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Abkiirzungsverzeichnis

ACA Anti-Zentromer-AK

ANA Antinukledre AK

Anti-ETAR-AK Anti-Endothelina-Rezeptor-Autoantikorper

ATR Angiotensin;-Rezeptor

BAL Bronchoalveolére Lavage

CCL4 CC-Chemokin-Ligand-4, Synonym: MIP-13

CI Confidence interval, Konfidenzintervall

CTEPH Chronisch thrombembolische pulmonale Hypertonie

EF Ejektionsfraktion

ETAR EndothelinA-Rezeptor

FvC Forcierte Vitalkapazitét

HR-CT High resolution computed tomography

1L Interleukin

IPAH Idiopathische PAH

MIP-1p Macrophage Inflammatory Protein-1, Synonym.: CCL4




PAH Pulmonal-arterielle Hypertonie

PH Pulmonale Hypertonie

Pol3 Anti-RNA-Polymerase III-AK

RAP Rechtsatrialer Druck

ROC Receiver-operating-characteristic

Scl70 Anti-Scl70-AK

sPAP Systolischer pulmonal-arterieller Druck

TAPSE Tricuspid annular plane systolic excursion

TLC Totale Lungenkapazitét

UIRNP Anti-UIRNP-AK

VHFL Vorhofflimmern

Abkiirzungen auflerhalb des medizinischen Fachvokabulars sind, soweit nicht anders angegeben,

dem Duden [1] entnommen.



Abstrakt

Die hidufigste Todesursache von an systemischer Sklerose (SSc) Erkrankten ist eine
Lungenbeteiligung. 35% der an SSc Erkrankten versterben an den Folgen einer interstitiellen
Lungenerkrankung (ILD) und 26% an pulmonaler Hypertonie (PH) [2]. Die Kombination beider
Erkrankungen kommt in 2-18% der Félle vor [3-5], wobei pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH)
und ILD sowohl unabhéngig koinzident sein konnen als auch die ILD infolge von chronischer
Hypoxdmie und pulmonaler Vasokonstriktion eine PH bedingen kann. Die vorliegende Arbeit
beschéftigt sich daher mit Biomarkern und klinisch-diagnostischen Parametern, die pradiktiv fiir
einen schlechteren Verlauf bei SSc-Patienten mit pulmonaler Beteiligung sind.

Hierfir wurden 279 SSc-Patienten (37 SSc-PAH-Patienten, 43 SSc-ILD-Patienten, 25 SSc-PH-
ILD-Patienten und 174 SSc-Patienten ohne pulmonale Beteiligung) untersucht.
Zentrenlibergreifend wurden zudem in Serumproben von 182 PH-Patienten unterschiedlicher
Atiologie Vorhandensein und Héhe der Anti-Angiotensin;-Rezeptor-Autoantikdrper (Anti-
AT ;R-AK) und Anti-Endothelins-Rezeptor-Autoantikdrpern (Anti-ETAR-AK) gemessen.
Weiterhin wurde die Wirkung der Anti-AT;R-AK und Anti-ETAR-AK im Tierversuch getestet.
Es zeigte sich, dass nicht nur die PAH in sich, sondern insbesondere auch die Kombination aus
PAH und ILD im Vergleich zur isolierten PAH bei SSc-Patienten mit erhohter Mortalitdt
assoziiert ist (1-, 5- und 10-Jahresiiberlebensrate 86%, 54% und — da sich in der Kohorte kein
neuer Todesfall ergab — 54% bei SSc-PAH-ILD-Patienten; 1-, 5-, und 10-Jahresiiberlebensrate
bei SSc-PAH-Patienten ohne ILD 96%, 92% und 82%, p=0,013). Dennoch konnten
hdmodynamische Parameter (mPAP, sPAP, PVR, RAP, TAPSE, cardiac index, EF, NTproBNP)
nicht zwischen SSc-PAH-Patienten mit bzw. ohne ILD diskriminieren. Hingegen konnten
DLCO-Werte bei SSc-Patienten eine Lungenbeteiligung vorhersagen und zwischen SSc-PAH-
Patienten mit bzw. ohne ILD unterscheiden. Auch verschiedene Serumzytokine (IL-6, CCL2,
CCL4) konnten bei SSc-Patienten eine Lungenbeteiligung und eine erhdhte Mortalitit von SSc-
Patienten vorhersagen (IL-6, IL-7). Weiterhin konnten Anti-AT;R-AK und Anti-ETAR-AK bei
SSc-Patienten PAH und bei SSc-PAH-Patienten Mortalitit vorhersagen. Sie wirkten im
Tiermodell pathogen an Lungengefidf3en.

Zusammenfassend scheinen Lungenfunktionsparameter wie auch verschiedene Serumzytokine
und die Anti-AT;R-AK und Anti-ETAR-AK als Screeningparameter fiir eine pulmonale

Beteiligung bei SSc in Frage zu kommen. Dies bedarf jedoch weiterer Untersuchung. Zudem



scheinen die Anti-AT;R-AK und Anti-ETAR-AK eine wichtige Rolle bei der Pathogenese der

Vaskulopathie von Patienten mit systemischer Sklerose zu spielen.

Abstract (english)

The most frequent cause of death in systemic sclerosis (SSc) is pulmonary involvement. 35% of
SSc patients die due to interstitial lung disease (ILD) and 26% due to pulmonary hypertension
(PH) [2]. A combination of both diseases occurs in 2-18% of the patients [3-5], and pulmonary
arterial hypertension (PAH) and ILD may both coexist independently, or ILD may cause chronic
hypoxemia and pulmonary vasoconstriction that leads to PH. In this study, we investigated
biomarkers and clinical diagnostic parameters that may be predictive of a poorer outcome for
SSc patients with pulmonary involvement.

We investigated 279 patients (37 SSc-PAH patients, 43 SSc-ILD patients, 25 SSc-PH-ILD
patients and 174 SSc patients without pulmonary involvement). In a multicentric approach we
analysed additional serum samples from 182 PH patients of different PH entities for angiotensin;
receptor autoantibodies (AT;R antibodies) and endotheliny receptor autoantibodies (ETaR
antibodies). Furthermore, we tested the effect of these antibodies in an animal model.

We were able to show that not only PAH but also coexisting PAH and ILD is associated with
higher mortality in SSc patients, as compared to isolated PAH in particular (1, 5 and 10 year
survival rates 86%, 54% and, as there was no new case of death among the remaining patients,
54% versus 96%, 92% and 82%, p=0.013). However, hemodynamic parameters (mPAP, sPAP,
PVR, RAP, TAPSE, cardiac index, EF, NTproBNP) could not discriminate between SSc-PAH
patients with or without ILD. On the other hand DLCO was able to predict pulmonary
involvement in SSc patients and to discriminate between SSc-PAH patients with or without ILD.
Several serum cytokines (IL-6, CCL2, CCL4) were able to predict pulmonary involvement in
SSc patients as well and to predict mortality in SSc patients (IL-6, IL-7). In addition, AT;R
antibodies and ETAR antibodies could predict PAH in SSc patients and mortality in SSc-PAH
patients. They were implied in PAH pathogenesis in an animal model.

In summary, lung function parameters, as well as different serum cytokines and AT;R antibodies
and ETAR antibodies, seem to be valuable screening parameters for pulmonary involvement in
SSc, but further investigation into this is required. AT;R antibodies and ETsR antibodies seem to

play an important role in the pathogenesis of vasculopathy in SSc patients.



Einfithrung

1. Die systemische Sklerose

Die systemische Sklerose (SSc) ist eine heterogene Multiorganerkrankung, die durch
Vaskulopathie, Autoimmunitdt und Fibrose gekennzeichnet ist. Die Inzidenz betrdgt 0,6-
2,3/100.000 Einwohner pro Jahr [6], womit sie zu den seltenen Erkrankungen gezdhlt wird.
Gleichzeitig ist die Mortalitit von an SSc Erkrankten etwa 3,5 mal hoher als in der
Allgemeinbevolkerung [7]. Die Diagnose wird gemdll der ACR/EULAR-Kriterien anhand von
klinischen Untersuchungsbefunden, Serologie und (Lungen-) spezifischer apparativer Diagnostik
gestellt [8, 9].

Die Atiopathogenese der systemischen Sklerose ist bis heute nicht vollstindig verstanden, jedoch
scheint es durch ein frithes (mdglicherweise genetisch, durch Umwelteinfliisse oder
Virusinfektion getriggertes) immunologisches Event zu Endothelzellschédden an kleinen Gefdaen
zu kommen (klinisch u.a. in Form des Raynaud-Phdnomens erkennbar). Die vaskuldren Schéden
filhren ihrerseits zur Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren und zur Aktivierung
zellulirer und humoraler Immunkomponenten (u.a. mit der Folge spezifischer
Autoantikorperproduktion) sowie zur Aktivierung von Fibroblasten und bedingen letztlich eine
sich selbst unterhaltende Vaskulopathie und Fibrose [10].

Die Behandlung der systemischen Sklerose umfasst daher neben symptomatischen Mafinahmen
eine immunsuppressive Therapie. Letztere sollte frithzeitig begonnen werden, um (irreversible)
Organschidden zu verhindern und die Krankheitsprogression zu verlangsamen. Hierfiir ist ein
frithes Erkennen von Hochrisikopatienten mit zu erwartenden schweren Verldufen bedeutsam

und die Erforschung geeigneter Screening-Parameter und Biomarker von hohem Interesse.

2. Pulmonale Beteiligung bei systemischer Sklerose

Etwa 25% der SSc-Patienten entwickeln eine substanzielle pulmonale Beteiligung innerhalb der
ersten 3 Jahre nach SSc-Diagnosestellung. Diese ist auch die hdufigste Todesursache von an SSc
Erkrankten [11]. 35% der an SSc Erkrankten versterben an den Folgen einer interstitiellen
Lungenerkrankung (ILD) und 26% an pulmonaler Hypertonie (PH) [2]. Die Kombination beider
Erkrankungen kommt in 2-18% der Fille vor [3-5], wobei pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH)
und ILD sowohl unabhéngig koinzident sein konnen als auch die ILD infolge von chronischer
Hypoxdmie und pulmonaler Vasokonstriktion eine PH bedingen kann.

Die Diagnose der ILD wird anhand von Lungenfunktionsparametern und anhand von

radiographischen Kriterien mittels Computertomographie (HR-CT) gestellt. Goldstandard zur



Diagnosestellung einer PH ist die Rechtsherzkatheteruntersuchung (RHK). Die Diagnostik sollte
frithzeitig und in regelmifBigen Intervallen erfolgen, da klinische Symptome (Dyspnoe,
unproduktiver Husten, Leistungsminderung) unspezifisch sind und bisweilen nicht oder spit
auftreten.

