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Zusammenfassung

KONTEXT: Kardiovaskulare Erkrankungen stellen in unseren Breitengeraden noch im-
mer die haufigsten Todesursachen dar. Neben Wohlstandserkrankungen wie dem meta-
bolischen Syndrom zahlen auch seltene Entitaten wie die pulmonale Hypertonie (PH) zu
dieser Gruppe. Durch einen erhdhten pulmonalarteriellen Druck leiden die Patient:innen
unter Dyspnoe, Synkopen bis hin zum Herzversagen. Die pulmonal-arterielle Hypertonie
(PAH) ist eine Unterform der PH und ist gekennzeichnet durch Entzindungsprozesse
sowie den Umbau der Pulmonalarterien. Bei der systemischen Sklerose (SSc) assoziier-
ten PAH scheint Autoimmunitat durch Autoantikorper (aAb) eine Rolle zu spielen. Ein
moglicher Signalweg, welcher bei PAH diskutiert wird, lauft iber Sphingosin-1-Phosphat
(S1P), welches durch Bindung spezifischer GPCR neben Immunmodulation auch Ein-
flusse auf die Gefaldiregulation und den Pulmonalarteriendruck (PAP) hat. Wir stellten die
Hypothese auf, nach welcher S1P-Rezeptoren des kardiovaskularen Systems (S1PR1-
3) potenzielle Ziele fur aAb darstellen und sich bei SSc und SSc-PAH hohere Pravalen-

zen nachweisen lassen.

METHODEN: /n vitro Assays fur die Detektion von S1PR-aAb wurden konzipiert. Hierfur
wurden Fusionsproteine aus S1PR und Luciferase (S1PR-Luc) als Reporter kloniert.
Nach Inkubation der Humanseren mit S1PR-Luc folgte die Immunprazipitation mittels
Protein-A-Sepharose und die Bestimmung des Luciferasesignals. Je nach Hohe des Sig-
nals schlossen wir auf die Konzentration von spezifischen S1PR-aAb im Serum. Wir ver-
glichen eine SSc Kohorte (n=158, 58 mit SSc-PAH) mit einer gesunden Kontrollgruppe
(n=333). Eine weitere Kohorte von Patient:innen mit autoimmunen und kardiovaskularen

Erkrankungen wurde auf die Pravalenz von S1PR-aAb untersucht.

ERGEBNISSE: Die neuen Assays wurden durch kommerzielle S1TPR-Antikorper validiert.
Die Signale waren spezifisch und nach multiplen Gefrier-und-Auftau-Zyklen der Serum-
proben ausreichend stabil. In der Kontrollgruppe reichten Pravalenzen von 2,7% fur
S1PR1-aAb und 3,6% fir S1PR2-aAb bis hin zu 8,3% fur S1PR3-aAb. In der SSc Kohorte
zeigten sich signifikant hohere Pravalenzen von S1PR1-aAb (17,1%), S1PR2-aAb
(19,0%) und S1PR3-aAb (21,5%), (p<0,0001). Bei Patient:innen mit SSc-PAH waren die
Pravalenzen fur aAb gegen den S1PR2 mit 25,9% und den S1PR3 mit 27,6% erhoht
(versus SSc w/o PAH, p>0,05). Es konnte weiterhin eine Assoziation von Lungenfibrose
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und S1PR2-aAb und S1PR3-aAb gezeigt werden (versus SSc w/o PAH, p>0,05). Wei-
terhin konnte bei autoimmunen und kardiovaskularen Erkrankungen eine erhdhte Pra-

valenz von aAb vornehmlich gegen S1PR2-3 festgestellt werden.

FAZIT: In dieser explorativen Querschnittsstudie wurde erstmalig das Vorkommen von
naturlichen Antikorpern gegen die humanen S1PR1-3 beschrieben. Gemal unserer Hy-
pothese zeigte sich ein Zusammenhang von S1PR2-3 aAb Pravalenz und SSc sowie
SSc-PAH. Longitudinale Studien und molekulare Analysen der aAb sind nétig, um die
Rolle in der Pathogenese von SSc und PAH weiter aufzuschlusseln.
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Abstract

CONTEXT: Cardiovascular disease remain the most frequent cause of death in our lati-
tude. Besides so-called lifestyle diseases like the metabolic syndrome, less frequent en-
tities as pulmonary hypertension (PH) belong to the group of cardiovascular disease as
well. Due to elevated pressure in the pulmonary circulation, patients discover dyspnea,
syncopes and right heart failure. Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a subtype of
PH and characterized by inflammation processes and remodeling of the pulmonary arter-
ies. The presence of autoimmunity and autoantibodies (aAb) against GPCR is especially
relevant in systemic sclerosis (SSc) associated PAH. A pathway linked to the develop-
ment of PAH is the signaling via sphingosine-1-phosphate (S1P). S1P binds to specific
GPCR, leading (besides effects on the immune system) to modulation of the vasculature
and the pulmonary artery pressure (PAP). Here, we hypothesized that S1P-receptors of
cardiovascular relevance (S1PR1-3) serve as potential targets for aAb and appear more
frequent in SSc and SSc-PAH subjects.

METHODS: In vitro assays for the detection of S1PR-aAb were developed. That for,
whole protein S1PR sequences were fused in frame with luciferase as reporter. After
incubation with human sera, receptor-antibody-complexes were precipitated with protein-
A-sepharose. Depending on the signal intensity, S1PR-aAb concentrations were as-
sumed. Here, we compared a cohort of SSc patietns (n=158, 58 with SSc-PAH) with a
healthy cohort (n=333). In another cohort, prevalence of S1PR-aAb was determined for

patients with autoimmune or cardiovascular diseases.

RESULTS: The novel assays were validated through commercial S1PR antibodies. In a
dilution series, they showed dose-dependent and receptor specific signals. Signal stability
was proven by multiple freeze-and-thaw-cycles of sera samples. In the healthy cohort,
prevalence of S1PR1-aAb was 2.7%:; 3.6% for S1PR2-aAb and 8.3% for S1PR3-aAb. We
saw higher prevalence in the SSc cohort, starting from 17.1% positivity in the S1PR1-
assay, 19.0% for S1PR2 and 21.5% for S1PR3 (p< 0.0001). In the subgroup of patients
with SSc-PAH, prevalence was further elevated with 25.9% for S1PR2-aAb and 27.6%
for STPR3-aAb (versus SSc w/o PAH, p>0.05). In the subgroup-analysis, an association
of interstitial lung disease and S1PR2-aAb positivity and S1PR3-aAb was seen (versus
SSc w/o PAH, p>0.05). There was also a tendency of higher prevalence of aAb against

predominantly S1PR2-3 in autoimmune and cardiovascular disease.
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CONCLUSION: In this explorative, cross-sectional study, we described the presence of
antibodies directed against human S1PR1-3 for the first time. In line with our hypothesis,
our results impose a connection between prevalence of S1PR-aAb and SSc and SSc-
PAH in particular. Nevertheless, longitudinal studies and molecular analyses of the aAb
are needed to determine their potential role in the pathophysiology of SSc and PAH.



Einleitung 5

1 Einleitung

1.1 Pulmonale Hypertonie (PH) und Pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH)

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen in unseren Breitengraden noch immer die haufigs-
ten Todesursachen dar. Neben sogenannten Wohlstandserkrankungen wie dem meta-
bolischen Syndrom (arterielle Hypertonie, Glukoseintoleranz, Adipositas, Dyslipidiamie)
zahlen auch Syndrome wie die pulmonale Hypertonie (PH) zur Gruppe der kardiovasku-
laren Erkrankungen. Die PH betrifft circa 1 % der globalen Bevolkerung, bei Menschen
alter als 65 Jahren betragt die Pravalenz bis zu 10 % (1). Die PH ist definiert durch einen
mittleren pulmonalarteriellen Druck (mPAP) = 20 mmHg in Ruhe. Die Diagnosesicherung
erfolgt durch eine Rechtsherzkatheteruntersuchung mit Druckmessung in den Pulmo-
nalarterien sowie des postkapillaren Verschlussdrucks. In der Praxis kommen jedoch
auch weniger invasive Methoden zum Einsatz. Der Echokardiographie kommt im Scree-
ning auf PH eine besondere Bedeutung zu. Dabei konnen Auffalligkeiten wie eine Tri-
kuspidalklappeninsuffizienz, ein hypertrophierter rechter Ventrikel sowie dilatierte Pulmo-
nalarterien in Kombination mit suggestiver Klinik detektiert werden, welche eine PH wahr-
scheinlich machen (2). Klinisch kdnnen die Verlaufe stark variieren: Nach einer initial
asymptomatischen Phase leiden die Patient:innen im fortschreitenden Verlauf haufig un-
ter Belastungsdyspnoe, Kurzatmigkeit, Synkopen bis hin zu Rechtsherzschwache und

Herzversagen.

GemaR der Nizza Klassifikation von 2013 wird die PH nach ihrer Atiologie in fiinf Gruppen
unterteilt, wobei die Untergruppe der PH mit Nachweis von erh6htem postkapillaren Ver-
schlussdruck aufgrund einer Linksherzinsuffizienz mit Abstand die grofite ist. Die pulmo-
nal-arterielle Hypertonie (PAH) stellt eine eher seltene Unterform der PH dar und liegt
vor, wenn die pulmonal-vaskulare Resistenz 23 Wood Units betragt sowie eine praka-
pillare Druckerh6hung nachgewiesen wird als auch der postkapillare Wedge-Druck <15
mmHg misst (3). Weiterhin missen gemal der Definition als PAH schwerwiegende Lun-
generkrankungen sowie chronisch-embolische Formen der PH ausgeschlossen werden.
Etwa die Halfte aller betroffenen Patient:innen leiden unter idiopathischen, hereditaren
oder medikamenten-induzierten PAH-Formen (4). In dieser Arbeit befassen wir uns pri-
mar mit der PAH-Form, welche im Rahmen von Kollagenosen, respektive der systemi-
schen Sklerose (SSc) als haufigste Variante, auftritt.



