median/SD), d=0,33 (Cohen’s d), p=0,0301), (gesunde Probanden CD8+ T-Zellen
391+£151,7 Zellen/ul (Median/SD) vs. SSc-PAH-Patienten CD8+ T-Zellen 188,8+100
Zellen/ul (Median/SD), d=1,65 (Cohen’s d), p=0,0008), (gesunde Probanden CD8+ T-
Zellen 391+151,7 Zellen/pl (Median/SD) vs. SSc-PF-Patienten CD8+ T-Zellen
231,94248,3 Zellen/pl (Median/SD), d=0,048 (Cohen’s d), p=0,0144) (Abbildung 14; 15).
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Abbildung 14 Absolute Mengen CD3+ T-Zellen im Vergleich gesunder Probanden mit
SSc-Patienten bzw. deren Subformen (A) und den einzelnen pulmonalen
Krankheitsmanifestationsgruppen (B). Alle untersuchten Patientengruppen wiesen
signifikant weniger T-Lymphozyten auf als die gesunde Kontrollkohorte.
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Abbildung 15 Absolute Mengen CD4+ (A,B) und CD8+ (C,D) positiver T-Zellen im
Vergleich gesunder Probanden mit SSc-Patienten bzw. deren Subformen (A,C) und den
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einzelnen pulmonalen Krankheitsmanifestationsgruppen (B,D). Bis auf die Gruppe der

dSSc-Patienten malRen wir in allen untersuchten Patientengruppen signifikant weniger

CD4+ bzw. CD8+ T-Lymphozyten als in der gesunden Kontrollkohorte.
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4.8 Im Vergleich von naiven- und Gedachtnis-T-Zellen zeigen sich
keine quantitativen Veranderungen zwischen gesunden
Probanden und SSc-Patienten

Des Weiteren untersuchten wir die naiven- und Gedachtnis-T-Zellen auf Unterschiede

zwischen den einzelnen untersuchten Populationen.

Im durchgeflhrten statistischen Vergleich lieen sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den von uns untersuchten SSc-Patienten und gesunden Probanden
nachweisen (gesunde Probanden naive T-Zellen 45,2+16,27 % (Median/SD) vs. SSc-
Patienten naive T-Zellen 42,7+18,34 % (Median/SD), d=0,18 (Cohen’s d), p=0,6895),
(gesunde Probanden Gedachtnis-T-Zellen 44,7+12,88 % (Median/SD) vs. SSc-Patienten
Gedachtnis-T-Zellen 50x17,77 % (Median/SD), d=0,064 (Cohen’s d), p=0,8957)
(Abbildung 16).
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Abbildung 16 Relative Haufigkeiten naiver- (A) und Gedachtnis- (B) T-Zellen. In der
Analyse beider Zellpopulationen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
gesunden Probanden und den SSc-Erkrankten insgesamt bzw. deren einzelnen
Manifestationsgruppen
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5 Diskussion

Erstmalig konnten wir in der vorliegenden Studie Hinweise fur ein Uberaktiviertes
mukosales Immunsystem bei SSc-Patienten gewinnen.
Es gelang uns pulmonale Krankheitsmanifestationen in Verbindung mit speziellen

zellularen Veranderungen des peripheren Blutes zu setzen (Tabelle 3)

Pulmonale Fibrose Pulmonale Hypertonie
- Frequenz IgA+ Plasmablasten
- Frequenz a4f7-Integrin+ - Frequenz a4f7-Integrin+
Sunahme Plasmablasten Plasmablasten
- Frequenz asf37-Integrin+IgA+ - Frequenz asB7-Integrin+IgA+
i Plasmablasten Plasmablasten
-CD95 MFI -Siglec MFI auf Monozyten
-Siglec MFI auf Monozyten
- absolute Anzahl naiver und - absolute Anzahl naiver und
Abnahme Gedchtnis B-Zellen Gedchtnis B-Zellen
U - absolute Anzahl CD4+ und CD8+ | - absolute Anzahl CD4+ und CD8+
T-Zellen T-Zellen

Tabelle 3 Uberblick der festgestellten Veranderungen im Rahmen der untersuchten
Krankheitsmanifestationen.