Therapeutisch kommt fiir die PAH (neben der Therapie der zugrundeliegenden SSc) und neben
einer Basistherapie (Diuretika, Sauerstoff, Sport etc.) eine differenzierte Therapie mittels
Calciumkanalblockern, Endothelinrezeptorantagonisten, Phosphodiesterase-5-Hemmern und
Prostacyclin-Analoga in Frage [12]. Die inflammatorische ILD wird im Allgemeinen
immunsuppressiv  behandelt, wobei  Notwendigkeit und Wahl des jeweiligen

Immunsuppressivums Gegenstand aktueller Diskussionen sind [13].

3. Fragestellung

Wihrend iiber die Bedeutung von ILD und PAH bei SSc als hiufiger Todesursache Konsens
besteht, wird die Frage nach einer erhdhten Mortalitit bei Patienten mit kombinierter ILD und
PH kontrovers diskutiert [3, 14-17]. Gleichzeitig besteht Unklarheit dariiber, anhand welcher
klinischer Parameter das erhohte Risiko bei SSc-PAH sowie bei SSc-PAH-ILD am besten
eingeschitzt werden kann.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich daher mit Biomarkern und klinisch-diagnostischen
Parametern, die pradiktiv flir einen schlechteren Verlauf bei SSc-Patienten mit pulmonaler
Beteiligung sind. Neben hdmodynamischen und Lungenfunktionsparametern werden hier
insbesondere ausgewdhlte Zytokine und Autoantikdrper betrachtet. Spezielle Aufmerksamkeit
wird den Anti-Angiotensin;-Rezeptor-Autoantikérpern (Anti-AT;R-AK) und den Anti-
Endothelina-Rezeptor-Autoantikdrpern (Anti-ETAR-AK) gewidmet. Zusétzlich wird die Frage
eines moglichen Beitrags einzelner Biomarker zur Pathogenese der systemischen Sklerose bzw.

ithrer pulmonalen Komplikationen untersucht.

Methodik

1. Patienten

Von 279 SSc-Patienten, die im klinischen Alltag in der Klinik fiir Rheumatologie der Charité
Berlin vorstellig wurden, wurde retrospektiv der bisherige Krankheitsverlauf erfasst sowie
kontinuierlich mit jeder weiteren Vorstellung ergidnzt. Alle Patienten erfiillten die ACR/EULAR-
Kriterien [8]. 62 SSc-Patienten hatten eine durch Rechtsherzkatheteruntersuchung gesicherte
PAH [12]. Bei 68 SSc-Patienten wurde anhand von Lungenfunktionsuntersuchungen und HR-



CT die Diagnose einer ILD (in 43 Fillen ohne gleichzeitige Diagnose einer PAH, in 25 Fillen in
Kombination mit PAH) gestellt. 174 SSc-Patienten hatten keinerlei pulmonale Beteiligung.

Zusitzlich wurden zur Bestimmung der Anti-AT;R-AK und der Anti-ETAR-AK Serumproben
von insgesamt 182 weiteren PH-Patienten aus zwei weiteren PAH-Zentren (Medizinische
Hochschule Hannover und Justus-Liebig-Universitit GieBlen) verwendet. Diese Patienten
wurden von erfahrenen Klinikern in 62 Patienten mit idiopathischer PAH (IPAH), 31 Patienten
mit chronisch-thrombembolischer PH (CTEPH), 14 Patienten mit PH aufgrund kongenitaler
Herzerkrankung (CHD), 19 Patienten mit SSc-PAH und 56 mit PH infolge von sonstigen

Bindegewebserkrankungen (connective tissue diseases, CTD) klassifizert.

2. Kilinische Datenerfassung

Die erhobenen klinischen Parameter umfassten die routinemdfig von der EUSTAR (EULAR
Scleroderma Trial and Research) group erhobenen Parameter [18]. Zusétzlich wurden Kreatinin,
NTproBNP und spiroergometrische Parameter erfasst. Die Erfassung erfolgte alle 6 Monate

bzw., falls sich Patienten seltener vorstellten, im Rahmen der néchsten Vorstellung.

3. Anti-AT,R-AK- und Anti-ET,R-AK-Messungen und experimentelle
Untersuchungen

Serumlevel der Anti-AT;R-AK und der Anti-ETAR-AK wurden gemdfl zuvor beschriebener
Verfahren mittels ELISA (CellTrend GmbH, Luckenwalde bzw. One Lambda, Inc., Canoga
Park, CA) bestimmt [19, 20].

In vivo- und in vitro-Experimente wurden mit gereinigtem gemischtem IgG von 14 SSc-
Patienten mit hohen Autoantikérperleveln bzw. von 15 gesunden Spendern als Kontrollen
durchgefiihrt (Verfahren zur Gewinnung des Materials siehe [21]). In wie auch in anderen
Versuchsreihen  [22, 23] vorprdparierten  Rattenlungen wurde die endotheliale
Calciumkonzentration (als Marker einer AT;R- bzw. ETsR-Aktivierung durch die
entsprechenden Autoantikdrper) mittels Real-time Fluoreszenzmikroskopie nativ, nach Zugabe
von SSc-IgG und nach Zugabe von IgG gesunder Spender in die Lungenkapillaren gemessen.
Anschliefend wurden die Rattenlungen vor nochmaliger Durchfiihrung desselben Experiments
mit dem AT,;R-Blocker Valsartan bzw. dem ET,R-Blocker Sitaxsentan perfundiert.

Weiterhin wurde die Kontraktilitdt intralobdrer Pulmonalarterien von Ratten in Reaktion auf
Administration von Angiotensin II bzw. Endothelin-1 nach Inkubation mit IgG gesunder
Spender, SSc-IgG sowie SSc-IgG und Bosentan als ETspR-Antagonist bzw. Valsartan als

AT R-Blocker (zum Nachweis der Funktion der Autoantikorper als Agonisten am jeweiligen



Rezeptor) mit Hilfe eines Myographen gemessen (genaue Beschreibung des Verfahrens siche
[24]).

SchlieBlich erhielten Versuchsméuse Injektionen von IgG gesunder Spender bzw. von SSc-IgG.
Im Anschluss wurden histologische Schnitte dieser Méuselungen mit anti-oi-smooth muscle
actin-Antikdrpern (anti-a-SMA-AK) und anti-human IgG F(ab")2-Fragment sowie mit Anti-
CD31-Antikorpern (Nachweis endothelialer Zellen) und Hamatoxylin/Eosin gefarbt, um eine

Bindung der Autoantikdrper und das Entstehen einer Vaskulopathie nachzuweisen.

4. Zytokinmessungen

Von 125 SSc-Patienten wurden bei der ersten Vorstellung in der Klinik fiir Rheumatologie der
Charité Berlin vendse Blutproben entnommen und ausgewdihlte Zytokine (IL-6, IL-7, IL-8, IL-
10, CCL2, CCL4, TNF-a und TGF-B1) mit einem kommerziell erhéltlichen Bioplex-System
bzw. ELISA (fir TGF-f1) gemessen. In gleicher Art und Weise wurden von 21 SSc-ILD-

Patienten genannte Zytokine aus bronchoalveoldrer Lavage (BAL) gemessen (vgl. auch [25]).

5. Statistische Analyse

Statistische Analysen wurden mit IBM SPSS Statistics Version 20-22 und GraphPad Prism 5.0-
6.0 durchgefiihrt. Ergebnisse sind als Héaufigkeiten und Prozentangabe fiir dichotome und
kategoriale Variablen bzw. als Mittelwert = Standardabweichung (SD) oder Median und
Interquartilsabstand fiir stetige Variablen angegeben. Intervallskalierte normalverteilte Daten
wurden mittels t-Test bzw. im Fall mehrerer Stichproben mittels Varianzanalyse (ANOVA)
verglichen. Intervallskalierte nicht-normalverteilte Daten wurden mittels nicht-parametrischer
Tests verglichen. Vergleichsanalysen zweier kategorialer Zielgroen unverbundener Stichproben
wurden mittels x>-Test bzw. bei kleiner Stichprobenanzahl mittels Fisher's exact-Test
durchgefiihrt. Der Zusammenhang zwischen einer metrischen und einer dichotomen nominalen
Variable wurde durch bivariate Korrelationsanalyse mit dem Pearson Korrelationskoeffizienten
untersucht. Receiver-operating-characteristic- (ROC-) Kurven-Analyse wurde zur Bestimmung
der Area under the curve (AUC), Sensitivitit und Spezifitit eines bestimmten Cut-off genutzt.
Kaplan-Meier-Analysen wurden zum Vergleich des kumulativen Uberlebens verschiedener
Patientengruppen durchgefiihrt. Die Signifikanz eines Uberlebensunterschiedes wurde mittels
Log Rank Test bestimmt. Eine Cox-Regression wurde zur Untersuchung der Grofe des
Einflusses verschiedener Variablen auf die Uberlebenszeit durchgefiihrt und mit entsprechender
Hazard ratio (HR) und 95% Konfidenzintervall (CI) angegeben. Effekte anderer Variablen auf

eine bestimmte Variable wurden mit univariater sowie, falls statistisch signifikant, mit
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multivariater Regressionsanalyse untersucht. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant

betrachtet.

6. Ethikstandard

Die jeweiligen Studien wurden durch die Ethikkommission der Charité Berlin bzw. der anderen
teilnehmenden Zentren genehmigt (EA1/013/705, EA1/013/05, EA1/160/10) und beinhalteten
die schriftliche Einwilligung der Patienten zur Studienteilnahme nach angemessener Aufklarung.
Alle Versuche wurden gemif3 der Richtlinie 2010/63/EU des europdischen Parlaments und des
Rates vom 22. September 2010 zum Schutz der fiir wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere
durchgefiihrt und von der Tierversuchskommission des Landesamts fiir Gesundheit und Soziales

Berlin (LAGeSo) genehmigt (Genehmigungsnummer: G0288/10).

Ergebnisse

1. Bei SSc-Patienten ist die Kombination aus pulmonaler Hypertonie und
interstitieller Lungenerkrankung im Vergleich zur isolierten PAH mit erhohter
Mortalitit assoziiert.