Einleitung 6

Fortbestehende therapeutische Herausforderungen unterstreichen die Relevanz der an-
dauernden wissenschaftlichen Auseinandersetzung mit der PAH. Aktuell ist das Thera-
pieziel fur Patient:innen mit PAH die langfristige Stabilisierung zur minimalen Beeintrach-
tigung der Rechtsherzfunktion. Klinische Risikostratifizierung und Verlaufskontrollen stit-
zen sich derzeit auf die NYHA-Klassifikation, die 6-Minuten-Gehstrecke sowie den NT-
pro-BNP Wert. Ansatzpunkt der pharmakologischen Therapie stellen in der Regel die
Lungengefalle dar. Durch spezifische Vasodilatatoren soll die Nachlast des rechten
Ventrikels gesenkt werden, um einer fortschreitenden Rechtsherzbelastung entgegenzu-

wirken.

Des Weiteren ist zu beobachten, dass eine kleine Subgruppe der Patient:innen auf Cal-
cium-Antagonisten anspricht (5). Andere vasoaktive Substanzklassen wie Endothelin-An-
tagonisten, Phosphodiesterase-Hemmer und Prostacyclinrezeptor-Agonisten finden sich
ebenfalls in der Leitlinie (2). Unbehandelt fuhrt die PAH zu Rechtsherzversagen und en-
det haufig letal (6).

Die PAH ist pathophysiologisch unter anderem gekennzeichnet durch Entziindungspro-
zesse, autoimmune Dysregulation, epigenetische Veranderungen und abnormen Meta-
bolismus auf mitochondrialer Ebene. Bei den hereditaren PAH-Formen sind zudem ge-
netische Veranderungen im Bone morphogenetic protein (BMP) beschrieben (7). Histo-
logisch zeigt sich eine gesteigerte Prasenz von Immunzellen und ein fibrotischer Umbau
im Bereich der pulmonalen Arterien- und Arteriolen (8). Das vaskulare Remodeling fuhrt
zur zunehmenden Verengung der Pulmonalarterien, was wiederrum gemafl dem Hagen
Poiseuille’'schen Gesetz zur Abnahme des Volumenstroms um den Faktor 4 der Potenz
des Innenradius fuhrt und entsprechende kardiovaskulare Komplikationen verursacht.

Aktuelle Studien haben bei der PAH eine erhdhte Aktivierung des angeborenen- und er-
worbenen Immunsystems nachweisen konnen. Spezifische Autoantikorper fanden sich
vornehmlich bei Kollagenosen-assoziierter PAH (9). Neben Veranderungen im Endothe-
lin-, Prostacyclin- und NO-Signalweg werden in neueren Arbeiten auch Alterationen im
Sphingosin-1-Phosphat-Signalweg diskutiert. So konnte die Arbeit von Chen et. al signi-
fikant erhohte S1P-Spiegel bei PAH im Mausmodell nachweisen (2, 10, 11).

1.2 Systemische Sklerose (SSc) und PAH

Die SSc zahlt mit einer weltweiten Pravalenz von etwa einem Fall auf 10.000 zu den

seltenen Autoimmunerkrankungen und wird zur Familie der Kollagenosen gezahlt (12).
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Die namensgebende Vermehrung von Bindegewebe zeigt sich nicht nur durch Manifes-
tationen an der Haut, sondern auch durch diverse Organbeteiligungen. Assoziierte Kom-
plikationen reichen von gastrointestinalen Beschwerden, muskuloskelettalen Problemen
uber renale Krisen bis hin zur Lungenfibrose und PAH (13). Die pulmonale Beteiligung
gilt als prognosebestimmend. So fuhrt beispielsweise die Komplikation der PAH, welche
bei bis zu 12 % der SSc Patient:innen auftritt, innerhalb von drei Jahren zu einer Mortalitat
von 25 bis zu 50 % (14, 15). Risikofaktoren fur die Entwicklung einer PAH bei SSc sind,
unter anderem ein langer Krankheitsverlauf mit langjahrigem Raynaud-Phanom, ausge-
pragte vaskulare Manifestationen sowie der Nachweis von spezifischen antinuklearen
Antikorpern (ANA) im Serum (16).

Pathophysiologisch werden bei der SSc chronische Entzindungsprozesse, endotheliale
Dysfunktionen und Dysregulationen des Immunsystems diskutiert (14). Autoantikorper
(aAb) stellen ein vielbeschriebenes Phanomen bei SSc dar. Der Nachweis von spezifi-
schen ANA ist seit 2004 ein Diagnosekriterium und wichtiger Bestandteil der aktuellen
ACR/EULAR Leitlinie von 2015 (17). In der Ubersichtsarbeit von Didier et al. von 2018
wird die Bedeutung vornehmlich anti-nuklearer Autoantikorper bei SSc detailliert be-
schrieben (9). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Sensitivitat spezifischer aAb
fur die Diagnosestellung bei SSc zwar gering ist, ein Nachweis jedoch mit hoher Spezifitat
auf die Erkrankung schlieRen Iasst. Daruber konnen die spezifischen aAb Auskunft Uber
die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Komplikationen wie der PAH geben. So zeigt
sich eine Assoziation von Anti-Centromer-Antikorpern, Anti-U1-RNP-AK, Anti-U3-RNP-
AK und Anti-Th/To-AK mit SSc-assoziierter PAH (9).

1.3 Sphingosin-1-Phosphat-Signalweg

Sphingosine sind bioaktive Lipide, welche aus Ceramiden durch membranstandige Ce-
ramidasen synthetisiert werden. Die Ausschuttung und Produktion erfolgt vornehmlich
durch aktivierte Thrombozyten, Erythrozyten und Endothelzellen in den Extrazellularraum
(18). Sphingonsinkinase-1 (SphK1) und SphK2 tberfuhren Sphingosine durch Phospho-
rylierung in ihre aktive Form, das sogenannte Sphingosin-1-Phosphat (S1P). Die Syn-
these aus den Vorlaufer-Sphingosinen erfolgt an der Innenseite der Zellmembran. Nach
der Synthese werden die Sphingosine anschlieRend Uber spezifische S1P-Transportpro-
teine wie das major Facilitator Superfamily domain-containing Protein 2B aus Erythrozy-
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ten und Thrombozyten oder das Spinster-Homologue-2 aus dem Endothel in die Blutzir-
kulation entlassen (19). S1P bindet extrazellular an Chaperone wie high Density Lipopro-
teine (HDL), Apolipoprotein M oder Albumin (20, 21).

Im menschlichen Korper fungiert S1P als ubiquitarer Botenstoff mit pleiotropen Effekten,
welche maldgeblich durch Rezeptortyp und -besatz der Zielzellen bestimmt werden.
Raumliche Gradienten von S1P kontrollieren Migration und Lymphknotenaustritt von
Lymphozyten und spielen eine entscheidende Rolle im adaptiven Immunsystem und bei
Inflammationsprozessen. Wird das physiologische Level von S1P in Zellen oder Gewe-
ben Uberschritten, so kann daraus eine profibrotische, proinflammatorische, antiapopto-
tische und / oder promigratorische Wirkung enstehen (22). Neben einer direkten, intra-
zellularen Wirkung des S1P auf Histone, Zellzyklus und Zytokinproduktion wirkt das
Sphingosin hauptsachlich ber Bindung an spezifische, extrazellulare Rezeptoren (21).

S1P bindet extrazellular an membranstandige G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren
(GPCR). Bisher wurden funf spezifische S1P-Rezeptoren (S1PR1-5) beschrieben, wobei
im kardiovaskularen System die Rezeptor-Subtypen S1PR1, S1PR2 und S1PR3 domi-
nieren (23, 24). So spielen S1PR1- und S1PR3-Signaling eine herausragende Rolle in
der Homoostase des Blutdrucks, unter anderem bedingt durch die Kontrolle der endothe-
lialen NO-Synthase (eNOS) (25). Die intrazellulare Signaltransduktion erfolgt Uber hete-
rotrimere G-Proteine und nachgeschaltete Proteinkinasen. In Hinblick auf das Endothel
fuhrt die S1PR1-Bindung zur Beeinflussung der vaskularen Integritat (20), was durch die
Wirkung auf Integrine und zellulare Junctions erklart werden kann. Allgemein werden
dem S1PR2- und S1PR3-Signaling im GefalRsystem vasokonstriktive Effekte zugeschrie-
ben (26). Die Aktivierung von S1PR2 und S1PR3 (u.a. in Makrophagen) kann durch ver-
mehrte zellulare Produktion von extrazellularer Matrix, gesteigerter Proliferation von glat-
ten Muskelzellen und epithelial-mesenchymaler Transformation zur pathologischen Ge-
websfibrose bis hin zur Organdysfunktion fuhren (20, 26).

Auf glatten Muskelzellen der Pulmonalarterien (PASMC) befindet sich ebenfalls ein hoher
Besatz der Rezeptor-Subtypen S1PR1-3 (10). Erhdhte Gradienten von S1P sowie eine
erhohte Aktivitat der Sphingosinkinase-1 in PASMC bei PAH wurden bereits in experi-
mentellen Studien nachgewiesen (27) (28). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
eine exogene Zugabe von S1P in der Zellkultur von PASMC und pulmonal-arteriellem
Endothel zur Proliferation der Zellreihen fuhrte (11).
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1.4 S1P-Signaling bei PAH und SSc

Das physiologische Gleichgewicht aus vasokonstriktiven und vasodilatativen Signalen im
Bereich der Pulmonalarterien und Arteriolen bedarf u.a. einer genauen Feinjustierung der
PASMC Funktion und des pulmonal-arteriellen Endothels. Hierfur spielt das S1P/S1PR-
Signaling eine entscheidende Rolle. So konnte beispielsweise in einem Mausmodell ge-
zeigt werden, dass SphK1- und S1PR2-Knockout-Mause einen deutlich schwacheren
Verlauf einer chronisch-hypoxischen PH aufwiesen. Ein S1PR2-Antagonist zeigte im glei-
chen Mausmodell einen vergleichbaren Effekt. Passend dazu fanden sich auch im Lun-

gengewebe von Patient:innen mit PAH signifikant erhohte S1P- und SphK1-Spiegel (10).