Wir demonstrierten zum ersten Mal, dass ein Anstieg von Markern mukosaler
Immunreaktionen auf peripheren Plasmablasten und -zellen von SSc-Patienten mit
spezifischen Krankheitssymptomen korreliert. In Zukunft kénnen diese Erkenntnisse
eventuell als Biomarker zur Einschatzung bestimmter Organbeteiligungen wichtig
werden. Zusatzlich kdnnten unsere Ergebnisse Angriffspunkte zielgerichteter Therapien
darlegen und Beitrag zur generellen Entschlisselung der Pathophysiologie der SSc
liefern.

Grundlegende Arbeit bezuglich der B-Zell-Subpopulationen bei SSc wurde von Sato et
al. erbracht. Diese Arbeit zeigte eine stabile B-Zell-Zahl im Vergleich zu Gesunden.
Allerdings verandert sich in dieser Studie die Verteilung der B-Zellen auf die

Subpopulationen (naive B-Zellen, Gedachtnis B-Zellen und Plasmablasten). Es kommt
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zu einer Zunahme der absoluten Zahl naiver und Gedachtnis B-Zellen und gleichzeitig
einer Abnahme der absoluten Anzahl von Plasmablasten (136). Unsere Ergebnisse
hingegen zeigten eine gleichmallige Abnahme aller erwahnten B-Zell-Subpopulationen
und eine entsprechende B-Lymphozytopenie (Abbildung 7).

Bezuglich der Frequenzen der B-Zell-Subpopulationen sehen wir keine signifikanten
Unterschiede zwischen Patienten und gesunden Probanden. Dies steht erneut im
Kontrast zu bereits beschriebenen Ergebnissen von Sato et al.. Méglicherweise wird dies
durch unterschiedliche Patientenkohorten oder die eingesetzten Medikamente
mitverursacht.

Andere bereits bekannte Aspekte des Immunphanotyps von Patienten mit SSc konnten
hingegen reproduziert werden. So ist auch in unserer Kohorte, ebenso wie bei Sato et
al.,, eine erhohte CD95-Expression auf Gedachtnis B-Zellen von SSc-Patienten
nachweisbar (136). In unserer Patienten-Kohorte konnten wir zudem erstmalig zeigen,
dass dieses Phanomen bei Patienten mit einer Lungenfibrose besonders ausgepragt ist.
Damit einhergehend ist die absolute Anzahl von Gedachtnis B-Zellen unserer SSc-
Patientin mit Lungenfibrose im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant verringert
(Abbildung 10). Die CD95-Expression auf B-Zellen nimmt in Folge ihrer Aktivierung zu.
Durch die Interaktion mit dem CD95-Liganden kommt es zur CD95-vermittelten
Apoptose, worin ein essentieller Begrenzungsmechanismus der B-Zellen liegt (137).
Basierend auf der erhdhten CD95-Expression der absolut verringerten Gedachtnis B-
Zellen schlossen Sato et al. in ihrer Studie auf eine erhdhte Aktivierung der Gedachtnis
B-Zellen bei SSc-Patienten (82). In Analogie dazu kdnnten unsere Ergebnisse Hinweise
auf eine erhohte Aktivitat der Gedachtnis B-Zellen speziell bei Lungenfibrose bei SSc
geben.

Im Gegensatz zu den Daten von Sato et al. sieht die Arbeitsgruppe von Lopez-Cacho
Veranderungen im Immunphanotyp von Patienten mit SSc, die unseren Daten
entsprechen (138). Vergleichbar zu dieser Arbeit sehen wir eine besonders ausgepragte
Abnahme der B-Zellen bei Patienten mit pulmonaler Beteiligung in Form einer
Lungenfibrose oder pulmonalen Hypertonie.