Bei 125 SSc-Patienten war die Diagnose der PAH zum Zeitpunkt der Erstvorstellung mit einer

erhohten Mortalitdt assoziiert (HR 84,38, 95% CI 9,377-759,314). Zudem war bei SSc-PAH-

Patienten (n=51) die Uberlebensrate derjenigen mit zusitzlicher ILD signifikant geringer (1-, 5-

und 10-Jahresiiberlebensrate 86%, 54% und — da sich in der Kohorte kein neuer Todesfall ergab

— 54% bei SSc-PAH-ILD-Patienten; 1-, 5- und 10-Jahresiiberlebensrate bei SSc-PAH-Patienten

ohne ILD 96%, 92% und 82%, p=0,013).

2. Himodynamische Parameter diskriminieren zwischen SSc-PAH-Patienten und
PH-Patienten anderer Ursachen, nicht aber zwischen SSc-PAH- und SSc-PAH-
ILD-Patienten. Sie sind ungeniigende Parameter zur Pradiktion erhohter
Mortalitit bei SSc-PAH-Patienten.

Mittlerer pulmonal-arterieller Druck (mPAP) und pulmonalvaskuldrer Widerstand (PVR)

zeigten sich bei SSc-PAH-Patienten (n=67) signifikant niedriger als bei Patienten mit [IPAH

(p<0,001 bzw. p<0,0001) oder CTEPH (p=0,029 bzw. p=0,002). Der cardiac index war bei den

SSc-PAH-Patienten signifikant hoher als bei IPAH- oder CTEPH-Patienten. Hingegen waren die

hdmodynamischen Parameter mPAP, systolischer pulmonal-arterieller Druck (sPAP), PVR,

rechtsatrialer Druck (RAP), tricuspid annular plane systolic excursion (TAPSE), Cardiac Index,
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Ejektionsfraktion (EF), Vorhofflimmern (VHFIi), NTproBNP und Perikarderguss (PE) nicht in
der Lage, zwischen SSc-PAH-Patienten (n=24) und SSc-PAH-ILD-Patienten (n=27) zu
diskriminieren. In der Kohorte von 67 SSc-PAH-Patienten waren mPAP, PVR und Cardiac
Index zudem ungeniigende Parameter, um Mortalitit vorherzusagen (AUC 0,505; AUC 0,543
und AUC 0,587).

3. Initiale DLCO-Werte konnen bei SSc-Patienten eine Lungenbeteiligung
vorhersagen. Sie sind, genau wie FVC-, FEV1- und TLC-Werte, bei SSc-PAH-
Patienten mit begleitender ILD signifikant niedriger als bei SSc-PAH-Patienten
ohne ILD.

Bei den untersuchten Patienten zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der Ausgangs-

DLCO (Diffusionskapazitit fiir Kohlenmonoxid) von SSc-Patienten mit und ohne pulmonale

Beteiligung, nicht aber in der weiteren Entwicklung der DLCO. So hatten von 125 SSc-Patienten

60 Patienten mit pulmonaler Beteiligung (43 SSc-ILD-Patienten, 7 SSc-PAH-Patienten und 10

SSc-PH-ILD-Patienten) eine signifikant niedrigere DLCO (p=0,018, p=0,0005 und p=0,0003).

Die DLCO war im Rahmen einer ROC-Analyse mit 253 SSc-Patienten ein ausreichender

Parameter, um PAH bei diesen Patienten vorherzusagen (AUC 0,713, optimaler Cut-off 61%)

und zeigte sich auch analog zu anderen Untersuchungen [26] mit einem Cut-off von 55% in der

Lage, PAH bei SSc-Patienten vorherzusagen (p<0,0001). Zudem war die DLCO bei PAH-

Diagnosestellung bei SSc-PAH-ILD-Patienten (n=21) signifikant niedriger als bei SSc-PAH-

Patienten ohne ILD (n=26) (p<0,001). Hingegen zeigte sich kein signifikanter Unterschied

beziiglich eines weiteren Abfalls der DLCO (> 10% bzw. > 20% vom Ausgangswert) zwischen

SSc-Patienten mit PAH (n=7), ILD (n=43) oder kombinierter PH-ILD (n=10) im Vergleich zu

lungengesunden SSc-Patienten (n=65) noch ein signifikanter Unterschied beziiglich der DLCO 1

bzw. 2 Jahre nach PAH-Diagnosestellung zwischen SSc-PAH-Patienten mit bzw. ohne ILD.

FVC (forcierte Vitalkapazitit) und TLC (totale Lungenkapazitit) waren bei SSc-PAH-ILD-

Patienten definitionsgemil geringer als bei SSc-PAH-Patienten ohne ILD. Entsprechend hatten

auch von oben erwdhnten 125 SSc-Patienten diejenigen mit SSc-PH-ILD und SSc-ILD eine

signifikant niedrigere FVC als SSc-PAH-Patienten oder SSc-Patienten ohne Lungenbeteiligung.

Zudem war ein FVC-Abfall > 10% signifikant héufiger bei SSc-PH-ILD-Patienten zu

beobachten als bei lungengesunden SSc-Patienten (dies traf auf SSc-PAH- und SSc-ILD-

Patienten nicht zu). Umgekehrt war ein FVC-Abfall > 20% bei SSc-ILD-Patienten héufiger zu

beobachten als bei lungengesunden SSc-Patienten, was wiederum flir SSc-PAH- und SSc-PH-

ILD-Patienten nicht zutraf.
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Eine FVC/DLCO > 1,6 konnte bei unseren SSc-Patienten (n=253), wie bereits in der Literatur
beschrieben [26], eine PAH vorhersagen (p=0,046). Allerdings konnten weder FVC/DLCO noch
FEV1 (forciertes exspiratorisches Volumen in 1 Sekunde)/FVC oder DLCO/TLC zwischen SSc-
PAH-Patienten mit bzw. ohne ILD unterscheiden. Im Gegensatz dazu war die FEV1 sowohl vor
PAH-Diagnosestellung als auch im weiteren Verlauf der Erkrankung bei SSc-PAH-ILD-
Patienten signifikant niedriger als bei SSc-PAH-Patienten ohne ILD.

4. Die korperliche Belastbarkeit von SSc-PAH-Patienten mit und ohne ILD ist
vergleichbar.

Spiroergometrische Befunde (maximale Sauerstoffaufnahme VOjmax und maximaler systolischer

Blutdruck RRgysimax) unterschieden sich zwischen SSc-PAH-Patienten mit und ohne ILD nicht

signifikant. Auch anhand des 6-Minuten-Gehtest (6MWT) oder bei Klassifizierung der Patienten

nach WHO-Grad zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen, allenfalls

ein Trend zum héheren WHO-Grad bei SSc-PAH-ILD-Patienten.

5. Serumzytokine (IL-6, IL-7) konnen Mortalitit von SSc-Patienten vorhersagen.
Sie konnen (IL-6, CCL2, CCL4) zwischen SSc-Patienten mit pulmonaler
Beteiligung und lungengesunden SSc-Patienten differenzieren und sind teilweise
(IL-7, IL-10, CCL2) mit Anderungen der Lungenfunktion assoziiert.
Serumzytokine lassen keine direkten Riickschliisse auf Zytokinlevel in
bronchoalveolirer Lavage zu.

IL-6 und IL-7 waren bei SSc-Patienten (n=125) sowie der Subgruppe von SSc-Patienten mit

pulmonaler Beteiligung (n=60) mit einer erh6hten Mortalitdt assoziiert. Fiir IL-6 traf dies zudem

auf die weitere Subgruppe der SSc-ILD-Patienten (n=43) zu. In der Kaplan-Meier-Analyse ergab
sich fiir jeweils hohere Interleukin-Level ein signifikanter Uberlebensnachteil in der

Gesamtkohorte wie auch in der Gruppe von SSc-Patienten mit pulmonaler Beteiligung (optimale

Cut-offs der Gesamtkohorte 4,75 pg/ml mit AUC 0,724 fiir IL-6 und 2,62 pg/ml mit AUC 0,686

fiir IL-7 sowie bei SSc-Patienten mit pulmonaler Beteiligung 16,45 pg/ml mit AUC 0,693 fiir IL-

6). In der Gesamtkohorte gab es zudem mehr Todesfélle (24,3%) bei den Patienten, deren 1L-6-

und IL-7-Level beide oberhalb der genannten Cut-offs lagen als bei denen, bei denen dies nur fiir

einen bzw. keinen der Werte zutraf (4,6%, p=0,01).

IL-6 war bei SSc-ILD-Patienten (n=43) und SSc-PH-ILD-Patienten (n=10) signifikant hoher als

bei lungengesunden SSc-Patienten (n=65) (p=0,0075 und p=0,0045). Hingegen waren CCL2 bei

SSc-PAH-Patienten (n=7) und CCL4 bei SSc-ILD-Patienten signifikant niedriger als bei
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lungengesunden SSc-Patienten (p=0,0321 und p=0,0346). Fiir sonstige Serumzytokine (IL-7, IL-
8, TGF-f, TNF-a) ergaben sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen.

Niedrige IL-10-Level (Cut-off 0,16 pg/ml, AUC 0,729) waren bei SSc-Patienten ohne pulmonale
Beteiligung mit einem DLCO-Abfall > 20% assoziiert (HR 0,064, 95% CI 0,006-0,744). In der
gleichen Patientengruppe waren CCL2-Werte<60,4 pg/ml zwar statistisch signifikant, aber
gering mit einem FVC-Anstieg > 10% assoziiert (HR 0,972, 95% CI 0,947-0,997). Hohere 1L-7-
Werte waren mit einem DLCO-Abfall bei SSc-ILD-Patienten assoziiert (HR fiir einen DLCO-
Abfall > 20% 1,591, 95% CI 1,078-2,349 bzw. HR fiir einen DLCO-Abfall > 30% 1,996, 95%
CI 1,078-3,695). Optimaler Cut-off fiir die Vorhersage eines derartigen DLCO-Abfalls war
hierbei fiir IL-7 > 2,2 pg/ml (AUC 0,713) (DLCO-Abfall > 20%) bzw. IL-7 > 3,7 pg/ml (AUC
0,726) (DLCO-Abfall > 30%).

Beim Vergleich von Zytokinleveln in Serum und BAL bei 21 SSc-ILD-Patienten zeigten sich
IL-7 und IL-8 in BAL signifikant hoher (p=0,0445 und p<0,0001), CCL4 und TNF-a in BAL
hingegen signifikant niedriger (p=0,0153 und p=0,0138). Korrelationen ergaben sich zwischen
IL-8 im Serum und IL-8 und TNF-a in BAL (r=0,574 und r=0,521) sowie zwischen TGF-f3 im
Serum und IL-7, IL-10, CCL2 und TNF-a in BAL (1=0,626, r=0,466, r=0,488 und r=0,570).