Nicht nur bei der PAH, sondern auch bei der SSc wurden Veranderungen im S1P-Sig-
naling nachgewiesen. So konnte die Arbeitsgruppe um Tokumura erhdhte S1P-Spiegel
in einer kleinen SSc-Kohorte nachweisen (29). Erste Tierstudien konnten bereits zeigen,
dass am ehesten S1PR1-Antagonisten die vaskulare Permeabilitdt und den vaskularen
Widerstand reduzieren — zwei Eigenschaften, welche sich moglicherweise positiv auf den
Verlauf von SSc auswirken konnten (30). Der S1PR1- und S1PR5-Modulator Cenerimod
konnte bereits bei Sklerodermie als auch in einem Mausmodell mit Bleomycin-induzierter

Lungen- und Hautfibrose die Fibrose reduzieren (31).

1.5 Autoantikorper (aAb) bei SSc * PAH

Es ist allgemein bekannt, dass Antikorper neben lebenswichtigen Funktionen des Immun-
systems einen entscheidenden Faktor in der Pathogenese vieler Autoimmunerkrankun-
gen darstellen, wenn sie sich gegen korpereigene Antigene/Zielstrukturen richten. Ab-
hangig von den korpereigenen Zielantigenen und dem spezifischen Zelltyp unterscheiden
sich die aus einer Antikorper-Antigen-Bindung resultierenden Signalkaskaden erheblich.
Autoantikorper lassen sich anhand unterschiedlicher Kriterien einteilen. Generell werden
stimulierende, inhibierende und neutrale Autoantikorper unterschieden (32). Handelt es
sich bei dem Zielantigen um ein Rezeptor- oder Transporterprotein, so kann die Antikor-
perbindung auch potenziell zu einer allosterischen Hemmung fihren. Entsprechend ihres
Epitops konnen aAb weiterhin nach ihren Zielstrukturen und der Bindungsaffinitat unter-
teilt werden. Wahrend sich bei Kollagenosen hauptsachlich gegen intrazellulare Struktu-
ren gerichtete ANA nachweisen lassen, richten sich beispielsweise bei Morbus Basedow
stimulierende Antikdrper gegen einen (membranstéandigen) GPCR, den Thyreotropinre-
zeptor (TSH-R).
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Es mehrt sich jedoch die Evidenz, dass sich im humanen Serum ein Spektrum von aAb
ohne zwingend pathologischer Relevanz befindet. In der Normalbevolkerung zeigen je
nach Studie und Referenzbereich 5 bis 30% der Menschen erhohte ANA-Titer, wohin
gegen die Anzahl der rheumatologischen Erkrankungen dahinter zurtckbleibt (9). Es ist
somit anzumerken, dass die Bestimmung gewisser Antikorper in Patient:innenseren nur
bei entsprechendem Verdacht zur verwertbaren Spezifitat und Aussagekraft fuhrt. Wie
die Ubersichtsarbeit von Meyer et al. 2018 zeigte, wurden bereits diverse Anti-GPCR-
Antikorper in Autoimmun- und Nicht-Autoimmunerkrankungen nachgewiesen (33). Auch
im Hinblick auf Anti-GPCR-aAb deuten neuste Erkenntnisse darauf hin, dass es naturli-
che, individuelle aAb Signaturen gibt, welche neben Pradispositionen fur bestimmte Er-

krankungen u.a. Ruckschlisse auf die Immunfunktion zulassen (34).

Neben den antinukledaren Antikdrpern wurde jungst das Vorhandensein von Anti-GPCR-
Antikorpern als Faktor der Pathogenese der SSc ins Spiel gebracht. Riemekasten et al.
2011 wiesen in einer Kohorte von SSc Patient:innen mittels Sandwich-ELISA hohe Pra-
valenzen von Antikorpern gegen den Angiotensin Il Type 1 Receptor (AT1R) und den
Endothelin-1 Type A Receptor (ETAR) nach. Das Auftreten von AT1R-aAb und ETAR-
aAb war mit schwereren Manifestationen und einer hoheren Mortalitat bei Individuen mit
SSc assoziiert (35). Das Vorkommen der SSc-assoziierten PAH ist neben einer Reihe
von spezifischen ANA auch mit der Pravalenz von AT1R-aAb und ETAR-aAb assoziiert.
Ein weiterer Hinweis fur die autoimmune Genese der Kollagenosen-assoziierten PAH ist
das klinische Ansprechen auf aggressive immunsuppressive Therapien (14).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

In dem Wissen, dass der S1P-Signalweg eine entscheidende Rolle bei der Entstehung
der PAH und Autoantikorper einen entscheidenden Faktor in der Pathogenese der SSc
darstellen, stellten wir die Hypothese auf, dass die Pravalenz spezifischer Autoantikorper
gegen S1PR1-3 bei SSc-assoziierter PAH hoher als in der Normalbevolkerung ist. Um
eine Messung und Charakterisierung der S1PR-aAb zu ermdglichen, wurden neue in vitro
Fusionsprotein-Assays etabliert. Mittels der neuen Assays wurden im zweiten Schritt Se-
rumproben einer Patientenkohorte mit SSc + PAH (n=158) mit einer gesunden Kontroll-
kohorte (n=333) als auch mit einer Kohorte von Patient:innen mit autoimmunen und kar-
diovaskularen Erkrankungen (n=116) im Hinblick auf S1PR-aAb Pravalenzen verglichen.
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Abbildung 1: Hypothese — Rolle von S1PR-aAb bei PAH / SSc

Vereinfachte Darstellung einer Endothelzelle/PASMC und potenzieller Auswirkungen einer Sti-
mulation des S1P-Signalweges bei Gesunden (hellblau unterlegt) sowie bei Patient:innen mit
PAH/SSc (gelb unterlegt). Hier postuliert: Interaktion von spezifischen aAb mit S1PR und S1P
bei SSc/PAH, welche Uber intrazellulare Second Messenger und subsequente Transkription in-
tranuklearer Zielgene zur vermehrten Proliferation, Vasokonstriktion und zum Gefalwandum-
bau im Bereich der Pulmonalarterien flhren kénnte. Bildlicher Vergleich des physiologischen
GefaRdurchschnittes linksseitig, rechts prakapillare Gefalverengung mit Hypertrophie von Me-

dia und Adventitia bei PAH durch mégliche S1PR-Uberstimulation. (eigene Abbildung, bislang
unpubliziert)



Material und Methodik 12

2 Materialien und Methodik

2.1 Humanseren von Patient:innen mit SSc * PAH, kardiovaskularen und auto-
immunen Erkrankungen sowie gesunden Kontrollen

Diese explorative Studie wurde gemal} der Deklaration von Helsinki nach informierter
Zustimmung der Patient:innen und den gesunden Kontrollproband:innen durchgefuhrt.
Der Studie wurde durch ein Ethikvotum der Charité, Universitatsmedizin Berlin
(30.10.2017, EA1/178/17) sowie der Universitat Koln (#04-037) stattgegeben. Fir die
Studie wurden venose Blutproben von Patient:innen mit SSc im Zeitraum von 2004 bis
2019 in der Rheumatologie am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein sowie der Klinik
fur Rheumatologie der Charité Berlin entnommen und bei -80°C bis zur spateren Analytik
aufbewahrt. Einschlusskriterien fur die Querschnittskohorte waren die Diagnosekriterien
gemal der ACR/EULAR Leitlinie von 2015 fur SSc (17). Es wurden insgesamt 158 Pati-
ent:innen eingeschlossen. Bei den SSc Patient:innen mit klinischem Verdacht auf PAH
wurde zur Diagnosesicherung eine Rechtsherzkatheteruntersuchung durchgefihrt. Ge-
malf’ des World Symposium on Pulmonary Artery Hypertension wurde bei mittlerem pul-
monal-arteriellen Druck (mPAP) = 20 mmHg in Ruhe, pulmonal-vaskularer Resistenz =3
Wood Units sowie einem postkapillaren Wedge-Druck < 15mmHg die Diagnose einer
PAH gestellt (36). Etwa ein Drittel (n=58) litt zum Einschlusszeitpunkt an der Komplikation
einer PAH. Eine kommerziell-erworbene Kohorte (in.vent Diagnostica GmbH, Hennings-
dorf) von 303 Proband:innen, welche angaben, gesund zu sein sowie weitere 30 Serum-
proben gesunder Spenderiinnen aus der Rheumatologie des Universitatsklinikums
Schleswig-Holstein dienten als Vergleichsgruppe. Jede Serumprobe ist genau einer Per-
son zuzuordnen — es wurden im Verlauf keine weiteren Serumproben mehr eingeschlos-
sen. Eine weitere Kohorte (,Graz Cohort“) wurde ebenfalls fur Analysen herangezogen
(EK-Nr. 23-408 ex10/11). Hierbei handelte es sich um Serumproben von Patient:innen
mit idiopathischer PAH (IPAH, n=32), PAH bei Kollagenose (CTD-PAH, n=16), Kollage-
noseerkrankungen ohne PH (CTD w/o PH, n=43) und Patient:innen mit Rechtsherz-
schwache ohne PH (RHC w/o PH, n=25) nebst gesunden Kontrollen (HC, n=18). Die
laborchemischen Analysen erfolgten verblindet fur jegliche klinische Charakterisierung.
In Tabelle 1 sind die anthropometrischen Charakteristika der Kohorten dargestellit.
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Tabelle 1: Charakterisierung der Studienkohorten

Rheumatologie, Universitats- In.vent Diaa-

klinikLiibeck und Charité Ber- nt;stica 9 Graz Cohort

lin

Systemische Gesunde Gesunde ﬁ::(;mg‘;kuu':grg ggz?r?;ljleen
Diagnose Sklerose Kontrollen | Kontrollen Erkrank =18

n=158 n=30 n=303 raranxing "=

n=116

Geschlecht
Weiblich, n (%) 116 (73,9 %) 19 (63,3 %) | 171 (56,4 %) 87 (77,7 %) 9 (50 %)
Ménnlich, n (%) 41 (26,1 %) 11 (36,7 %) | 132 (43,6 %) 25 (23,3 %) 9 (50 %)
ﬁ';ﬁ:é]'v'ed'a” (Spanne) | g3 (26_g4) 52 (22-59) |32 (19-63) 64 (84-19) 45 (28-63)
ﬁ(g'/'r;]ﬁ?ed'a” (Spanne) | o4 (16-48) - - 25,7 (15-45,9) -
Krankheitsdauer,
Median (Spanne) [Mo- 84 (0-588) - - i i
nate]