Erganzend sehen wir diese Abnahme allerdings auch bei naiven und Gedachtnis B-
Zellen, sowie den Plasmablasten. Limitierend ist hier, bei unseren Daten genauso in der
Arbeit von Lopez Cacho et al, dass ein Einfluss der medikamentésen Therapie auf die
absolute Lymphozytenzahl und damit entsprechende Verschiebungen in den B-Zellen

beachtet werden miussen. Gerade bei Patienten mit einer Lungenbeteiligung kann eine
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schwerere Immunsuppression angenommen werden, als bei Patienten ohne eine
Organbeteiligung. In unserer Patientenkohorte konnte sowohl fur Patienten mit einer
Cyclophosphamid-Behandlung wie auch fur Patienten unter Glukokortikoiden eine
deutliche Veranderung gezeigt werden (Abbildungen nicht gezeigt). Von den 12
Patienten mit einer pulmonalen Hypertonie erhielten 3 Cyclophosphamid und 7
Glukokortikoide (2 davon eine kombinierte Therapie aus Glukokortikoiden und
Cyclophosphamid). Von den 21 Patienten mit einer Lungenfibrose erhielten 11
Cyclophosphamid und 9 Glukokortikoide (3 davon eine kombinierte Therapie aus
Glukokortikoiden und Cyclophosphamid). Fur beide Medikamente ist ein Einfluss auf die
B-Zellen beschrieben (133).

Zentraler Aspekt der Krankheitsentstehung der SSc ist, dass bestimmte immunologische
Storungen zu speziellen Veranderungen vor allem mukosaler Organe, wie der Lunge

oder dem Gastrointestinaltrakt, fihren.

Basierend auf der Annahme, dass eine mukosale Beteiligung ein sehr haufiges klinisches
Symptom ist und damit dem mukosalen Immunsystem bei der SSc eine wichtige Rolle
zukommt und zudem Autoantikdrper ein wichtiges Phanomen bei der SSc sind,
analysierten wir die Expression von Markern fur eine mukosale Aktivierung auf
Plasmablasten.

Interessanterweise fanden wir einen erhohten Anteil IgA-sezernierender Plasmablasten
in allen Plasmablasten bei Patienten mit SSc im Vergleich zu Gesunden. Entsprechend
kann man hier von einem mukosalen Ursprung der Plasmablasten ausgehen (Abbildung
8). Diese Expansion der Population der IgA-positiven Plasmablasten war besonders
ausgepragt bei Patienten mit Lungenfibrose (Abbildung 11). Entsprechend kann man hier
daruber spekulieren, dass gerade im Rahmen einer Lungenbeteiligung vermehrt
Plasmablasten in der Mukosa ausreifen oder die B-Zellen dort aktiviert werden. IgA-
sezernierende Plasmbalasten differenzieren sich, wie in der Einleitung beschrieben, vor
allem in mukosa-assoziiertem Lymphgewebe unter dem Einfluss von TGF-B (126). Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass IgA-positive Plasmablasten ebenfalls zu einem
geringen Teil im Rahmen systemischer Immunreaktionen generiert werden und somit

nicht uneingeschrankt als Marker mukosaler Immunreaktionen betrachtet werden kénnen
(139).
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Wie unter anderem die Gruppe von Henrik Mei zeigen konnte und in der Einleitung
dargelegt ist, weil3t die Expression von asf7-Integrin auf Plasmablasten auf ihre
Entstehung im Rahmen einer mukosalen Immunreaktion hin.

Wir zeigen hier erstmalig, dass auch bei der Systemischen Sklerose das mukosale
Immunsystem uberaktiviert ist. SSc Patienten wiesen eine deutlich erhdhte Frequenz
IgA-positiver und asB7-Integrin-positiver CD19*/CD20/CD27** Plasmablasten an allen
Plasmablasten auf (Abbildung 8 und 9). Interessanterweise war auch dieser Anstieg
besonders ausgepragt bei SSc-Patienten mit pulmonaler Beteiligung in der Form von
Lungenfibrose oder PAH (Abbildung 12). Da es sich auch bei der Lunge um ein
mukosales Organ handelt, I&sst sich hierin ein Hinweis auf ein Uberaktiviertes mukosales

Immunsystem erkennen.