6. Anti-AT;R-AK- und Anti-ET,R-AK-Level sind bei PAH-Patienten mit
zugrunde liegender rheumatologischer Erkrankung (CTD, SSc) hoher als bei
anderen PAH-Patienten. Sie konnen bei SSc-Patienten PAH und bei SSc-PAH-
Patienten Mortalitit vorhersagen und wirken im Tiermodell pathogen an
Lungengefif3en.

Anti-AT|R-AK und Anti-ETAR-AK waren signifikant hoher bei SSc-Patienten mit und ohne

PAH sowie CTD-PAH-Patienten als bei Patienten mit IPAH, CTEPH oder CHD. Gemessen an

bereits zuvor ermittelten Grenzwerten fiir diese Antikorper (Anti-AT;R-AK > 9,2 units und

Anti-ETAR-AK > 10,4 units) [19] waren SSc-PAH- und CTD-PAH-Patienten héufiger

Antikorper-positiv (69% und 63% der Patienten fiir Anti-AT;R-AK und 65% und 55% fiir Anti-

ETaAR-AK) als IPAH-, CHD- oder CTEPH-Patienten (21%, 21% und 8 % der Patienten fiir Anti-

AT R-AK und 11%, 14% und 0% fiir Anti-ETAR-AK).

Anti-AT|R-AK und Anti-ETAR-AK konnten bei SSc-Patienten (n=253) eine PAH vorhersagen

(AUC 0,642 bzw. 0,633). Bei einem Cut-off von 19 units (Anti-AT;R-AK) bzw. 23 units (Anti-

ETAR-AK) betrug die entsprechende HR 4,3 bzw. 2,7. Bei SSc-PAH-Patienten (n=81)

korrelierten die Anti-AT;R-AK und Anti-ETAR-AK zudem stark miteinander.
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Anti-AT|R-AK und Anti-ETAR-AK konnten bei SSc-PAH-Patienten Mortalitit vorhersagen. Je
nach betrachteter Kohorte ergaben sich hierbei unterschiedliche Cut-offs: In einer Kohorte von
44 SSc-PAH-Patienten (mit und ohne ILD) ergab die ROC-Analyse einen optimalen Cut-off von
21,4 units und eine AUC von 0,701 fiir Anti-AT;R-AK und einen Cut-off von 20,4 units und
eine AUC von 0,698 fiir Anti-ETAR-AK. Hingegen ergaben sich in einer zentreniibergreifenden
Kohorte von 70 SSc-PAH-Patienten (Charit¢ Berlin/Hannover) fiir Anti-AT;R-AK ein Cut-off
von 15,8 units (AUC 0,669) und fiir Anti-ETAR-AK ein Cut-off von 18,3 units (AUC 0,672). In
letzterer Kohorte wurde der Mortalititsunterschied allerdings nur fiir Anti-ETAR-AK (HR 2,7,
p=0,0271) signifikant. Fiir andere Patientengruppen (CTD-PAH, Non-CTD-PAH, alle Patienten
mit PAH) konnten die Anti-AT;R-AK und Anti-ETAR-AK keine Mortalitdt vorhersagen.
Beziiglich anderer mit der SSc oder ihren Komplikationen assoziierter Autoantikorper
(antinukledre AK (ANA), Anti-Zentromer-AK (ACA), Anti-Scl-70-AK (Scl70), Anti-Pm-Scl-
AK (PmScl), Anti-UIRNP-AK (U1RNP), Anti-RNA-Polymerase III-AK (Pol3)) zeigte sich
weder zwischen SSc-PAH-Patienten und SSc-Patienten ohne Lungenbeteiligung noch zwischen
SSc-PAH-Patienten mit bzw. ohne ILD ein signifikanter Unterschied. Einzig SSc-ILD-Patienten
waren im Vergleich zu lungengesunden SSc-Patienten hdufiger Scl70-positiv und ACA-negativ.
Im Tiermodell fiihrte SSc-IgG zu einem signifikant hdoheren Calcium-Anstieg in den
Lungengefien von Ratten als Kontroll-IgG. Dieser Effekt konnte durch den AT;R-Blocker
Valsartan bzw. den ETAR-Blocker Sitaxsentan blockiert werden. Die Kontraktilitdt intralobérer
Pulmonalarterien von Ratten in Reaktion auf Administration von Angiotensin II bzw. Endothelin
1 war nach Zugabe von Anti-AT;R-AK- und Anti-ETAR-AK-positivem IgG (von SSc-Patienten)
signifikant erhoht und konnte durch Zugabe von Bosentan als ETsgR-Antagonisten bzw.
Valsartan als AT;R-Blocker wieder vermindert werden. Schlielich zeigte sich, dass SSc-IgG,
nicht aber Kontroll-IgG gesunder Spender 7 Tage nach Injektion in den Lungen von Méusen
nachgewiesen werden konnte. AuBlerdem zeigten die mit SSc-IgG behandelten Miuse eine
verstiarkte a-SMA-Expression in der GefiBwand der Lungengefdfle. Bei repetitiver SSc-IgG-

Gabe konnte eine obliterative pulmonale Arteriopathie in den Méusen nachgewiesen werden.

Diskussion

In unserer Studienpopulation konnte eine signifikant geringere Uberlebensrate der SSc-PAH-
Patienten mit ILD im Vergleich zu solchen ohne ILD nachgewiesen werden. Wéhrend Studien
aus fritheren Jahren [3, 14, 27] andere Ergebnisse erzielten, kamen zwei andere Studien aus den

Jahren 2008 und 2009 [15, 16] zum gleichen Ergebnis. Im Jahr 2003 erschienen die
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Veroffentlichungen von Mukerjee et al. [27] und Chang et al. [3], die keinen signifikanten
Uberlebensunterschied zwischen beiden Gruppen ausmachen konnten, mit allerdings recht
unterschiedlichen Uberlebensraten von etwa 55% (Mukerjee et al.) bzw. etwa 90% (Chang et al.)
nach 3 Jahren. Es sei darauf hingewiesen, dass zu diesem Zeitpunkt noch keine spezifische
Therapie der PAH existierte und die Diagnosekriterien der PAH noch die Kategorie einer
belastungsinduzierten pulmonalen Hypertonie umfassten. Chang et al. diagnostizierten eine PAH
zudem anhand echokardiographischer Befunde, was insbesondere bei PAH-ILD-Patienten, die
oft nur leicht erhdhte pulmonal-arterielle Driicke haben [28], zu Ungenauigkeiten gefiihrt haben
kann. Condliffe et al. [15] und Mathai et al. [16] hingegen wiesen einen Uberlebensunterschied
zuungunsten der SSc-PAH-ILD-Patienten nach, was wir in unseren Untersuchungen bestétigen
konnten. Die Uberlebensraten dieser beiden Autoren waren deutlich geringer als unsere, was
moglicherweise durch die unterschiedlichen Studienpopulationen und unterschiedliche
Therapieregimes erklirt werden kann.

Vor dem Hintergrund der hohen Mortalitit von SSc-Patienten mit pulmonaler Beteiligung ist die
Suche nach Prédiktoren fiir diesen Verlauf von Bedeutung. NTproBNP ist als Priadiktor fiir einen
erhohten pulmonal-arteriellen Druck und damit eine PAH bekannt [29-32], konnte in unseren
Untersuchungen aber nicht zur Differenzierung zwischen SSc-PAH-Patienten mit bzw. ohne
ILD beitragen, was pathogenetisch zum Bild einer vaskulopathischen PAH im Gegensatz zu
einer hypoximischen ILD passt. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen anderer Kohorten [15]
konnten weitere himodynamische Parameter ebenfalls weder zwischen SSc-Patienten mit bzw.
ohne ILD differenzieren noch Mortalitdt im Allgemeinen bei SSc-PAH-Patienten vorhersagen.
Ersteres konnte auf die Bedeutung der PAH fiir die Himodynamik, letzteres auf einen von der
kardialen Beeintrachtigung unabhidngigen Pathomechanismus bei SSc-PAH-Patienten hinweisen.
Die naheliegende Annahme, Lungenfunktionsparameter konnten die pulmonale Beteiligung von
SSc-Patienten aufzeigen, konnte in unseren Untersuchungen bestétigt werden. Ein besonders
vielversprechender Parameter scheint dabei die DLCO zu sein. Initiale DLCO-Werte konnten in
unseren Untersuchungen zwischen SSc-Patienten mit bzw. ohne pulmonale Beteiligung im
Allgemeinen und mit bzw. ohne PAH im Speziellen differenzieren. Dies ist in der Literatur
verschiedentlich vorbeschrieben [15, 29, 33]. In der Praxis stellt sich die Frage, welcher
Grenzwert der DLCO dafiir gewahlt werden sollte. Optimal erschien in unseren Untersuchungen
ein Cut-off von 61% zur Vorhersage einer PAH bei SSc-Patienten (auch bei Allanore et al. 60%
[30]), doch auch der schon vor Jahren von Steen et al. verwendete Cut-off von 55% [34] konnte
in unserer Kohorte eine PAH vorhersagen. Die ebenfalls von Steen et al. beschriebene