2.2 Chemikalien

(modifiziert nach Gluschke et al, 2022)

Tabelle 2: Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Penicillin/Streptomycin
Geneticin (G418)
KH2PO4

KOH

Luciferin

MgS0O4 x 7 H20
Milchpulver

Na-Azid

NaCl

NaOH

PBS

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Merck

Roth

Synchem

Merck

Roth

Merck

Roth

Thermo Fisher Scientific

Gibco
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POROS (Toyopearl AF-rProtein A650F

45um)
TRIS-HCI

Triton X 100

POROS (Toyopearl AF-rProtein A650F

45um)

ASKA

Roth

Roth

ASKA

Tabelle 3: Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller
50 mM Tris-HCI pH 7,4, 100 mM NacCl, 10 %
Waschpuffer IEE-Charité*
Glyerol, 0,5 % Triton-X-100 in dH20
1,5 mM Luciferin Lésung, 1,5 mM ATP, 7,5
Luciferase-Substrat IEE-Charité*
mM DTT in Luciferase-Puffer pH 7,8
. 5 % Milchpulver, 5 % Glukose, 0,5 % Triton- )
Reaktionspuffer IEE-Charité*
X100, 0,005 % NaN3 in Waschpuffer
50 % Glycerol, 100 mM NaCl, 50 mM TrisHCI, _
Serumpuffer IEE-Charité*
0,01 % NaN3 in dH20
50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 10% )
Rezeptorpuffer IEE-Charité*
Glycerol, 0.01 % NaN3 in dH20
BSA Bovine Serum Albumin Roth
Thermo Fisher
DMEM/F12 siehe Herstellerangaben

Scientific

*erstellt nach internen SOP-Vorgaben. (eigene Abbildung, bislang unpubliziert)

2.3 Gerate

Tabelle 4: Gerate

Bezeichnung Hersteller Modell

Zentrifuge fur 96-Well-Platten Eppendorf 5810R

Zentrifuge fur Falcons Heraeus Megafuge 1.0R
Dispenser, 5 ml fir . Rotilabo® II-Dispenser

Schottflasche

#HACT7 1
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Multi tube Luminometer Berthold Automat Plus LB953
Plattenschuttler Heidolph Titramax 1000
Schdttler Serono diagnostics Vibrax
Vacuumpumpe Neuberger KNF laboport

(eigene Abbildung, bislang unpubliziert)

2.4 Design von S1PR-Luciferase-Fusionsproteine

Die offenen Leseraster der DNS-Sequenzen fur S1PR1-3 wurden C-terminal mit einer
Firefly-Luciferase (Luc) fusioniert (S1PR-Luc), wobei die DNS-Leseraster fur die S1PR
durch einen kommerziellen Hersteller synthetisiert wurden (Eurofins Genomics, Ebers-
berg, Deutschland). Die Stopcodone wurden jeweils am Ubergang zu der Luciferase-Se-
quenz durch ein Sensecodon ausgetauscht. Jede Rezeptor-Sequenz enthielt entspre-
chende Restriktionsschnittstellen, um mittels Restriktionsverdau und Ligation in die eu-
karyotischen Plasmide pSP-Luc+NF (Promega GmbH, Walldorf, Deutschland) einge-
bracht zu werden. Die Expressionskassetten wurden zu Verifikationszwecken vor der
Nutzung extern sequenziert (Promega GmbH, Walldorf, Deutschland). Die resultierenden
Rezeptor-Luciferase-Fusionsproteine dienten nachfolgend als potenzielle Epitope fur Au-
toantikorper der Humanseren. Der physiologisch extrazellular lokalisierte N-Terminus der
Rezeptoren wurde nicht weiter modifiziert und stellte somit ebenfalls eine potenzielle Bin-

dungsstelle fur Antikorper dar.

2.5 Expression von S1PR-Luc in HEK-Zellen

Human Embryonic Kidney Cells (HEK 293) wurden mit den Expressionsvektoren flr
S1PR-Luc transfiziert und in DMEM/F12 mit 10 % (v/v) Fetal Bovine Serum (FBS) und 1
% (v/v) Penicillin/Streptomycin kultiviert. Zwei Tage nach der Transfektion wurden mittels
G418 transfizierte Klone selektiert. Einzelne stabile Zellklone wurden nach Wachstums-
kriterien und Luciferase-Aktivitat ausgewahlt und unter Zugabe von Medium versetzt mit
0,2 mg/mL G418 (Selektion der transfizierten Zellen mit G418-Resistenz) zum Zwecke

der Proteinproduktion weiter expandiert.

2.6 Gewinnung von Zellextrakten
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Die transfizierten HEK 293 Zellen wurden in 165 cm? Zellkulturplatten expandiert und bei
einer Konfluenz = 80 % geerntet. Die Zellen wurden mittels eines Zellschabers vorsichtig
von der Zellkulturplatte abgelost und samt Medium in ein 50 mL Reaktionsgefal® uber-
fuhrt. Die Zellsuspension wurde fur 10 min bei 1000 g und 4 ° zentrifugiert und die Zell-
pellets wurden zweimal mit gekuhltem PBS gewaschen. Das PBS wurde abgesaugt und
das Zellpellet wurde in Rezeptorpuffer resuspendiert. Es erfolgte die Zugabe von Triton-
X100, sodass eine finale Konzentration von 1% (v/v) erreicht wurde. Nach vorsichtigem
Durchmischen und einer erneuten Zentrifugation (15 min, 4000 g, 4 °C) wurde bei dem
Uberstand die Luciferase-Aktivitat bestimmt. Dazu wurden 5 uL Zellextrakt zu 100 pL Lu-
ciferase-Substrat hinzugegeben und es erfolgte die direkte Messung der Luciferase-Ak-
tivitat fir 5 s im Luminometer. Die Zellextrakte wurden einheitliche auf eine Signalstarke
von 1x108 relative light Units (RLU) verdiinnt und die Aliquots wurden bis zur Nutzung bei
-80 °C gelagert.

2.7 Immunoprazipitation von S1PR-aAb-Komplexen in Humanseren

Fiar den quantitativen Nachweis von Antikorpern, welche sich spezifisch gegen S1PR1-
3 richteten, wurde jeweils Zellextrakt samt der enthaltenen rekombinanten Fusionsprote-
ine (S1PR1-3-Luc) in Reaktionspuffer so verdunnt, dass bei Testung auf Luciferase-Ak-
tivitat eine Signalstarke von 2—4*10*5 RLU erreicht wurde. Fur die S1PR-Antikorperbe-
stimmung wurden jeweils 40 pL verdunnten Zellextrakts bei 4°C fur 24 Stunden mit 10 pL
verdunnter humaner Serumprobe 1:1 (v/v) in Serumpuffer inkubiert. AnschlieRend er-
folgte die Zugabe von 40 pL von Protein-A-Sepharose verdunnt 1:5 (v/v) in Reaktions-
puffer. Die Proben wurden fur 1 h auf einem Schuttler gemischt, um adaquate Bindungen
der Protein-A-Sepharose an die Antikdrper zu gewahrleisten. Fur die Immunoprazipita-
tion wurden die Proben anschlie3end zentrifugiert (2 min, 1000 g, 4°C) und mit 200 L
Waschpuffer finf Mal gewaschen, um die nicht Uber Antikorper an Protein-A gebundenen
S1PR-Luc-Fusionsproteine zu entfernen. Nach dem letzten Waschvorgang wurden die
prazipitierten Pellets in Reaktionspuffer resuspendiert. Die Messung der Luciferase-Akti-
vitat erfolgte direkt nach Injektion von 200 pL Luciferase-Substrat. Signalstarke jeder ein-
zelnen Probe wurde in RLU ausgegeben und genutzt, um spezifische Binding Indices (Bl)
fur jeden Messdurchgang als Faktor der Signalstarke Uber dem Hintergrundsignal jeder
Messreihe zu bestimmen. Wir verweisen bei dieser Methodik zur Bestimmung und Aus-
wertung der Signale in derartigen AntikOrperassays auf vorangegangenen Publikationen
unserer Laborgruppe (37-40).
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Abbildung 2: Immunoprazipitation von S1PR-aAb.

Humanseren wurden Uiber 24 h bei Raumtemperatur mit S1PR-Luc-enthaltendem Zellextrakt in-
kubiert. AnschlieRend wurde jeder Probe Protein-A Sepharose hinzugegeben. Inkubation Uber
1 h auf dem Schuttler. Nach 5 Waschdurchlaufen mit jeweiliger Abzentrifugation der Protein-A-
Antikorper-Komplexe erfolgte unmittelbar nach Zugabe von Luciferase-Substrat die Lumines-

zenzmessung via Luminometer. (eigene Abbildung, bislang unpubliziert)

2.8 Kommerzielle S1PR1-3 Antikorper zur internen Assay-Validierung

Zur internen Validierung unserer Assays wurden kommerziell verfugbare Antikorper ge-
gen die S1PR1-3 erworben (Tabelle 5). Fur den S1PR1 wurde ein monoklonaler
Mausantikorper der Immunglobulin (Ig) Klasse G2B verwendet. Als Positivkontrolle far
den S1PR2 diente ein monoklonaler Mausantikorper der IgG1-Klasse. Polyklonale un-
konjugierte Anti-S1PR3-Antikorper aus Mausen ermaoglichten im S1PR3-Assay den Kon-

zeptnachweis.