Mei et al. proklamierten 2010, dass Plasmablasten, die aus mukosalen Immunreaktionen
entstanden sind, eine erhohte Widerstandskraft gegenliber B-Zell-depletierenden
Therapien, beispielsweise mit Rituximab, aufweisen (139). Diese mukosalen
Plasmablasten exprimierten IgA, CCR10 und asfB7-Integrin. Interessanterweise war die
generelle Expression von asf7-Integrin auf Plasmablasten von RA Patienten vor der B-
Zell depletierenden Therapie mit Rituximab geringer als auf Plasmablasten bei gesunden
Probanden. asf7-Integrin war hingegen, wie beschrieben, auf den Plasmablasten der von
uns untersuchten SSc-Patienten bereits vor der B Zell-depletierenden Therapie in
hoherer Frequenz exprimiert. Im Rahmen der Rheumatoiden Arthritis kann es zwar zu
einer interstitiellen Lungenerkrankung kommen, intestinale Beteiligungen sind jedoch
nicht beschrieben (140). Ein mdglicher Zusammenhang zwischen der verringerten as37-
Integrin Expression der Plasmablasten bei RA und der fehlenden Darmbeteiligung ist
denkbar.

Nichtsdestotrotz sind jedoch, wie bei der SSc auch, gewisse quantitative Veranderungen
des intestinalen Mikrobioms mit der RA assoziiert sind. Wie bei der SSc kommt es auch
bei der RA zu einem intestinalen Anstieg von Prevotella spp. Andere bei der SSc
intestinal vermehrt auftretende Bakteriengattungen wie Bacteroides oder Bifidobacterium
sind im Darm von RA Patienten vermindert beschrieben worden (141,142). Die Rolle von
Porphyromonas gingivalis als potenzieller Trigger der RA Pathogenese durch eine

Induktion der Produktion citrullinierter Antigene ist inzwischen gut bekannt (143).
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Auch in der Kohorte unserer SSc-Patienten fanden wir nach der RTX-Therapie bei den
verbliebenden Plasmablasten eine erhdhte Frequenz asf7-Integrin und IgA-positiver
Plasmablasten (Abbildung 13). Eine wichtige Limitation dabei ist jedoch, dass in unserer
Studie lediglich drei Patienten nach Rituximab-Therapie analysiert wurden.
Nichtsdestotrotz ahnelt der mukosale Phanotyp der verbliebenen Plasmablasten nach
RTX-Therapie den von Mei et al. bei der Rheumatoiden Arthritis beschriebenen
Plasmablasten nach RTX-Therapie (139). Solche Zellen kdnnten gemal Mei et al. eine
autarke B-Zellpopulation in mukosalen Geweben darstellen, die sich gewissermalien
dem Einfluss einer B-Zell depletierenden Therapie mit Ritxumab entzieht.

Basierend auf den in der Einleitung beschriebenen Erkenntnissen der Rolle von a437-
Integrin und IgA als Marker mukosaler Immunreaktionen lieRe sich somit schlief3en, dass
die verbliebenen B-Zellen nach B-Zell depletierender Therapie vor allem aus mukosalen
Immunreaktionen stammen.

Lemke et al. konnten zeigen, dass in mukosalen Geweben generierte Plasmablasten die
Fahigkeit besitzen, sich zu langlebigen Plasmazellen im Knochenmark zu entwickeln
(144). Solche Erkenntnisse sprechen gegen eine strikte Kompartimentierung des
Immunsystems in mukosal vs. systemisch. In mukosalen Immunreaktionen generierte
Plasmablasten tragen unter gewissen Umstanden zu den systemischen langlebigen
Plasmazellen im Knochenmark bei. Die daraus resultierenden Konsequenzen gelten
jedoch sowohl fur protektive als auch fur pathologische mukosale Immunreaktionen
(144).