Beobachtung, die DLCO wiirde bei SSc-PH-Patienten im Gegensatz zu SSc-Patienten ohne
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pulmonale Beteiligung im Verlauf der Erkrankung weiter abfallen [33], konnten wir in unseren
Untersuchungen nicht bestétigen. Steen und Kollegen konnten weiterhin aufzeigen, dass ein
FVC/DLCO-Quotient > 1,4 [34] bzw. > 1,8 [35] ein guter Marker zur Vorhersage von PAH bei
SSc-Patienten ist. Vergleichbare Ergebnisse erzielten Trad et al. (FVC/DLCO > 2) [14] und Hsu
et al. (FVC/DLCO > 1,6) [26] und auch wir konnten dies fiir unsere Patienten bestéitigen
(FVC/DLCO > 1,6). Entgegen unserer Annahme, dass der FVC/DLCO-Quotient geeignet sein
miisste, um SSc-PAH-Patienten mit bzw. ohne ILD voneinander zu unterscheiden, da SSc-PAH-
ILD-Patienten definitionsgemdf niedrige FVC-Werte aufweisen, konnten wir dies leider nicht
zeigen. Moglicherweise spielt dabei eine Rolle, dass wir keine SSc-Patienten mit isolierter ILD,
sondern stets die kombinierte PAH-ILD mit SSc-PAH-Patienten ohne ILD verglichen haben.
Dyspnoe ist ein typisches Symptom sowohl der PAH als auch der ILD. Ob jedoch das
kombinierte Auftreten von PAH und ILD zu verstirkter Dyspnoe fiihrt, wird kontrovers
diskutiert und konnte in unseren Untersuchungen nicht gezeigt werden. SSc-PAH-ILD-Patienten
hatten hingegen bei Trad et al. signifikant hdufiger Dyspnoe als SSc-ILD-Patienten ohne PAH
[14] und SSc-PAH-ILD-Patienten bei Condliffe et al. signifikant hohere WHO-Grade als SSc-
PAH-Patienten ohne ILD [15]. Andere Autoren konnten keinen Zusammenhang zwischen ILD
und WHO-Grad herstellen [36]. Der 6MWT st ein einfacher und nicht-invasiver Test zur
Verlaufsbeurteilung von SSc-Patienten mit pulmonaler Beteiligung, wobei der Einfluss durch die
muskuloskelettale Beteiligung bei SSc im Hinterkopf behalten werden muss. PAH-Patienten mit
einer Gehstrecke von mehr als 330 m haben signifikant héhere Uberlebensraten als PAH-
Patienten, die diese Strecke nicht zuriickzulegen vermogen [37, 38]. Auch konnte der 6MWT
zwischen SSc-PAH-Patienten mit bzw. ohne ILD diskriminieren [15]. Fiir unsere Patienten
konnten wir dies nicht zeigen und stimmen darin mit einer grofleren Metaanalyse aus dem Jahr
2016 tiberein [39]. Es ist allerdings zu bemerken, dass unsere Patienten insgesamt deutlich
langere Gestrecken zuriicklegten (Median 359 m bzw. 407 m fiir SSc-PAH-Patienten mit bzw.
ohne ILD bei Diagnosestellung). Die maximale Sauerstoffaufnahme VOjpma konnte zwar nicht
zwischen SSc-PAH-Patienten mit bzw. ohne ILD differenzieren, war bei unseren Patienten aber
im Vergleich zu SSc-Patienten ohne pulmonale und kardiale Beteiligung [40] drastisch reduziert.
Es ist dabei anzumerken, dass auch SSc-Patienten ohne kardiale oder pulmonale Beteiligung
eine reduzierte VOzmax haben, wenn man sie mit gesunden Kontrollen vergleicht [40].

Bei Patienten mit interstitieller Lungenerkrankung kommt es zu einer Leukozyteninfiltration in
das betroffene Gewebe und einer Zytokinproduktion. Diese Zytokine konnen in
bronchoalveoldrer Lavage bestimmt werden [25]. Einfacher und kostengiinstiger ist aber die

Bestimmung entsprechender Zytokine aus dem Serum, so dass die Mdoglichkeit eines
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Riickschlusses von Serumzytokinen auf eine lokale bronchopulmonale Zytokinproduktion von
Interesse ist. IL-6 ist als Marker fiir Fibrose sowohl aus experimentellen [41, 42] als auch aus
klinischen Studien bekannt [25, 43-46]. IL-6 ist sowohl bei SSc-Patienten im Vergleich zu
gesunden Kontrollen [43-45] als auch bei SSc-ILD- [25] und ILD-Patienten [45] hoher als bei
ILD-negativen Patienten. So zeigte sich auch in unseren Untersuchungen IL-6 bei SSc-ILD- und
SSc-PH-ILD-Patienten signifikant hoher als bei lungengesunden SSc-Patienten. Zudem war bei
unseren SSc-Patienten bzw. SSc-Patienten mit pulmonaler Beteiligung IL-6 mit erhohter
Mortalitét assoziiert und wir konnten hierfiir fiir die verschiedenen Patientengruppen IL-6-
Grenzwerte ausmachen, die einen Uberlebensnachteil bedeuteten. Dies ist kongruent mit den
Ergebnissen anderer Autoren [45, 47]. Das Zytokin IL-7 hat bislang bezogen auf die SSc wenig
Beachtung  gefunden.  Eine  lokale  IL-7-Produktion  ist  beispielsweise  bei
Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis bekannt [48]. Systemisch ist IL-7
beispielsweise bei Sarkoidose-Patienten erhoht [49], wihrend es bei Patienten mit rheumatoider
Arthritis [48, 50] oder SSc [51] im Serum erniedrigt zu sein scheint und sich auch bei unseren
SSc-Patienten vergleichbar niedrig zeigte. Allerdings sind die Ergebnisse bezogen auf den
Einfluss von IL-7 auf die Pathogenese der SSc widerspriichlich. Auf der einen Seite fiihrte IL-7
im Mausmodell zur verstirkten Expansion autoreaktiver Lymphozyten [52, 53], und damit zu
einer Autoimmunreaktion. Andererseits verminderte IL-7 in einem anderen Mausmodell das
Ausmal} der interstitiellen Lungenerkrankung, gemessen an pulmonalem Hydroxyprolin- und
Kollagengehalt [54]. Im gleichen Mausmodell verminderte IL-7-Administration die TGF--
Produktion. In unseren Untersuchungen konnten wir allerdings keine Korrelation zwischen IL-7
und TGF-f im Serum feststellen. Des Weiteren untersuchten wir die Zytokine CCL2 und CCLA4.
CCL2 war in unseren Untersuchungen bei SSc-PAH-Patienten signifikant niedriger als bei
lungengesunden SSc-Patienten. Dies war unerwartet, denn in einer anderen Untersuchung zihlte
das CCL2-Gen zu den 20 am stirksten hochregulierten Genen [55] bei SSc-PAH- wie auch bei
SSc-ILD-Patienten. CCL2 zeigte sich auch bei anderen Autoren bei SSc-Patienten [43] oder
SSc-Patienten mit ILD [25, 56] erhoht und korrelierte mit dem Schweregrad der
Lungenerkrankung [56, 57]. CCL4 zeigte sich in unseren Untersuchungen an SSc-ILD-Patienten
signifikant erniedrigt im Vergleich zu lungengesunden SSc-Patienten. In einer anderen Studie
war CCL4 bei SSc-Patienten mit Lungenbeteiligung nicht signifikant erhoht [58].

Es gibt in der Literatur verschiedene Hinweise darauf, dass Anti-AT;R-AK und Anti-ETAR-AK
zu einer Vaskulopathie fiihren und somit pathogen sind. Sie treten beispielsweise bei Patienten
mit AbstoBungsreaktionen nach Nieren- oder Herztransplantationen [59, 60] und bei Patienten

mit Prieklampsie [61] auf. Gleichzeitig konnen ETspR-Antagonisten wie Bosentan und AT;R-
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Blocker wie Valsartan die Vaskulopathie bei der SSc abmildern, indem sie zu einer
Vasodilatation fiihren, und geben so einen Hinweis auf eine AT;- und ET-Rezeptor-vermittelte
Pathogenese der SSc bzw. SSc-PAH [62, 63]. Auch in unseren Untersuchungen ergaben sich
Hinweise auf Pathogenitit der Anti-AT;R-AK und Anti-ETAR-AK im Tiermodell, wo
antikorperreiches Serum von SSc-Patienten in intralobdren Pulmonalarterien von Ratten zu einer
Aktivierung der AT;- und ETa-Rezeptoren fiihrte, die durch Bosentan und Valsartan wiederum
inhibiert werden konnte und in Méusen bei repetitiver Gabe zu einer obliterativen pulmonalen
Arteriopathie fiihrte. In anderen Studien ergaben sich Hinweise auf eine SSc-IgG-vermittelte
Zytokinproduktion und T-Zell- sowie Neutrophilenmigration [21, 64]. Interessanterweise ergab
sich in o.g. Versuch nach Aktivierung der AT;- und ETas-Rezeptoren eine verstirkte
Kontraktilitit auf Angiotensin II, die durch Bosentan (!) verhindert wurde und eine verstirkte
Reaktion auf Endothelin-1, die durch Valsartan (!) vermindert wurde. Anti-AT;R-AK und Anti-
ETAR-AK korrelieren zudem stark miteinander, so dass man die Moglichkeit einer
Heterodimerisierung der Rezeptoren diskutieren konnte [65]. Anti-AT;R-AK und Anti-ETAR-
AK sind bei SSc im Vergleich zu anderen rheumatologischen Erkrankungen wie der
rheumatoiden Arthritis, dem Sjogren Syndrom, dem Raynaud-Syndrom oder der Morphea
signifikant erhoht [19]. Zudem sind sie aber bei SSc-Patienten mit PAH im Vergleich zu SSc-
Patienten ohne PAH erhoht. Unserer Ansicht nach stellen sie daher einen interessanten
Screeningparameter flir SSc-Patienten auf der Suche nach einer PAH dar, der gegebenenfalls in
andere, bereits existierende Screeningalgorithmen implementiert werden konnte. So existiert
beispielsweise der Detect-Algorithmus der gleichnamigen Studie, der FVC/DLCO,
Vorhandensein von Teleangiektasien, ACA, NTproBNP, Harnsdure und Rechtstyp im EKG und
in einem zweiten Schritt echokardiographische Befunde umfasst und damit eine Sensitivitdt von
97 % und eine Spezifitit von 35% erreicht [66]. Etwa zeitgleich entwickelten Thakkar et al. den
sog. ASIG-Algorithmus, der mit Hilfe von NTproBNP, DLCO und FVC/DLCO eine Sensitivitit
von 100% und eine Spezifitit von 77,8% fiir SSc-PAH-Patienten erreicht [67]. Ein anderer Score
ist der Cochin Risk Prediction Score, der in der Ausgangsuntersuchung anhand von Alter, FVC
und DLCO/VA eine PAH bei SSc-Patienten mit einer Sensitivitdt von 93,8% und einer Spezifitét
von 73,5% vorhersagen konnte [68]. In einer Folgeuntersuchung an einer anderen Kohorte ergab
sich fiir diesen Score jedoch eine deutlich geringere Sensitivitét [69].