Tabelle 5: Kommerzielle S1PR1-3 Ab

Bezeichnung Beschreibung Hersteller

Human S1P1 Antibody Monoclonal Mouse IgG2B Clone#218713 R&D Systems
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Human S1P2 Antibody Monoclonal Mouse IgG1 Clone#638510 R&D Systems

Human S1PR3 Polyclonal Mouse Max Pab

(eigene Abbildung, bislang unpubliziert)

2.9 Statistische Auswertung

Unter der Annahme, dass weniger als 50 % aller Proben positiv fur S1PR-aAb getestet
wurden, bestimmten wir das durchschnittliche Signal [RLU] der unteren 50 % aller Proben
jeder Messreihe. Diesen Durchschnittswert definierten wir als Binding Index (Bl) = 1,0.
Um fiur vergleichbare Bedingungen zwischen den Platten und Messungen der Immuno-
prazipitation zu sorgen, dividierten wir alle Signale einer Messreihe durch den errechne-
ten Bl, um spezifische Bl zu erhalten, die sich als Faktor Uber dem Hintergrundsignal
darstellten. Zur Festlegung eines Grenzwertes fur S1PR-aAb-positive Proben verwende-
ten wir ein statistisches Ausreil3er-Kriterium. Hierfur addierten wir auf das Signal der 75.
Perzentile jeweils die 1,5fache Interquartile Range (P75 + 1,5 x IQR). Alle statistischen
Analysen wurden mit GraphPad Prism v8.4.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA)
durchgefuhrt. Mittels D’Agostino-Pearson Test, Shapiro-Wilk Test, und Komolgorov-Smir-
nov Test wurden die Gruppen im Hinblick auf S1PR-aAb-Positivitat sowie die klinischen
Parameter auf Normalverteilung untersucht, wobei alle Subgruppen eine nichtparametri-
sche Verteilung aufwiesen.

Das Signifikanzniveau setzten wir in unseren Analysen auf p < 0,05; wobei unserer Aus-
wertungen explorativer Natur waren und wir das Signifikanzniveau nicht fur multiples Tes-
ten anpassten. Gruppenvergleiche kontinuierlicher klinischer Variablen wurden mit zwei-
seitigen Mann-Whitney Tests auf signifikante Unterschiede untersucht. Binare Variablen
wurden je nach Hypothese (erwartete Differenz, explorative Analyse) mit ein- oder zwei-
seitigem Chi-Quadrat Test auf relevante Differenzen zwischen den Gruppen analysiert.
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3 Ergebnisse

Die im Folgenden dargelegten Ergebnisse dieser medizinischen Doktorarbeit wurden be-
reits zum Grol3teil in der Publikation von Gluschke et al. beschrieben (41).

3.1 Quantitative Assays zu Detektion von S1PR-aAb
Stabil-transfizierte HEK293-Zell-Klone wurde fur die Expression von S1PR1-, S1PR2-

und S1PR3-Luc genutzt. Diese rekombinanten Proteine wurden in unseren Assays zur
Ausfallung spezifischer aAb mittels des Immunglobulin-bindenden Protein-A in Human-
seren verwendet. Diese aAb wurden anschlie3end indirekt Uber das Signal des Reporte-
renzyms Luciferase quantifiziert. Um die Spezifitat der Nachweismethode zu Uberprifen,
wurden kommerzielle Ab gegen S1PR1-3 in dem Assay getestet und dienten als Positiv-
kontrollen. Repetitive Messungen der Positivkontrollen ergaben durchweg stabile Signale
mit intra-Assay Varianzkoeffizienten von 14,3 % fur den S1PR1-, 6,6 % fur den S1PR2-
und 5,3 % fur den S1PR3-Assay. Schrittweise Verdunnungskurven konnten die Abhan-
gigkeit der Signalstarke von der Antikorperkonzentration zeigen (Abbildung 2).
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Abbildung 3: Verdiinnung von kommerziellen S1PR-Antikorpern.

Dargestellt sind die Verdinnungsreihen von kommerziell erworbener S1PR-Antikorpern in den
jeweiligen Immunoprazipitations-Assay. Hierfur wurden je 40 pL der jeweiligen S1PR-Luc-
Suspension mit dem Antikorper als auch Humanseren als Kontrollen Uber 24 h inkubiert, um
anschlielend die Luciferase-Aktivitdt zu messen. In Abb. 3A zeigt sich ein annahrend linearer
Signalabfall bei Verdinnung des monoklonalen Anti-S1PR1-Ab, wohingegen der monoklonale
Anti-S1PR2-Ab (Abb. 3B) als auch der polyklonale Anti-S1PR3-Ab (Abb. 3C) einen
exponentiellen Signalabfall bei Verdiinnung zeigte. Die Signale der Kontrollen waren stets um ein

Vielfaches unterhalb denen der S1P-Antikérper. Die Analyse der kommerziellen Antikdrper in den
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jeweils anderen rezeptorspezifischen Assays zeigte eine rezeptorspezifische Bindung der
Antikorper. (aus Gluschke et al., 2022)

3.2 Signalstabilitat nach multiplen Einfrier- und Auftauzyklen der Humanseren

Um ein Signalabfall aufgrund von wiederholtem Einfrieren und Auftauen der Serumpro-
ben auszuschliel3en, analysierten wir je Assay zwei bis drei als S1PR-aAb-positiv getes-
tete Serumproben nach je ein bis vier Einfrier- und Auftauzyklen in den entsprechenden
Assays. Das Einfrieren erfolgte auf Trockeneis und anschliel3ender Lagerung bei einer
Temperatur von -80 °C. Der Tauprozess fand bei Raumtemperatur (21 °C) bis zur voll-
standigen Verflussigung statt. Die Lumineszenz-Signale in den Immunoprazipitationsas-
says blieben nach den Einfrier- und Auftauzyklen relativ konstant; die Signalwerte diffe-
rierten bis auf einen Messwert im S1PR2-Assay nicht mehr als + 20 % des Ausgangs-
wertes, welcher hierbei das Signal nach dem ersten Auftauen darstellte. Somit bestatig-
ten diese multiplen Frier- und Tauzyklen die Stabilitat der aAb in den humanen Serum-

proben und unterstreichen die Eignung der neuen Assays.
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Abbildung 4: Signalstabilitat der Serumproben nach multiplen Einfrier-Auftau-Zyklen.

Serumproben wurde nach 1-4 Einfrier-Auftau-Zyklen in den jeweiligen Immunprazipitations-As-
says gemessen. In den Abbildungen ist auf der y-Achse die Signalstarke im Verhaltnis zum Aus-
gangswert (=1 Frier-Tau-Zyklus) aufgetragen. Die Abweichungen im S1PR1-Assay (Abb. 4A)
betrugen + 20 %, wahrend im S1PR2-Assay (Abb. 4B) aus Ermangelung an Probevolumen nur
2 als S1PR2-aAb-positiv getestete Humanseren analysiert werden konnten und ein Wert um 40
% vom Ausgangswert abwich. Im S1PR3-Assay (Abb. 4C) betrugen die Abweichung wiederum

ebenfalls weniger als + 20 %. (aus Gluschke et al., 2022)

3.3 Pravalenzen von S1PR-aAb bei SSc Patienten und gesunden Kontrollen
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Eine Querschnittskohorte von SSc Patient:innen (n = 158) sowie ein gesundes Kontroll-
kollektiv (n = 333) wurden konsekutiv mit unseren neu-etablierten, Rezeptor-spezifischen
Assays auf S1PR-aAb untersucht. Die Signale [RLU] wurden anschlie3end so umgerech-
net, dass sie den Faktor des Hintergrundsignals darstellten (Bl = 1,0). Die Schwellen-
werte, ab denen wir eine Serumprobe als aAb-positiv definierten, ergaben sich aus der
Anwendung von statistischen Ausreil3er-Kriterien (P75 + 1,5 * IQR) und sind in Abb. 5
als gestrichelte Linie abgebildet. Bei Anwendung dieser Schwellenwerte zeigte sich fur
S1PR-aAb eine Positivrate von 17,1 % im SSc-Kollektiv versus 2,7 % in der Kontroll-
gruppe (Abb. 5A). Vergleichbare Pravalenzen zeigten sich bei der Analyse auf S1PR2-
aAb. Hier waren 19 % der SSc Patient:innenproben positiv und 3,6 % der gesunden Kon-
trollen (Abb. 5B). Fur S1PR3-aAb zeigte sich in der SSc Gruppe eine Pravalenz von 21,5
% aller analysierten Proben, wobei 8,3 % der Kontrollseren den mathematischen Schwel-
lenwert Uberschritten (Abb. 5C). Alle Gruppenunterschiede waren statistisch signifikant
(p-Werte < 0,0001). In Abb. 5D findet sich eine Gegenuberstellung der Pravalenzen in-
klusive der p-Werte.
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Abbildung 5: Vergleich von S1PR-aAb Pravalenzen bei SSc und gesunden Kontrollen
(HC).
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Serumproben von gesunden Probanden und SSc Patient:innen wurden in Immunoprazipitati-
ons-S1PR-aAb-Assays auf rezeptorspezifische Antikérper untersucht und verglichen. Die spezi-
fischen Schwellenwerte (P75+1,5*IQR) der Assays sind durch eine gestrichelte Linie darge-
stellt. Die schwarze Linie markiert den Median. Gesunde Kontrollen sind als griine, SSc Signale
als magentafarbene Punkte aufgetragen. Ein Graph mit allen Messwerten ist fir jedes Assay
links in schwarz als Boxplot (P25-P75, Whiskers P75/P25 £ 1,5 * IQR) abgebildet. Die Pra-
valenzen fur Antikérper gegen S1PR1 (Abb. 5A), S1PR2 (Abb. 5B) und S1PR3 (Abb. 5C) wa-
ren in der SSc Kohorte im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhdht, wie es in Abb. 5D ta-
bellarisch illustriert ist. Ein statistischer Vergleich wurde mittels zweiseitigem Chi-Quadrat-Test
angestellt, p-Werte < 0,0001. (aus Gluschke et al., 2022)

3.4 Pravalenz von S1PR-aAb bei SSc + PAH

In der Annahme, dass aAb gegen S1PR1-3 eine Rolle in der Pathogenese der PAH
spielen, unterteilten wir die Gruppe der SSc Patient:innen in eine Subgruppe mit der Ma-
nifestation einer PAH (SSc-PAH, n = 58) und eine ohne (SSc w/o PAH, n = 100). Fur
S1PR1-aAb zeigten sich vergleichbare Pravalenzen in SSc-PAH (18 %) und SSc w/o
PAH (15,5 %) (Abb. 6A). Im Gegensatz dazu zeigten sich signifikante Unterschiede (p-
Wert = 0,0467) bei den Pravalenzen von S1PR2-aAb. Hier waren 25,9 % der SSc-PAH
Subjekte positiv. Nur 15.5 % der SSc w/o PAH uberschritten den Schwellenwert fur
S1PR2-aAb (Abb. 6B). Auch bei den S1PR3-aAb zeigte sich ein deutlicher Unterschied
— hier waren 27,6 % der SSc-PAH Proben positiv versus 18 % bei SSc w/o PAH. Die
Gruppendifferenz erreichte hier keine statische Signifikanz (p-Wert = 0,1133, Abb. 6C).
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Abbildung 6: S1PR-aAb Pravalenzen bei SSc * PAH.