Ahnlich wie unsere Daten zeigt eine weitere Arbeit von Mei et al. aus dem Jahr 2017 bei
Patienten mit systemischem Lupus Erythematodes (SLE) ebenfalls eine Uberaktivierung
des mukosalen Immunsystems. In dieser Arbeit wurde im Wesentlichen die Expression
von IgA, CCR10 und asB7-Integrin auf Plasmablasten untersucht. Wahrend asf7-Integrin
fur die starke Verbindung zwischen von IgA-Plasmablasten und dem Endothel von
Blutgefallen im Darm zustandig ist und entsprechend von Plasmablasten in der Lamina
propria exprimiert wird, vermittelt die Expression von CCR10 von IgA* Plasmablasten ihre
Migration in Richtung von CCL28, einem Chemokinliganden, der im Darm-assoziierten
lymphatischen Gewebe genauso wie im lymphatischen Gewebe der Atemwege

exprimiert wird (1).
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Im Gegensatz zur SSc geht der SLE im Allgemeinen mit einer Plasmozytose einher (145).
Durchflusszytometrieuntersuchungen zeigten, dass die untersuchten SLE Patienten
absolut mehr IgA+ und CCR10+ (jeweils single positiv, aber auch IgA und CCR10
negative) Plasmablasten aufweisen als gesunde Probanden. Ein Zusammenhang
zwischen der Krankheitsaktivitat und der Frequenz oder Anzahl IgA bzw. CCR10 positiver
Zellen konnte allerdings nicht gezeigt werden.

Wahrend die Frequenz der CCR10 positiven Plasmablasten bei den Patienten
vergleichbar zu den gesunden Kontrollen war, war die Frequenz der asp7-Integrin+
Plasmablasten reduziert im Vergleich zu Gesunden.

Entsprechend schlussfolgern die Autoren, dass sowohl CCR10 positive als auch
negative, genauso wie asf37-Integrin negative Plasmazellen zur Plasmozytose bei SLE
beitragen. Einzig fur einen Teil der Patienten mit aktivem SLE konnte auch eine
Expansion der asB7-Integrin positiven Plasmazellen (single positiv) im peripheren Blut
gezeigt werden.

CCR10 und a4fB7-Integrin wurden hier sowohl von IgA+ als auch von IgA negativen
Plasmablasten exprimiert. Klare Koexpressionsmuster der beschriebenen mukosalen
Marker lielRen sich nicht erkennen, es konnte lediglich ein nicht signifikanter Trend einer
verringerten Frequenz von IgA+CCR10+ a4f7-Integrin+ Plasmablasten bei SLE
beschrieben werden.

Zusammengefasst liefert diese Studie Hinweise dafir, dass auch ein substanieller Anteil
der zirkulierenden IgA-negativen Plasmablasten einen mukosalen Phanotyp exprimiert.
In der entsprechenden Studie exprimierten 75% der Plasmblasten beim Lupus
mindestens IgA oder einen der mukosalen Homing-Rezeptoren. Auch von den
Plasmblasten insgesamt zeigten 58% einen mukosalen Phanotyp, allerdings
vergleichbar zu Gesunden. Entsprechend ziehen die Autoren die Schlussfolgerung, dass
die Plamsazellexpansion beim Lupus das Ergebnis einer systemischen Immunreaktion
ist, die sowohl in der Mukosa als auch aullerhalb dieser stattfindet (129).