Zusammenfassend erscheint es wahrscheinlich, dass die Vaskulopathie eine wichtige Ursache
fiir die erhohte Mortalitdt von SSc-PAH- und SSc-PAH-ILD-Patienten ist, wenngleich sich dies
nicht an hidmodynamischen Parametern zeigen lieB. Sowohl die Ergebnisse aus den

Tierversuchen mit erhohter Kontraktilitidt intralobarer Pulmonalarterien und obliterativer
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pulmonaler Arteriopathie als auch der Nachweis einer systemischen Autoimmunreaktion lassen

dies als wahrscheinlich erscheinen. Dies unterstreicht Sinn und Zweck einer frithzeitigen

Therapie der Vaskulopathie. Es bleibt zu hoffen, dass die neueren Erkenntnise iiber die

Pathogenese der pulmonalen Komplikationen der SSc diese eines Tages in den Hintergrund

riicken lassen. Dies bedarf allerdings weiterer intensiver Forschung.
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SERUM CYTOKINES AND THEIR PREDICTIVE VALUE IN PULMONARY
INVOLVEMENT OF SYSTEMIC SCLEROSIS
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ABsTRACT. Objective: To identify serum cytokines which predict mortality and/or disease progression in patients
with systemic sclerosis, especially with pulmonary involvement. Mezhods: Serum cytokines (IL-6, IL-7, IL-8,
IL-10, CCL2, CCL4, TGF-B, TNF-0,) were measured in 125 SSc patients, who were recruited and observed in
our outpatient clinic. Of these, 60 had pulmonary involvement, classified as either interstitial lung disease (ILD,
43 patients), pulmonary arterial hypertension (PAH, 7 patients) or pulmonary hypertension and ILD (PH-ILD,
10 patients). The association of serum cytokines with clinical features was analysed and their correlation with
BAL cytokines measured in a subset of SSc patients with ILD. Resu/fs: Serum cytokines were detected at dif-
ferent levels: high (TGF-, median 287.5 pg/ml; CCL2, median 89.7 pg/ml; CCL4, median 104.2 pg/ml), low
(IL-6, median 3.2 pg/ml; IL-7 median 2.3 pg/ml; IL-8, median 5.2 pg/ml; TNF-a, median 0 pg/ml but with a
bimodal distribution) and very low (IL-10, median 0.4 pg/ml). IL-6 and IL-7 were predictive for death in a Cox
regression analysis in all SSc patients as well as in all patients with pulmonary involvement; IL-6 was predictive
for mortality in SSc-ILD patients. In a multivariate analysis, cytokine levels could also predict a change in lung
function, e.g. IL-7 was a predictor for a decline of diffusion capacity (DLCO) by 20 or 30% in ILD patients. In
a subset of ILD patients, serum cytokines were compared to BAL cytokines, but revealed only few correlations.
Conclusion: In conclusion, the analysis of serum cytokines implicates a role as biomarkers, distinct from BAL.
(Sarcoidosis Vasc Diffuse Lung Dis 2019; 36 (4): 274-284)
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CCL2 CC-chemokine ligand 2

CCL4 CC-chemokine ligand 4

CI Confidence interval

CYC Cyclophosphamide

DLCO Diffusion capacity for carbon monoxide
EULAR European League Against Rheumatism
FVC Forced vital capacity

HR Hazard ratio

HRCT High resolution computed tomography

IFN-g Interferon gamma

I1L-10 Interleukin-10

1L-6 Interleukin-6

1L-7 Interleukin-7

1L-8 Interleukin-8

ILD Interstitial lung disease

IQR Interquartile range

MCP-1 Monocyte chemotactic protein 1
(=CCL2)

MIP-1b Macrophage inflammatory protein 1
beta (=CCL4)

MMF Mycophenolate mofetil

mRSS Modified Rodnan skin score

MTX Methotrexate

PAH Pulmonary arterial hypertension

PH Pulmonary hypertension

PH-ILD Pulmonary hypertension associated with
interstitial lung disease

ROC Receiver operating characteristics

SD Standard deviation

SSc Systemic sclerosis

TGF-b Transforming growth factor beta

TNF-a Tumor necrosis factor alpha

INTRODUCTION

Systemic sclerosis (SSc, scleroderma) is a con-
nective tissue disease characterised by vascular dam-
age, inflammation and progressive fibrosis of the
skin and other internal organs (1). The exact etiol-
ogy of SSc is unknown, current concepts include
genetic predisposition, environmental factors and an
abnormal immune function (2, 3). At present, it is
unclear how inflammation and vasculopathy trans-
late into the later fibrotic stages that cause multiple
end-stage organ damage and death (4). The activ-
ity and frequency of T cells and monocytes/mac-
rophages is increased in the circulation and tissues of
SSc patients. They produce various cytokines, such
as interleukin (IL)-8, CCL18, tumor necrosis factor
(TNF)-a, interferon (IFN)-y, IL-6, and transform-
ing growth factor (TGF)-B, that regulate inflamma-

tion and tissue fibrosis in SSc and are elevated in the
serum of SSc patients (2, 5, 6). In addition, mono-
cyte chemoattractant protein-1 (MCP-1 or CCL2)
and macrophage inflammatory protein-1p (MIP-
1B or CCL4) have been implicated in the initiating
phase and in the perpetuation of the inappropriate
fibroblast activation and concomitant extracellular
matrix deposition that characterise this disease (7, 8).

Pulmonary involvement, and amongst it inter-
stitial lung disease, has become the main determi-
nant of mortality in systemic sclerosis (9). Because
treatment is only efficacious for some patients and
harbors side effects (10), there is a need to identify
patients whose pulmonary involvement will pro-
gress. Bronchoalveolar lavage (BAL) has been evalu-
ated for its prognostic capability with contradicting
results (11-13). Even less data are available for a
BAL cytokine analysis, but there is some evidence
that BAL cytokines could predict clinical worsening
(14,15). In a previous study, our group has identified
associations between BAL cytokines and pulmonary
involvement: IL-7, IL.-4, IL-8, and CCL2 were as-
sociated with ILD and of these, IL.-4, IL-8, CCL2
were negatively correlated with LET and CCL2 also
with the CT fibrosis score (14).

However, BAL is not a routine procedure and
there is scarce knowledge about the correlation of
BAL and serum cytokine levels. Hence, we investi-
gated the predictive capacity of the serum cytokines
for survival in our SSc cohort, especially in patients
with pulmonary involvement.

MATERIALS AND METHODS
Patients

Serum cytokines were measured in 125 SSc pa-
tients and all of these fulfilled the ACR/EULAR
classification criteria for SSc (16). They were recruit-
ed consecutively during routine care through our
outpatient clinic/ward and were followed up in our
outpatient clinic. Of all 125 patients, 43 had intersti-
tial lung disease (ILD) and 10 patients had ILD and
pulmonary hypertension (named PH-ILD). 7 pa-
tients had pulmonary arterial hypertension (PAH).
After approval of the local ethics committee of the
Charité (EA1/013/705), patients were included on
the basis of informed consent. For 21 of the patients
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with interstitial lung disease (ILD), concomitant
BAL and serum cytokine analysis was available.
Clinical and laboratory characteristics of the enrolled
SSc patients are shown in Table 1. Disease duration
was defined as the time from onset of the first non-
Raynaud’s manifestation of SSc. The presence of an-
ti-centromere antibodies (ACA), anti-topoisomerase
I antibodies (Anti-Scl 70) and anti-RNA polymer-
ase I1T antibodies (Anti-RNAP III) were determined
by validated assays. Data were collected at the first
visit and during follow-up. Only data from patients
with serum cytokine measurements and available
clinical evaluations were analysed. Missing items are

indicated (e.g. in Table 1).
Clinical assessments

A complete medical history, physical examina-
tion and laboratory evaluation were obtained in each
patient. Clinical assessment of skin sclerosis meas-
ured by modified Rodnan skin score (mRSS) was
performed concurrently with blood sampling. SSc
patients were classified according to the presence/
absence of internal organ involvement at first visit, in
which cytokine expression was measured, and dur-
ing the follow up period (mean period 66.16+26.38
months). All patients were assessed for signs of lung
fibrosis with pulmonary function tests and high-
resolution computed tomography (HRCT) scans.
Pulmonary fibrosis was defined by evidence of fibro-
sis such as bibasilar fibrosis on chest radiograms or
HRCT scans or both. Pulmonary function tests in-
cluded measurement of forced vital capacity (FVC)
by flow-volume spirometry and pulmonary diffusing
capacity for carbon monoxide (DLCO) by single-
breath test (Jaeger GmbH, Wiirzburg, Germany).
Values for FVC and DLCO were expressed as per-
centages of predictive normal values adjusted for age,
sex, and height. Pre-capillary pulmonary hyperten-
sion (PH) was defined as estimated right ventricular
systolic pressure > 25 mmHyg at right heart catheteri-
zation and a wegde pressure < 15 mmHg; in patients
without ILD, pulmonary hypertension was defined
as pulmonary arterial hypertension (PAH). Clinical
and laboratory characteristics on the basis of pulmo-
nary involvement of the enrolled SSc patients are
shown in Table 1. Development of lung function and
mortality was assessed during follow-up.

Serum cytokines and chemokine assays

Fresh venous blood samples were taken at the
SSc patients’ first visit. Samples were centrifuged
shortly after clot formation. All serum samples were
stored at -70°C prior to assays. For the detection of
cytokines and chemokine concentrations, a commer-
cially available bioplex system was used as previously
described (14) for selected cytokines (IL-6, IL-7, IL-
8,1L.-10, CCL2, CCL4, TNF-0, and TGFp1).