In dieser Darstellung wurde die SSc-Kohorte nach der Komplikation PAH (SSc-PAH, SSc
w/o PAH) unterteilt. SSc w/o PAH dargestellt als blaue, SSc-PAH als rote Punktwolke. In
Abb. 6A sind die Pravalenzen fur S1PR1-aAb dargestellt, welche sich nicht signifikant
unterscheiden. Eine deutliche Differenz zeigt sich im S1PR2-aAb-Assay (Abb. 6B), hier
waren 25,9 % der SSc-PAH Proben positiv versus 15 % der SSc w/o PAH (p-Wert
0,0467). 27,6 % der Proben mit SSc-PAH zeigten sich fur STPR3-aAb positiv (Abb. 6C),
auch wenn die Differenz zu SSc w/o PAH (18 %) nicht statistisch signifikant war (p-Wert
0,1133). Gruppenvergleiche wurden mittels 2-seitigem Chi-Quadrat Test berechnet. (aus
Gluschke et al., 2022)

3.5 Pravalenz von S1PR-aAb bei autoimmunen und kardiovaskularen Erkrankun-
gen
In einer weiteren Analyse wurde die Graz Cohort aus Patient:innenseren unterschiedli-
cher Krankheitsentitaten im Zusammenhang mit und als Abgrenzung zu PH auf die Pra-
valenz von S1PR-aAb untersucht. Die Analyse erfolgte verblindet gegen gesunde Kon-
trollen. In Abb. 7 sind die Pravalenzen nach Erkrankungsgruppen aufgeschlusselt. In
Abb. 7A ist an den Punktwolken zu erkennen, dass zwei Proben der Kollagenose Pati-
ent:innen mit PAH (CTD-PAH) auf S1PR1-aAb positiv gescreent wurden (2/16, 12,5 %).
Eine weitere Probe lief3 sich den Kollagenosen ohne PH zuordnen (1/43, 2,3 %) und eine
den Patient:innen mit Rechtsherzschwache ohne PH (RHC w/o PH, 1/25, 4 %). Bei den
gesunden zeigten sich keine S1PR1-aAb-positiven Seren. Wie in Abb. 7B visualisiert,
zeigten sich fur S1PR2-aAb vergleichbare Pravalenzen bei IPAH (5/32, 15,6 %), CTD-
PAH mit 2/16 (12,5 %), CTD w/o PH (5/43, 11,6 %) und RHC w/o PH (3/25, 12 %). Le-
diglich eine Probe der gesunden Kontrollen wurde positiv auf S1PR2-aAb gescreent
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(1/18, 5,6 %). Niedrigere Pravalenzen zeigten sich im S1PR3-aAb-Assay (Abb. 7C). In
diesem wurden 3 der 32 IDAH Proben positiv getestet (9,4 %). Ahnliche Pravalenzen
zeigten sich bei den anderen Krankheitsentitaten (CTD w/o PH 4/43, 9,3 %; RHC w/o PH
2/25, 8 %; CTD-PAH 1/16, 6,3 %). Bei den gesunden Kontrollen zeigten sich keine posi-
tiven Proben. Aufgrund der kleinen GruppengrofRen verzichteten wir auf statistische

Gruppenvergleiche.
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Abbildung 7: S1PR-aAb bei autoimmunen und kardiovaskuldaren Erkrankungen

In dieser Darstellung sind die Messwerte der Grazer Cohort aus den S1PR-Assays nach den
Erkrankungsgruppen unterteilt. Die spezifischen Schwellenwerte (P75+1,5*IQR) der Assays sind
durch eine gestrichelte Linie dargestellt. Auf der y-Achse sind die Bl in den spezifischen Assays
aufgetragen. Die schwarzen Linien markieren je Punktwolke den Median. Jeder Punkt entspricht
dem Messwert einer Serumprobe. Von links nach rechts: Gesunde Kontrollen (HC) in grau, idio-
pathische PAH (IPAH) in rot, Kollagenosen-assoziierte PAH (CTD-PAH) in griin, Kollagenosen
ohne PH (CTD w/o PH) in lila und Rechtsherzinsuffizienz ohne PH (RHC w/o PH) in rosa. Fur
S1PR1-aAb zeigte sich eine Haufung bei CTD-PAH (Abb. 7A), wohingegen im Hinblick auf
S1PR2-aAb hoéhere Pravalenzen bei IPAH (16,6 %) und CTD-PAH (12,5 %) auffielen (Abb. 7B).
Im S1PR3-aAb-Assay zeigten sich bei IPAH (9,4 %) und CTD w/o PAH (9,3 %) die meisten
positiven Proben (Abb. 7C). (eigene Abbildung, bislang unpubliziert)
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3.6 Kreuzreaktivitat der aAb mit anderen S1PR

Proben, welche in einem der Assays als S1PR-aAb-positiv getestet wurden, zeigten teil-
weise auch in den anderen Assays hohe Signale. Acht Proben Uberschritten in allen drei
Assays (S1PR1-3-aAb) den Grenzwert fur Positivitat. Hiervon waren drei Proben von
SSc-PAH Patient:innen, zwei SSc w/o PAH, eine aus der Kontrollkohorte, eine mit CTD-
PAH und eine mit RHC w/o PH. Daruber hinaus waren weitere zwei Proben von SSc
Patient:innen positiv fur S1PR1-aAb und S1PR2-aAb und eine aus der Gruppe CTD-
PAH. Vier weiter Proben waren zugleich S1PR1- und S1PR3-aAb-positiv. Insgesamt 21
andere Proben zeigten simultan S1PR2-aAb und S1PR3-aAb. Die kommerziellen mono-
(Anti-ST1PR1 und Anti-S1PR2) und polyklonalen (Anti-S1PR3) Antikorper zeigten lediglich
in den korrespondierenden Assays hohe Signalintensitaten.

3.7 S1PR-aAb im Hinblick auf klinische Charakteristika

Die Kohorte der SSc Patient:innen wurde auf klinische Unterschiede in Relation zum
S1PR-aAb-Status untersucht. In der Ubersichtstabelle (Tabelle 6) sind die klinischen
Charakteristika (Zeilen) je nach S1PR-aAb-Status (Spalten) dargestellt. Hinsichtlich der
kutanen Manifestationsformen der SSc zeigt sich eine deutliche Haufung der limitierten
Form (85,2 %) bei Patient:innen, welche S1PR1-aAb-positiv gescreent wurden. In der
gesamten SSc Kohorte lag der Anteil der limitierten Form hingegen bei 58 %. In den
S1PR2- und S1PR3-aAb-positiven Gruppen zeigte sich keine ausgepragte Tendenz zu
einer kutanen Manifestationsform. Neben der erhdhten Pravalenz von S1PR2- und
S1PR3-aAb bei SSc-PAH zeigte sich auch die Lungenfibrose im Verhaltnis zu den aAb-
negativen Patient:innen gehauft (S1PR2-aAb-positiv: 60,7 % versus 45,3 %; S1PR3-aAb-
positiv 71,9 % vs. 41,9 %). Bei Betrachtung SSc typischer ANA sahen wir bis auf eine
Haufung von Anti-Centromer-Ab (CENP-B-Ab) bei Nachweis von S1PR1-aAb keine sta-
tistischen oder augenscheinlichen Zusammenhange.
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Tabelle 6: Charakterisierung der SSc-Kohorte im Hinblick auf S1PR-aAb

S1PR1-aAb S1PR2-aAb S1PR3-aAb
$Sc n=158 positiv¥ n=27 | negativn=131 | positiv¥ n=30 negativ n=128 positiv¥ n=34 negativ n=124
B (17,1 %) (82,9 %) (19 %) (81 %) (21,5%) (78,5 %)
Hautmanifestationen
Limitiert, n (%) 91 (58 %) 23 (85,2 %) 77 (59,2 %) 14 (48,3 %) 77 (60,2 %) 13 (39,4 %) 78 (62,9 %)
Diffus, n (%) 59 (38 %) 4 (14,8 %) 45 (34,6 %) 14 (48,3 %) 45 (35,2 %) 19 (57,6 %) 40 (32,3 %)
Sine scleroderma,
) 7 (4 %) 0(0 %) 6 (4,6 %) 1(3,4 %) 6 (4,7 %) 1(3,0 %) 6 (4,8 %)
n (7%
mRSS,
) 6 (0-39) 4 (0-24) 6 (0-39) 5 (0-27) 6 (0-39) 5 (0-27) 6 (0-39
Median (Spanne)

Pulmonale &
kardiale Beteiligung

NTproBNP [ng/L],

. 206 (5-19066)
Median (Spanne)

296 (46-4884)

196 (5-19066)

135 (5-19066)

235 (29-14414)

135 (5-4884)

242 (29-19066)

PAH, n (%) 58 (37 %) 9(33,3%) 49 (37,4 %) 15 (50 %) 43 (33,6 %) 16 (47,1 %) 42 (33,9 %)
Lungenfibrose, n (%) 75 (48 %) 11 (40,7 %) 64 (49,6 %) 17 (60,7 %) 58 (45,3 %) 23 (71,9 %) 52 (41,9 %)
Autoantikérper**
Anti-topoisomerase-1
(5cI70) Ab, n (%) 50 (33 %) 4 (15,4 %) 46 (36,2 %) 11 (39,3 %) 39 (31,2 %) 16 (48,5 %) 34 (28,3 %)
, o
Anti-RNA-Pol-Ill Ab
(ARA), n (%) 13 (8 %) 2 (7,4 %) 11 (8,7 %) 2 (7,4 %) 11 (8,7 %) 4(12,5%) 9 (7,4 %)
), 0
anti-centromere-
CENP-B Ab, n (%) 63 (41,4 %) 21 (75 %) 42 (33,6 %) 11 (40,7 %) 52 (41,6 %) 9 (29,0 %) 54 (44,6 %)
N L n (%
Anti-citrullinated-
tide Ab, n (%)*** 30 (54,5 %) 6 (66,7 %) 24 (52,2 %) 10 (71,4 %) 20 (48,8 %) 8 (53,3 %) 22 (55 %)
pep , n (%

Fehlende Werte wurden von der Kalkulation exkludiert; mRSS: modified Rodnan-Skin-Score, * P75+1.5xIQR, ** Alle Proben waren ANA positiv, ***
positiv: 27 U/ml

(aus Gluschke et al., 2022)
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4 Diskussion

Mit dieser Arbeit beschreiben wir erstmalig den Aufbau und die Durchfuhrung von in vitro
Assays zur Quantifizierung von aAb in humanen Serumproben, welche die S1PR1-3 als
Zielstrukturen haben. Die Assays dienen in erster Linie der Pravalenzbestimmung jener
Autoantikorper in epidemiologischen Studien. Die Qualitat zeigte sich durch die zuverlas-
sige und spezifische Erkennung von kommerziell-erhaltlichen Antikorpern in den jeweili-
gen S1PR-aAb-Assays. Die Abhangigkeit der Signalintensitat von der Antikorperkonzent-
ration konnte eindrucklich durch Verdunnungsreihen gezeigt werden. Mittels Einfrier- und
Auftauzyklen, denen die Serumproben unterworfen wurden, demonstrierten wir in unse-
ren Assays die Signalstabilitat und damit die Eignung gefrorener Humanproben fur die
quantitative Analyse dieser neuen Assays.