Entsprechend konnen wir bei der SSc sowohl eine absolute als auch eine relative
Erhohung der IgA+ Plasmablasten im Vergleich zu gesunden Probanden beobachten wie
auch eine Expansion der IgA+a437-Integrin+ doppel-positiven Plasmablasten. Somit kann
hier von einem starkeren Einfluss mukosaler Immunreaktionen an der Gesamt-
Plasmazellzahl als beim SLE ausgegangen werden. Dies passt zur haufigen sowohl
gastrointestinalen als auch pulmonalen Beteiligung bei der SSc und lasst Uber eine

pathogenetisch wichtige Rolle der mukosalen Plasmazellen spekulieren. Im Vergleich zu
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den IgA+asB7-Integrin+ doppel-positiven Zellen waren die CCR10 positiven Zellen nicht
signifikant verandert. Ein Trend war nicht zu erkennen (Abbildung 9). Auch in der Arbeit
von Mei et al. aus dem Jahr 2017 war die Frequenz der CCR10 positiven Plasmablasten
beim SLE nicht signifikant verandert. Im Rahmen der Plasmozytose des SLE waren die
CCR10 positiven Plasmablasten jedoch auf absoluter Ebene vermehrt.

2015 konnten Chen et al. eine Uberexpression von CCR10 in synovialen Geweben bei
der Rheumatoiden Arthritis demonstrieren (146). 2018 wiesen Habiel et al. eine
Uberexpression von CCR10 auf pulmonalen Epithelzellen von Patienten mit
idiopathischer pulmonaler Fibrose im Vergleich zu gesunden Probanden nach (147).
Eine Reihe von Serumzytokinen korrelierte in der Studie von Mei et al. aus dem Jahr
2017 mit dem Vorhandensein mukosaler Plasmablasten (CCR10+ und/oder IgA+) von
SLE Patienten (129). Bei diesen Serumzytokinen handelte es sich zusammenfassend im
Groliteil um Zytokine, die entweder direkt oder Uber T-Zellen Einfluss auf die Qualitat und
Quantitat der Plasmablasten austben (129). Zumal sich die Daten bei der SSc, die wir in
dieser Studie zeigen konnten, etwas von den Daten beim SLE unterscheiden, ware es
hier spannend, nach den Spiegeln der entsprechenden Zytokine bei dieser Erkrankung
zu schauen und auch mit dem SLE zu Vergleichen.

Dies wurde ein tieferes Verstandnis der zugrunde liegenden immunologischen Prozesse

ermoglichen.

Im klinischen Umgang mit der SSc ist man regelhaft mit der Aufgabe konfrontiert, den
Zeitpunkt einer Krankheitsprogression bzw. einer neuen Organbeteiligung und vor allem
einer Lungenbeteiligung frih zu entdecken. Entsprechend ist es schwierig, den richtigen
Moment flr eine Therapiemodifikation bzw. Therapieeskalation zu erkennen. Das
Problem der meisten diagnostischen Verfahren ist dabei, dass eingetretene
Veranderungen bereits eine manifeste Progression konstatieren und die damit
verbundenen Organschaden teils irreversibel sind. Aus diesem Dilemma heraus ergibt
sich der Bedarf an Biomarkern, mit denen sich frihzeitig eine Krankheitsprogression
erkennen oder sogar vorhersagen lasst.

Trotz grol3er Fortschritte sowohl der traditionellen als auch der next-generation basierten
Biomarker, gibt es weiterhin eine Erfordernis neuer Biomarker-Entwicklungen (148,149).
Angesichts der klinischen Relevanz ist die Vorhersage der pulmonalen Progression der

Erkrankung dabei momentan ein Feld intensiver Forschung.
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Eine kirzlich veréffentlichte Ubersichtsarbeit bietet einen Uberblick tber verschiedene
zirkulierende Proteinbiomarker, die mit einer PAH bei SSc-Patienten assoziert sind.
Diese sind im Wesentlichen mit den an der Pathogenese der PAH assoziierten TGF-3
und Vascular endothelial growth factor (VEGF) Signalwegen assoziiert. Keiner dieser
Biomarker war IgA oder mit mukosalen Immunreaktionen assoziiert (150). Ein etablierter
Proteinbiomarker der PAH ist das N-terminale pro Brain natriuretic peptide (NT-proBNP),
welcher als einziger Eingang in die 2015 ESC/ERS Leitlinien der Diagnose und Therapie
der PAH gefunden haben (135). Eine NT-proBNP Erhdhung ist jedoch weder spezifisch
fur die PAH als solche noch fur die PAH bei SSc. Bei der SSc kann NT-proBNP ebenfalls
im Rahmen einer myokardialen Beteiligung erhoht sein (150). 2017 konnten Chung et al.
demonstrieren, dass bei einem NT-proBNP Grenzwert von 2210 pg/mL eine SSc-
assoziierte PAH mit einer Sensivitat von 73% und einer Spezifitat von 78% detektiert
werden kann (151).