Statistical analysis

Descriptive statistics for continuous variables
are presented either by the mean and standard devia-
tion (SD) or median and interquartile range, where
appropriate, categorical variables as frequency (and
percentage). Significant differences to the group
without pulmonary involvement were determined
using a student’s t-test for normally distributed data
or otherwise a Mann-Whitney test, and Fisher’s ex-
act test for categorical data. The Cox proportional
hazards model was used to evaluate predictors of
time to death, displayed with respective hazard ratio
(HR) and 95% confidence interval (CI). Parameters
assumed to be associated with an improvement or
decline of lung function were assessed with univari-
ate and, if statistically significant, subsequent mul-
tivariate logistic regression. Improvement or decline
of lung function was categorized as follows: improve-
ment was defined by an increase of FVC or DLCO
over 10% (of absolute predicted values), and a decline
of FVC and DLCO was determined to be over 10%,
20% or 30% (of absolute predicted values). P values
less than 0.05 were considered significant. Only for
those cytokines, that were significantly associated
with an outcome in the Cox model, receiver operat-
ing characteristic curves (ROC) with the area un-
der the curve (AUC) were calculated to determine
discriminative power of cytokine levels for predict-
ing mortality or increase/decline of lung function
parameters. Cut-offs were determined by the mini-
mal distance of the ROC to the graph coordinates
x=0,y=1. All calculations were performed using IBM
SPSS Statistics version 20 and Graphpad Prism 6.0.
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Table 1. Clinical characteristics of 125 SSc patients

Clinical characteristics of patients No pulmonary SSc-PAH SSc PH-ILD SSc-ILD
involvement (n=7) (n=10) (n=43)
(n=65)
Female patients (%) 61 (93.8) 7 (100) 8 (80.0) 37 (86.0)
Age (mean=SD) 59.0+11.6 59.7¢10.8 57.1£15.0 55.5+14.4
SSc form (dSSc/1SSc) 15/50 0/7 5/5 31/12
(p <0.001)
Disease duration in years at inclusion/first | 7.5+7.6 12.7+10.3 3.3:3.2 5.7£7.0
visit (mean+SD)
Antibody profile 11/42/1/11 1/6/0/0 4/4/0/2 22/8/2/11
(Scl70/ACA/Anti-RNAP III/Other) (n) (p <0.0001)
MRSS (median, IQR) 6 (3-10) 9 (5-16) 6.0 (5-16) 11 (8-18)
(p < 0.0001)
Follow-up duration (months,mean+SD) 69.13.2 73.9+10.4 47.2+9.9 64.6x4.1
(p=0.017)
Deceased patiens (%) 2 (3.0) 1(14.3) 4(40.0) 7(16.3)
(p =0.0023) (p =0.028)
DLCO (% predicted, median, IQR)" 81.0 (71.1-90.0) 65.4(43.6-83.1) 42.7 (22.4-70.3) 69.2 (57.8-80.8)
(p=0.018) (p = 0.0005) (p =0.0003)
FVC (% predicted, median, IQR)* 98.4 (85.0-109.) 94.5 (88.8-100) 72.0(61.3-87.9) 85.0(72.6-99.4)
(p = 0.0002) (p = 0.0003)
DLCO decline >10% (%) 33 (50.8) 5(71.4) 4 (40.0) 23 (53.5)
DLCO decline >20% (n,%)’ 14 (21.5) 3 (42.9) 3 (30.0) 13 (30.2)
FVC decline >10% (%) 6(9.2) 2 (28.6) 4(40.0) 8(18.6)
(p<0.024)
FVC decline >20% (%) 1(1.5) 0(0) 1(10.0) 5 (11.6)
(p = 0.036)
Glucocorticoid use (%) 28 (43.1) 1(14.3) 5(50.0) 25 (58.1)
Immunosuppression (%) (CYC, MTX, 21 (32.3)" 4(57.1) 6 (60.0) 35(81.4)
AZA, MMF) (p<0.0001)

Items are given as frequency (and percentage), mean and standard deviation (SD) for normally distributed data or median and interquartile
range. Significant differences to the group without pulmonary involvement were calculated using a student’s t-test for normally distributed
data or a Mann-Whitney test, and Fisher’s exact test for categorical data, and are marked in bold. # = only for 124 patients available. * = data

only for 122 patients available.

1) Immunosupression was mostly for progressive skin fibrosis, arthritis or myositis.
2) Of the 35 patients with immunosuppression, 14 received cyclophosphamide and 5 mycophenolate mofetil.
Abbreviations: SSc — systemic sclerosis; SSc-PAH — SSc-associated pulmonary arterial hypertension; PH-ILD — SSc-associated interstitial
lung disease with pulmonary hypertension; SSc-ILD — SSc-associated interstitial lung disease; dSSc — diffuse systemic sclerosis; 1SSc — lim-
ited systemic sclerosis; Scl70 — anti-topoisomerase I antibodies; ACA — anti-centromere antibodies; anti-RNAP III - anti-RNA-Polymerase
III antibodies; mRSS — modified Rodnan skin score; FVC - forced vital capacity; DLCO — diffusion capacity for carbon monoxide; CYC
— cyclophosphamide; MTX — methotrexate; AZA — azathioprine; MMF — mycophenolate mofetil; SD — standard deviation; IQR — inter-

quartile range.

REesurts

and during the follow up period (Table 1). Patients
with SSc-ILD had the highest proportion with dif-

Clinical characteristics of SSc patients

All patients were classified according to the
presence of pulmonary involvement at the first visit

fuse SSc and anti-Scl70 positivity. According to pul-
monary involvement, patients with SSc-ILD and
PH-ILD had a lower FVC and DLCO. A decline
>10% in FVC was most frequent in PH-ILD pa-
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tients whereas a decline >20% was most frequent in
ILD patients; in addition, immunosuppressive treat-
ment was used more often in ILD. SSc-ILD and
PH-ILD patients had the highest mortality during
follow-up.

Serum cytokines in a cohort of 125 §Sc patients

Serum cytokines could arbitrarily be grouped
into three categories: high (TGF-f, median 287.5
pg/ml; CCL2, median 89.7 pg/ml; CCL4, median
104.2 pg/ml), low (IL-6, median 3.2 pg/ml; IL-7
median 2.3 pg/ml; IL-8, median 5.2 pg/ml; TNF-q,
median 0 pg/ml, due to a bimodal distribution where
most patients had undetectable levels of TNF-o)
and very low (IL-10, median 0.4 pg/ml; Figure 1A).
Patients with ILD and PH-ILD had higher serum
levels of IL-6 than patients without pulmonary in-
volvement (p=0.0075 and p=0.0045 respectively, Fig-
ure 1B), whereas CCL2 was lower in patients with
PAH (p=0.0321, Figure 1C) and CCL4 was lower in
ILD patients (p=0.0346, Figure 1D). Only a subset
of patients had detectable levels of TNF-o, but there
was no association between this cytokine and clinical
features. Serum levels of IL.-7 and TGF-f were not
different between the patient subgroups (Figure 1E
and 1F); however, 44.2% of SSc-ILD patients were
above the 75 percentile of the TGF-f level of pa-
tients without pulmonary involvement (406 pg/ml;
p= 0.04). There were no statistically significant dif-
ferences in serum cytokine levels between 1SSc and
dSSc patients within the subgroups of pulmonary
involvement (data not shown).

Predictors of death

Of the SSc patients 125 patients in the cohort,
we registered 14 deaths, of whom 7 were deemed
SSc-related by the treating physicians, in 6 patients
there was no information on this and 1 patient died
breast cancer. In all patients, as well as in the sub-
group with pulmonary involvement (n=60), in pa-
tients with PAH (n=7) or PH-ILD (n=10) or in
patients with ILD (n=43), we calculated indepen-
dently predictive factors for time to death with a Cox
regression analysis using serum cytokine levels and
clinical features (gender, age, SSc form, anti-Scl-70
and anti-centromere positivity, mRSS, DLCO, FVC,
ILD and/or pulmonary hypertension at inclusion).

In the whole cohort, the presence of pulmonary
hypertension at inclusion was the strongest predic-
tor of time to death (HR 84.4, 95% CI 9.4-759.3),
but a higher mRSS and a lower FVC were also as-
sociated with a higher likelihood of death (Table
2). IL-6 and IL-7 were also both predictive in this
population (HR 1.017,95% CI 1.008-1.026 and HR
1.256, 95% CI 1.056-1.495 respectively). These two
cytokines were also able to predict mortality in the
subset of patients with pulmonary involvement (HR
1.010, 95% CI 1.002-1.017 and HR 1.379, 95% CI
1.139-1.671 respectively), in addition to pulmonary
hypertension at inclusion and a lower FVC (Table
2). No predictive items could be found for PAH and
PH-ILD patients. However, in ILD patients, IL-6
was an independent factor associated with mortality
(HR 1.033, 95% CI 1.011-1.055), next to a lower
FVC (Table 2).

With cytokine cut-off levels calculated by a
ROC analysis, Kaplan-Meier survival curves were
generated for IL-6 and IL-7 in the respective lev-
el subsets (Figure 2). IL-6 and IL-7 cut-offs were
able to define subgroups with a different mortality
risk in the whole cohort (cut-off 4.75 pg/ml, AUC
0.724 and cut-off 2.62 pg/ml, AUC 0.686, respec-
tively; Figure 2A). Furthermore, in the group of pa-
tients that had both IL-6 levels above 4.75pg/ml and
IL-7 levels above 2.62 pg/ml there were more deaths
(24.3%) than in the group who had only one cytokine
above the cut-off or none (4.6%, p= 0.01). IL-6 was
also a distinctive feature in all patients with pulmo-
nary involvement (cut-off 16.45 pg/ml, AUC 0.693),
whereas there was only a trend for IL-7 (Figure 2B).
The Kaplan-Meier analysis in ILD patients showed
no statistically significant difference of IL-6 or IL-7
subsets (cut-off IL-6 8.85 pg/ml, AUC 0.653; cut-
off IL-7 2.51 pg/ml, AUC 0.700, both Figure 2C).

Multivariate analysis of cytokines predictive for
improvement or decline of lung function

Improvement or decline of lung function was
documented during follow-up (see Table 1 for fol-
low-up times). Amongst cytokines and clinical fea-
tures (gender, age, SSc form, anti-Scl-70 and anti-
centromere positivity, mRSS, DLCO, FVC, ILD
and/or pulmonary hypertension at inclusion) we
identified the following predictive factors: In SSc pa-
tients without pulmonary involvement, lower CCL2
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Fig. 1. Serum cytokines of 125 SSc patients. Fig. 1A: Serum cytokines measured are displayed as median and interquartile range. Due to
the high frequency of values below the detection limit which are not shown, for IL-10 and TNF-alfa the IQR cannot be displayed. Serum
cytokines split up for patients without pulmonary involvement (No pulm.), SSc-associated interstitial lung disease (ILD), SSc-associated
pulmonary arterial hypertension (PAH) and SSc-associated interstitial lung disease with pulmonary hypertension (PH-ILD) are displayed
for IL-6 (Fig. 1B), CCL2 (MCP-1, Fig. 1C), CCL4 (MIP-1, Fig. 1D), IL-7 (Fig. 1E) and TGF-f (Fig. 1F). Significant differences be-
tween the SSc subgroups were calculated using the Mann-Whitney test and are indicated.

and younger age at inclusion were associated with an tively; Table 3); whereas a higher age at inclusion was
increase in FVC >10% (HR 0.972, 95% CI 0.947- associated with a decline in FVC >10% (HR 1.107,
0.997 and HR 0.903, 95% CI 0.820-0.994, respec- 95% CI 1.003-1.222; Table 3). The cut-off level as-
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Table 2. Cox regression analysis of predictive items for death

Group Variable Cox-Regression Analysis
P value HR 95% CI
Whole cohort IL-6 <0.0001 1.017 1.008 - 1.026
1L-7 0.010 1.256 1.056 — 1.495
Pulmonary hypertension at inclusion <0.0001 84.38 9.377-759.314
mRSS 0.035 1.102 1.007 - 1.207
FVC 0.003 0.959 0.934 -0.986
All patients with pulmonary IL-6 0.012 1.010 1.002 - 1.017
involvement
IL-7 0.001 1.379 1.139-1.671
Pulmonary hypertension at inclusion <0.0001 48.512 6.039 - 389.679
FVC 0.001 0.934 0.910-0.977
PAH/PH-ILD None
ILD IL-6 0.003 1.033 1.011 - 1.055
FvC 0.002 0.933 0.894 - 0.975

Clinical items (gender, age, SSc form, anti-Scl-70 and anti-centromere positivity, mRSS, DLCO, FVC, lung fibrosis and/or pulmonary hy-
pertension at inclusion) and serum cytokines were included in a Cox regression analysis in order to calculate independently predictive factors
for death. Only significant items are given with the hazard ratio (HR) and the 95% confidence interval (95% CI).
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Fig. 2. Predictive capacity of cytokine levels IL-7 and IL-6 for survival in different cohorts.
Kaplan-Meier survival curves are shown according to cytokine cut-off levels determined by ROC analysis in different cohorts, restricted to
cytokines that were predictive for time to death in Cox regression analysis. Significance is given by the log-rank test comparing survival curves.
A) All patients (whole cohort). B) All patients with pulmonary involvement. C) Patients with ILD.