Die neuen Screening-Assays zum Nachweis von S1PR-aAb aus kleinen Aliquots von
Humanseren stellen somit eine schnelle, kostengunstige und tierfreie Methode mit Po-
tenzial zu hohem Durchsatz dar und eignen sich zum Screening grof3er Kohorten. Wir
demonstrierten in dieser Arbeit die Reproduzierbarkeit, Signalstabilitat und Spezifitat der
Messwerte der neuen Methodik. Unsere Assays zeigten Rezeptor-spezifische Signale
durch kommerzielle Antikdrper gegen S1PR1-3, welche auch in folgenden Studien als
Positivkontrollen dienen konnen. Zu den Starken unserer Studie zahlt das Assay-Design
fur den Nachweis von S1P-aAb, da wir die Rezeptoren in voller Lange fur die Antikorper-
bindung nutzten. Die Expression jener Rezeptoren in humanen HEK293-Zellen ermog-
lichte selbst posttranslationale Modifikationen, sodass wir von korrekt gefalteten, alle phy-
siologischen Epitope-abdeckenden S1PR als Autoantigenproteine ausgehen (42, 43).

Mithilfe dieser Assays konnten wir experimentell zeigen, dass sich in einer SSc Kohorte
(n = 158) im Vergleich zur Kontrollkohorte (n = 333) signifikant hohere Pravalenzen von
Autoantikdrpern gegen die Rezeptoren S1PR1-3 nachweisen lieRen. Weiterhin konnten
wir zeigen, dass es auch bei anderen PH-Formen und Kollagenosen erhohte Pravalen-
zen von S1PR-aAb in Patient:innenseren gibt. Auch in der Subgruppe von Patient:innen
mit Rechtsherzinsuffizienz (n = 25) wurde ein kleiner Teil positiv fur aAb gegen S1PR2-
3 gescreent. Aus den Untersuchungen Iasst sich ableiten, dass Patient:innen mit kardi-
ovaskularen- und autoimmunen Erkrankungen eine Haufung von S1PR-aAb im Serum

aufweisen. Bei systemischen Autoimmunerkrankungen wie Kollagenosen, welche durch
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eine andauernde, Uberschie3ende und systemische Aktivierung des Immunsystems ge-
kennzeichnet sind, ist die erhohte Pravalenz von Autoantikorpern naheliegend (44). In
anderen Studien konnten bei kardiovaskularen Erkrankungen bereits aAb gerichtet ge-
gen GPCR nachgewiesen werden (45). Eine Alteration des S1P-Siganlweges durch Anti-
GPCR-Autoantikorper bei kardiovaskularen Erkrankungen ist somit denkbar.

Die Hypothese dieser Studie wurde verifiziert, da besonders bei SSc-PAH erhdhte Pra-
valenzen von S1PR-aAb nachgewiesen werden konnten. Darlber hinaus wurden uber-
durchschnittlich haufig S1PR2-aAb und S1PR3-aAb bei SSc-PAH nachgewiesen, so ist
das Auftreten im Verhaltnis zu SSc w/o PAH statistisch nicht signifikant, im Vergleich mit
gesunden Kontrollen jedoch schon. Das Vorhandensein von S1PR2- und S1PR3-aAb
korrelierte auflerdem mit der Manifestation einer Lungenfibrose in der SSc-Kohorte, wel-
che bei mehr als der Halfte der SSc-PAH Patient:innen zum Erfassungszeitpunkt auch
diagnostiziert war.

In dem Wissen, dass S1P-Stimulation der Rezeptoren S1PR2 und S1PR3 in glatten Mus-
kelzellen zur Vasokonstriktion und subsequent zum vaskularen Remodellierung fuhren
kann, scheint eine Beeinflussung des Signalwegs durch Autoantikorper bei einer Sub-
gruppe von Patient:innen, welche an SSc-PAH leiden, moglich (18, 26). Zudem konnte
die S1PR2-Stimulation in PASMC, isolierten und perfundierten Mauselungen wie auch in
in vivo Mausmodellen von chronisch hypoxischer PH als Trigger fur pulmonale Vasokon-
striktion identifiziert werden (46, 47). Die medikamentdse Inhibition des S1PR2 hingegen
verhinderte die Entstehung von chronisch-hypoxischer PH im Mausmodell (10). AulRer-
dem ist hervorzuheben, dass im Mausmodell gezeigt werden konnte, dass die Aktivierung
des S1PR3 auch an an der Entstehung von Strahlungs- und Bleomycin-induzierter Lun-
genfibrose beteiligt ist (48, 49). In einer weiteren Studie konnte ein Zusammenhang von
Transforming Growth Factor 3 (TGF-R) und einem potenzierten Signaling via SphK1 und
S1PR3 gezeigt werden — zwei Signalwege, welche bei der Entwicklung von PAH disku-
tiert werden (50). Der S1PR1-Agonismus auf Endothelzellebene wurde hingegen Uber
die Aktivierung der eNOS zu einer Vasodilatation fuhren (26).

Unter der Annahme, dass es sich bei den nachgewiesenen S1PR2-aAb und S1PR3-aAb
um stimulierende Antikorper handelt, konnte dies die deutlich hohere Pravalenz bei PAH
und Lungenfibrose durch pulmonalarterielle Vasokonstriktion, eine gesteigerte Prolifera-
tion von PASMC und einen daraus folgenden Umbau des Lungengewebes und der Pul-

monalarterien, erklaren.
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Unsere Ergebnisse zeigten aullerdem, dass es gemald unserer Vermutung signifikant
hohere Pravalenzen fur STPR-aAb im Kollektiv der SSc gibt. Bei dieser seltenen Autoim-
munerkrankung konnten bereits in der Vergangenheit (Auto)Antikrper gegen verschie-
dene GPCR nachgewiesen werden. So waren Antikorper gegen den AT1R sowie gegen
den ETAR mit einem schwereren Verlauf der SSc assoziiert und konnten die SSc-abhan-
gige Mortalitat prognostizieren (35). Bei SSc ist eine Uberstimulation der S1PR1-3 Sig-
nalwege denkbar, da die Krankheitsentstehung unter anderem durch Bindegewebsver-
mehrung der Haut, Fibrosierung innerer Organe und vaskulare Dysfunktion charakteri-
siert ist (51). Stimulierende Eigenschaften von aAb gegen S1PR2 und S1PR3 kdnnten
hier pathophysiologisch zur Migration von Fibroblasten beitragen, Vaskulopathien fordern
und proinflammatorisch wirken. Es ist au3erdem maoglich, dass gegen S1PR1 gerichtete
Antikorper zur Dysfunktion des Immunsystems in SSc beitragen. Eine weitere Erklarung
fur die erhohten Pravalenzen jener Antikorper bei SSc waren nicht-funktionelle S1PR-
aAb. Bis dato wurden den meisten beschriebenen aAb bei SSc keine kausalen, patho-
physiologischen Eigenschaften zugesprochen, sie korrelierten lediglich mit unterschied-
lichen Manifestationsformen, der Mortalitat oder dem Auftreten von Komplikationen (9).

Uber den Nachweis von funktionellen S1PR-aAb findet sich in der Literatur aktuell nur ein
Fallbericht. Hierbei handelte es sich um den Nachweis von agonistischen S1TPR1-aAb bei
einem Patienten. Das Epitop der spezifischen S1PR1-aAb lag extrazellular im Bereich
des Amino-Terminus. Der im Fallbericht beschriebene Patient hatte eine Lymphopenie
und litt unter rezidivierenden Infektionen. Die isolierten Immunoglobuline des Patienten
fuhrten im Mausmodell zur Immunsuppression, reduzierter Chemotaxis von T-Zellen und
Lymphozyten Trapping in Lymphknoten (52). Solche Auspragungen wurden bei Pati-
ent:innen unserer Kohorte(n) nicht dezidiert erfasst.

Dass in unserer Studie vereinzelte Serumproben in mehr als einem S1PR-aAb-Assay
positiv gescreent wurden, kann einerseits durch die strukturellen Ahnlichkeiten der S1PR-
Subtypen begrindet sein, andererseits sind polyklonale Antikorper mit Reaktivitat gegen
unterschiedliche Epitope der S1PR1-3 ebenfalls denkbar. Beispielsweise haben S1PR-
Modulatoren wie Fingolimod auch eine hohe Affinitat fur mehrere S1PR-Subtypen (53).