Klinisch wurden 2018 eine Abnahme der SpO2 im Rahmen des 6 Minuten Gehtests und
eine jemals aufgetretene Arthritis als unabhangige Pradiktoren einer Lungenfibrose bei
SSc-Patienten identifiziert (152).

Andere neuere Studien, die erst nach dem Abschluss unserer Datensammlung
erschienen, konnten zum Beispiel den prognostischen Wert von CXCR3- und CXCR4-
Antikoérpern (IgG) und Serum-Interleukin-35 Spiegeln fur die Vorhersage einer SSc
assoziierten Lungenfibrose zeigen (153,154). Allerdings wurde hier ausschliesslich nach
IgG geschaut. Uber IgA finden sich keine Angaben. Die CXCR3 und CXCR4
Antikorperspiegel korrelierten bei Patienten mit SSc assoziierter Lungenfibrose negativ
mit den erhobenen Parametern der Lugnenfunktion (vor allem mit der Vitalkapazitat und
der Diffusionskapazitat). Interessanterweise waren jedoch gerade die Patienten mit
vergleichsweise geringen CXCR3 und CXCR4 Antikdrperspiegeln von einer
zunehmenden Verschlechterung der Lungenfunktion betroffen. Inmitten der Vielzahl der
mit der SSc assoziierten Autoantikorper sind solche Erkenntnisse mit potenziell
prognostischem Wert entscheidend, um den Krankheitsverlauf interindividuell besser
einschatzen zu kénnen.

Da es sich bei unserer Studie um eine Immunphanotypische Analyse zu nur einem
Zeitpunkt pro Patienten handelt und wir den klinischen Verlauf der Patienten hier nicht
longitudinal weiterverfolgt haben, kdnnen wir nicht abschatzen, ob die Frequenz der IgA-

Plasmablasten auch prognostisch relevant ist.
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In einem nachsten Schritt ware es hier sicher interessant, bei Patienten ohne bekannte
Lungenbeteiligung longitudinal die Population der mukosalen Plasmablasten zu
verfolgen. Mit den vorhandenen Daten kdnnen wir allerdings erstmalig zeigen, dass eine
Korrelation zwischen einer Expansion IgA-positiver Plasmablasten und anderer
Plasmablasten mit einem mukosalen Phanotyp und einer Lungenbeteiligung besteht und

Uber eine entsprechende pathogenetische Rolle der Zellen spekulieren.

Unsere Analyse der Frequenz der naiven und Gedachtnis T-Zellen erbrachte keine
signifikanten Veranderungen zwischen gesunden Probanden und SSc-Patienten
(Abbildung 16). Diese Erkenntnis muss ggf im Kontext der generellen Abnahme naiver
T-Zellen im Alter betrachtet werden. Giovanetti et al. postulierten 2010, dass es bei SSc-
Patienten im Alter von 22 bis 80 (Durchschnittsalter 56+14) Uber die Lebensspanne evtl.
zu einer Expansion CD4+ naiver T-Zellen kommen konnte (155). Angesichts der grof3en
Spannbreite der relativen Mengen CD4+naiver T-Zellen unserer SSc-Patienten und
deren im Durchschnitt hdherem Alter (59+12,8), kbnnen wir diese These in dieser Studie
nicht widerlegen. Teilt man unsere Patientenkohorte anhand ihres Alters in 2 Gruppen
ein, die Patienten unter und die Patienten Uber 50 Jahre, so bestatigt sich jedoch auch in
unserer Studie dieser Eindruck. Die durchschnittiche Menge CD4+ naiver T-Zellen der
Patienten unter 50 Jahren lag bei 607,3/ul (£207,2) und der Uber 50-jahrigen Patienten
entsprechend bei 784,7/ul (£481,1).