55



Marissa
55


Serum cytokines in pulmonary systemic sclerosis

281

Table 3. Multivariate analysis of predictive items for improvement or deterioration of lung function

Group Variable Factor Multivariate analysis
P value HR 95% CI
No pulmonary FVC increase > 10% CCL2 (MCP-1) 0.028 0.972 0.947-0.997
involvement
Age at inclusion 0.038 0.903 0.820-0.994
FVC decline > 10% Age at inclusion 0.044 1.107 1.003-1.222
DLCO decline > 20% Female sex 0.031 13.364 1.267-140.934
1L-10 0.028 0.064 0.006-0.744
All patients with pulmonary | DLCO decline > 20% TGF-b 0.041 0.997 0.995-1.000
involvement
ILD DLCO decline > 20% 1L-7 0.019 1.591 1.078-2.349
DLCO decline > 30% 1L-7* 0.028 1.996 1.078-3.695

Clinical items (gender, age, SSc form, anti-Scl-70 and anti-centromere positivity, mRSS, DLCO, FVC, lung fibrosis, pulmonary hyperten-
sion at inclusion) and serum cytokines were included in a multivariate analysis in order to calculate independently predictive factors for
improvement or deterioration of lung function (e.g. decline of FVC or DLCO by 10, 20 or 30%). Only significant items are given with the
hazard ratio (HR) and the 95% confidence interval (95% CI). Items were calculated with two methods (forward and backward inclusion),

items marked with an asterisk (*) were calculated by both models.

sociated with an increase of FVC > 10% for CCL2
was calculated with a separate ROC analysis (cut-
off 60.4 pg/ml, AUC 0.722). Both female sex and
lower IL-10 levels (cut off 0.16 pg/ml, AUC 0.729)
were associated with a decline of DLCO>20% in this
population (HR 0.13.364, 95% CI 1.267-140.934
and HR 0.064, 95% CI 0.006-0.744, respectively,
Table 3). In patients with pulmonary involvement,
TGF-B (cut-off 360.7 pg/ml, AUC 0.661) was the
only factor associated with lung function change: it
was inversely associated with a decline in DLCO
>20% (HR 0.997, 95% CI 0.995-1.000, Table 3).
In patients with ILD, IL-7 was the only predictive
factor for lung function change as it was associated
with a decline of DLCO >20% (HR 1.591, 95% CI
1.078-2.349) at a cut-off level of 2.2 pg/ml (AUC
0.713) and with a decline >30% (HR 1.996, 95% CI
1.078-3.695) at a cut-off level of 3.9 pg/ml (AUC
0.726; Table 3).

Comparison of cytokine levels in BAL and serum

In 21 SSc patients with ILD, concomitant
measurements of cytokine levels in BAL and in se-
rum were compared (Figure 3). IL-7 and IL-8 were
significantly higher in BAL (p=0.0445 and p<0.0001
respectively), whereas CCL4 (p=0.0153) and TNF-o.
(p=0.0138) were significantly lower in BAL than in
serum. There were only few and weak to moderate

BAL-serum cytokine comparison in SSc patients
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Fig. 3. Cytokine levels in BAL and serum of 21 SSc-ILD pa-
tients. BAL and serum cytokines measured at the same time point
are displayed as median and interquartile range; due to the high
frequency of values below the detection limit not done for serum
IL-10 and TNF-c. Significant differences were calculated using a
Wilcoxon signed rank test. Statistically significant differences are
indicated.

correlations of BAL and serum cytokines: Serum
IL-8 correlated with BAL IL-8 (r=0.574, p=0.006)
and BAL TNF-a (r=0.521, p=0.022), whereas se-
rum TGF-p correlated with the BAL cytokines IL-7
(r=0.626, p=0.002), IL-10 (r=0.466, p=0.039), CCL2
(r=0.488, p=0.021) and TNF-a (r=0.570, p=0.009).
As reported earlier, TGF-B was below the detection
range in BAL samples (14).
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Discussion

Serum cytokines were studied in a large SSc
cohort with all forms of pulmonary involvement,
even without lung disease. Different tests revealed
both IL-6 and IL-7 as predicting factors for mortal-
ity in patients with different subtypes of pulmonary
involvement. The predictive value of IL-6 for mor-
tality in SSc patients with ILD could be confirmed,
which was also found by De Lauretis et al. and anti-
IL-6 treatment with tocilizumab has been shown to
halt progression of lung fibrosis (17-19). In addition,
IL-6 also predicted the mortality for a mixed cohort
of SSc patients with different forms of pulmonary
involvement and we identified IL.-7 as a new mark-
er for the prediction of mortality in SSc patients in
general as well as all SSc patients with pulmonary
involvement. In addition, IL-7 was predictive for
the decline of DLCO in SSc-ILD patients. When
comparing predicting factors for worsening of lung
disease with those recently published to be associ-
ated with worsening of skin fibrosis, there is only lit-
tle overlap (apart from the items that have only been
included in one analysis or the other) (20). We found
gender to be predictive for both worsening of skin
and lung fibrosis. However, whereas disease duration
played a major role in the prediction of skin fibrosis,
the age at baseline was more important for the dete-
rioration of lung function.

Compared to patients without pulmonary in-
volvement, IL.-6 was found to be elevated in ILD
patients, but even more so in PH-ILD patients,
whereas CCL4 was lower in ILD patients. This is
contradictory to other reports where CCL4 was sig-
nificantly increased in patients with SSc, regardless
of the disease subtype and stage, and correlated with
the presence of pulmonary fibrosis (15, 21). Serum
CCL2 was lower in patients with PAH and had no
predictive value for patients with lung involvement
in our cohort. This was also unexpected because
CCL2 is a chemokine that was amongst the top 20
up-regulated genes in SSc-PAH lungs in a different
investigation and was predictive for lung function
decline in two different cohorts (22, 23). However,
the analyses of BAL cellularity and cytokine levels in
SSc patients that have been hitherto published, did
not always take into account the various subtypes of
pulmonary involvement (ILD, PH/PAH, PH-ILD)
and this may explain some of the new findings.

The cytokine IL-7 has not yet attracted much
attention in patients with systemic sclerosis. IL-7
targets T and B cells as well as innate immune cells
and can be found locally elevated in other autoim-
mune diseases, such as rheumatoid arthritis (24).
Systemically, IL-7 has been found to be elevated in
sarcoidosis (25), while there are several studies in-
dicating lower serum IL-7 levels in rheumatoid ar-
thritis (24, 26) as well as in systemic sclerosis (27)
compared to healthy controls; these IL-7 levels were
comparable to our findings in the serum. However,
there is contradictory evidence to its function: on
the one hand, IL-7 drives autoimmunity in a mouse
model by expansion of self-reactive lymphocytes (28,
29), whereas, on the other hand, it decreases pulmo-
nary fibrosis, as measured by pulmonary hydroxy-
proline and collagen content, in a different mouse
model (30). TGF-B is known to stimulate fibroblast
proliferation and collagen deposition. In the same
mouse model (30), IL-7 administration also de-
creased TGF-f production. In our patients, we have
seen no correlation of serum I1L-7 and TGF-f (data
not shown). In rheumatoid arthritis, IL.-7 influenced
homing and angiogenesis by monocytes, partly via
TNF-o and CCL2 (31); again there was no signifi-
cant correlations in our cohort between the two cy-
tokines (data not shown).

This might be interesting for further investiga-
tions, as monocytes are increasingly recognised to
play an important role in the pathogenesis of SSc
(32).

In addition, we have compared BAL and serum
cytokines in a smaller subset of ILD patients and
found cytokine levels in BAL in general to be either
comparable or higher. Although this has also been
reported by other groups for some cytokines such
as IL-6 and IL-8 (33, 34), there is no such compre-
hensive comparison published. The correlation of
serum IL-8 and TGF-p with BAL cytokines was
only weak to moderate. IL-7 was significantly lower
in serum than in BAL, but was also strongly associ-
ated with ILD in our previous study (14), confirming
our present data. However, the commonalities and
differences in cytokine levels imply a local cytokine
production associated with ILD that is paralleled by
arise in serum cytokines, as well as distinct compart-
ments with different levels for other cytokines. This
is exemplified by the striking difference between se-
rum and BAL TGF-j levels.
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An important limitation of the present study,
besides it being a retrospective analysis, is the fact
that the majority of patients received immunosup-
pressive therapies at the time of cytokine/chemokine
measurement for different indications such as pro-
gressing lung or skin fibrosis, but also myositis and
arthritis (e.g. 14 patients had cyclophosphamide and
5 patients mycophenolate mofetil in the ILD group).
This, together with the significant inter-individual
variation of cytokine levels may explain some find-
ings that are contradictory to other reports.

CoONCLUSIONS

In summary, our study could confirm IL-6 as
an important biomarker for pulmonary involvement
and identify IL-7 as a new biomarker. Our findings
extend earlier work on the association of serum cy-
tokines with clinical manifestations and survival.
IL-6 and IL-7 may be interesting biomarkers for
further trials, possibly allowing for risk stratification
of SSc patients with pulmonary involvement.
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