Die Analyse der Population der regulatorischen T-Zellen zeigte in unserer Kohorte keine
signifikanten Unterschiede zwischen gesunden Probanden und SSc-Patienten (Daten
nicht abgebildet). Wie in der Einleitung erlautert, gibt es bezlglich der quantitativen
Veranderungen der regulatorischen T-Zellen sehr unterschiedliche Daten. Slobodin et al.
liefern in ihrer diesbeziglichen Ubersichtsarbeit Beispiele von Studien die erhéhte,
unveranderte oder verringerte Mengen regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut von
SSc-Patienten gemessen haben. Bezuglich der Patientenkohorten fallen dabei keine

wesentlichen Unterschiede auf (117).
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Limitationen

Unsere Studie weist einige Limitationen auf.

Die untersuchte Patientenpopulation war klinisch sehr heterogen. Die Therapien sowie
die klinischen Verlaufe waren sehr unterschiedlich. Insbesondere bei Patienten, die
Cyclophosphamid erhalten haben, ist von einem gréReren Einfluss auf die Lymphozyten
auszugehen als bei anderen Therapien. Auch die kumulative Dosis, die sehr variierte, hat
hier sicher einen Einfluss. Auf Grund der KohortengrofRe lassen sich diese
Einflussfaktoren in dieser Pilotstudie nicht vollig eliminieren. In den durchgefuhrten
statistischen Analysen konnte allerdings kein Einfluss bestimmter Therapeutika auf die

mukosalen Immunzellpopulationen (Daten nicht abgebildet) gezeigt werden.

Entsprechend sollten weiterfuhrende Studien aus unserer Sicht vor allem vier Punkte
adressieren:

1) Haben die IgA-Plasmablasten bzw die Plasmablasten mit mukosalem Phanotyp
einen prognostischen Wert bei der SSc fur die Vorhersage einer
Lungenbeteiligung? Hierzu ware eine longitudinale Analyse bei Patienten ohne
bestehende Lungenbeteiligung notig.

2) Besteht eine Korrelation der IgA-Plasmazellen mit einer gastrointestinalen
beteiligung bzw lasst sich diese Vorhersagen? Da sich die gastrointestinale
Beteiligung jenseits der Osophagusbeteiligung nur schwer erfassen lasst, miisste
hier Uber ein besseres Read out nachgedacht werden.

3) Spielen die mukosalen Plasmablasten eine pathogenetische Rolle? Hierzu waren
mechanistische Studien gegebenfalls auch im Tiermodell notig sowie Analysen
aus Biopsien der Lamina propria und dem Bronchialsystem. Dies war im Rahmen
dieser Studie leider nicht moglich.

4) Besteht ein Zusammenhang zwischen Veranderungen des Darm- oder
Lungenmikrobioms und der Expanison mukosaler Plasmazellen bei der SSc?
Diese Analysen werden derzeit in einer weiterfihrenden Studie der Arbeitsgruppe

analysiert.
Wenn es uns gelingen sollte, mukosale Plasmablasten, die in einem kausalen

Zusammenhang der SSc-Pathogenese stehen, zu identifizieren, waren diese

moglicherweise zudem ein gutes Therapieziel fur neue therapeutische Ansatze.
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Zusammenfassend leistet unsere Arbeit einen wichtigen Beitrag zum besseren
Verstandis der Rolle des mukosalen immunsystems fur die Pathophysiologie der SSc mit

dem Ziel der Verbesserung zukunftiger diagnostischer und therapeutischer Optionen.
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