In unserer explorativen Analyse beschrieben wir die Detektion von aAb gegen S1PR1 —
und erstmalig Antikdrper gegen S1PR2 und S1PR3 in einer grolRen Kohorte von SSc
Patient:innen als auch bei gesunden Proband:innen. Das Screening der Kohorte der SSc
Patient:innen mit der doppelten Anzahl an Kontrollproben ermoglichte eine zuverlassige



Diskussion 30

Definition des Schwellenwerts fur positive Autoimmunitat, einen belastbaren Fall-Kontroll-
Vergleich sowie eine Analyse der Subgruppe von Patient:innen mit SSc-PAH. Auch wenn
sich signifikant erhohte Pravalenzen bei SSc und im Speziellen bei SSc-PAH und/oder
SSc-Lungenfibrose nachweisen lieRen, wirden aAb gegen S1PR2 und -3 bei niedriger
Sensitivitat- und Spezifitat einen Biomarker mit nur geringer Aussagekraft darstellen. Als
Diagnostikum fur PAH oder Lungenfibrose innerhalb der SSc Kohorte ware der Nachweis
von S1PR-aAb bei fehlender statistischer Signifikanz erst recht nicht geeignet.

Zu den Limitationen unserer Studie zahlt, dass wir nach dem Screening keine Isolation
der Immunoglobuline und damit keine weitere funktionale Charakterisierung der Antikor-
per vornehmen konnten. Dies war unter anderem durch die geringen Probenvolumina
nicht moglich. Es bedarf weiterer Studien zur strukturellen und funktionellen Charakteri-
sierung der S1TPR-aAb. Je nach spezifischem Epitop kann sich der Effekt der Antikorper-
bindung theoretisch gravierend unterscheiden. So konnen die Antikorper agonistische,
antagonistische, modulatorische oder auch einen neutralen Effekt auf die Rezeptoren
haben (48). Wie wir es bei pharmakologischer S1PR-Modulation sehen, kann die Bin-
dung von Agonisten oder Antagonisten aul3erdem in vivo zur Desensitivierung uber die
sekundare Internalisierung und Rezeptordegradation fuhren und dementsprechend ge-
genteilige Effekte bewirken (21, 54). Daruber hinaus ist es eine enorme Herausforderung,
von den in vitro Eigenschaften der Antikorper auf deren Wirkung in vivo zu schlief3en.
Hierbei spielen u.a. die Antikorperklasse, die post-translationale Modifikation (Glykosylie-
rung) sowie das individuelle Immunsystem eine Rolle (55). Auch die Affinitat der Antikor-

per zu ihren korrespondierenden GPCR ist von funktioneller Bedeutung (56).

Ferner wahlten wir in unserer Studie statistische Ausreil3erkriterien, nach welchen wir
Serumproben in S1PR-aAb-positiv und -negativ unterschieden. Ohne biologische Funk-
tionsanalyse bleibt es ungewiss, ob und ab welchem Antikorpertiter von pathophysiologi-

schen Auswirkungen auszugehen ist.

Ein theoretischer Ansatz, um die zellularen Auswirkungen der S1PR-aAb zu untersuchen
konnte darin bestehen, die Antikorper aus der Protein-A-Sepharose aufzureinigen und
auf humane Endothelzellen zu bringen. In einem nachsten Schritt kdnnten zur Quantifi-
zierung der intrazellularen Reaktion nach Exposition cAMP-Spiegel oder die ERK1/2

Phosphorylierung gemessen werden.
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Aufgrund der in unseren Assays verwendeten gelosten Form der S1PR1-3 ist die Anti-
korperbindung an Epitope, die physiologischerweise durch die Zellmembran verdeckt wa-
ren oder intrazellular liegen wurden, nicht sicher auszuschliel3en (57). Wohingegen bei
zellbasierten Antikorper-Nachweismethoden wie der Immunfluoreszenz nur physiolo-
gisch extrazellulare Rezeptordomanen den Antikorpern zuganglich sind. Bei dem ,klas-
sischen” ELISA hingegen dienen nur kleine Peptide stellvertretend als Antigene fur Re-

zeptoren und bilden nur einen Bruchteil der mdoglichen Epitope ab.

Eine weitere methodische Einschrankung stellt die verwendetet Protein-A-Sepharose
dar, da durch diese herstellergemal’ nur humane IgG-Subklassen unter Aussparung von
IgG3 gebunden werden (58). Bei den meisten antikdrperassoziierten Autoimmunerkran-
kungen sind IgG vorherrschend, IgG3 scheint in manchen Erkrankungen jedoch eine her-

ausragende Rolle zu spielen (59, 60).

Es ist anzumerken, dass es sich bei dieser Arbeit um eine nicht randomisierte Fall-Kon-
troll-Studie handelt; die Gruppen wurden nicht normiert, Alter und Geschlecht von Er-
krankten und Kontrollen differierten in den Gruppen stark. Da die Kontrollkohorte kom-

merziell erworben wurde, fehlt es in dieser an detaillierten klinischen Daten.

Die explorative Natur dieser Studie weist mogliche Korrelationen aus — Kausalitaten Ver-
langen hingegen nach einem anderen Studiendesign. Um kausale Interpretationen zu
ermoglichen, ware eine longitudinale, randomisierte Studie mit luckenloser klinischer

Charakterisierung von Noten.

Die Ergebnisse der dieser Studie, welche erstmalig eine Korrelation von aAb gegen
S1PR1-3 und dem Auftreten von SSc und PAH beschreiben, reihen sich ein in eine Viel-
zahl wissenschaftlicher Studien, welche dem Verstandnis der Pathogenese und damit

neuen Therapieansatzen der PAH auf den Grund gehen.
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5 Schlussfolgerungen

Wir konnten mit dieser Arbeit eine neue Methode zur Quantifizierung von S1PR-aAb auf-
zeigen. Durch das Screening einer SSc- und Kontrollkohorte konnte der erste systemati-
sche Nachweis von serologischen Autoantikorpern gegen S1PR1-3 erbracht werden. Im
Vergleich zu gesunden Kontrollen zeigte sich eine deutlich erhdhte Pravalenz der Anti-
korper bei SSc, insbesondere bei pulmonalen Manifestationen der SSc. Weiterhin zeigte
sich eine Haufung von S1PR-aAb bei autoimmun- und kardiovaskularen Erkrankungen.
Eine Typisierung der Antikdrper gemal ihrer biologischen Wirkung ware perspektivisch
wunschenswert und um die genaue klinische Relevanz von S1P-aAb bei PAH und SSc
besser zu erfassen, sind weitere Studien an grof3en Kohorten unabdingbar.
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Context: Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a frequent extracutaneous
manifestation of systemic sclerosis (SSc). PAH is characterized by increased vasomotor
tone, progressive remodeling of pulmonary arteries and arterioles, consequentially
increased pulmonary vascular resistance, right heart hypertrophy, and eventually right
ventricular failure. Autoimmunity against G-protein coupled receptors (GPCRs) has been
implicated in the development of SSc-associated PAH. Sphingosine-1-phosphate (S1P)
receptors (S1PR) present a potential, yet so far untested antigen for PAH autoimmunity,
given the documented role of S1P/S1PR signaling in PAH pathogenesis.

Objective: We hypothesized that S1P receptors (S1PR) may constitute autoantigens in
human patients, and that the prevalence of autoantibodies (aAb) to S1PR1, S1PR2 and
S1PRS3 is elevated in SSc patients and associated with PAH.

Methods: For this exploratory study, serum samples from 158 SSc patients, 58 of whom
with PAH, along with 333 healthy control subjects were screened for S1PR-aAb. S1PR1-
3 were expressed as fusion proteins with luciferase in human embryonic kidney cells and
used to establish novel in-vitro assays for detecting and quantifying S1PR-aAb. The fusion
proteins were incubated with serum samples, the aAb-S1PR complexes formed were
precipitated by protein-A, washed and tested for Iuciferase activity. Commercial anti-
S1PR-antibodies were used to verify specificity of the assays.

Results: All three assays showed dose-dependent signal intensities when tested with
S1PR-subtype specific commercial antibodies. Natural aAb to each S1PR were detected
in healthy controls with a prevalence of <10% each, i.e., 2.7% for S1PR1-aAb, 3.6% for
S1PR2-aAb, and 8.3% for S1PR3. The respective prevalence was higher in the cohort of
SSc patients without PAH, with 17.1% for S1PR1-aAb, 19.0% for S1PR2-aAb, and
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21.5% for STPR3. In the subgroup of SSc patients with PAH, prevalence of aAb to S1PR2
and S1PR3 was further elevated to 25.9% for S1PR2-aAb, and 27.6% for ST1PR3.
Notably, the majority of patients with positive S1PR2-aAb (60.7%) or S1PR3-aAb (71.9%)
displayed interstitial lung disease.

Conclusion: S1TPR1-3 can constitute autoantigens in humans, particularly in SSC
patients with PAH. The potential pathophysiological significance for the etiology of the
disease is currently unknown, but the elevated prevalence of S1PR2-aAb and S1PR3-aAb

in SSC patients with PAH merits further mechanistic investigations.

Keywords: autoantibodies, G-protein coupled receptor, autoimmune di: immunoglobulin, rt logy,
immunology, sphingolipid, sphingosine-1-phosphate

INTRODUCTION

Pulmonary hypertension (PH) is characterized by a mean
pulmonary arterial pressure (mPAP) of > 20 mmHg at rest. Its
clinical features may gradually progress from an initial
asymptomatic course to dyspnea and orthopnea, and
eventually to right heart hypertrophy, failure and death. The
pathophysiology of PH is characterized by vascular remodeling,
endothelial dysfunction and increased vascular tone,
predominantly in small to medium-sized pulmonary arterioles
(1). Precapillary pulmonary arterial hypertension (PAH)
constitutes the first group in the 2018 consensus on the clinical
classification of PH into five groups (2). PAH’ is diagnosed when
mPAP at rest is measured > 20 mmHg, yet pulmonary artery
wedge pressure is < 15 mmHg and other causes of pre-capillary
PH (e.g. lung disease or chronic thromboembolic pulmonary
hypertension) are excluded (3). The subcategory PAH can be
specified further by etiology into idiopathic, hereditary, drug-
and toxin-induced forms of PAH, or PAH associated with
connective tissue disease, HIV or congenital heart disease (4).
While essential pathophysiological elements have been
elucidated over the past decades, the etiology of PAH remains
incompletely understood (5). Besides an epigenetic
dysregulation, alterations in bone morphogenetic protein
signaling, abnormalities in mitochondrial metabolism, and
dynamic inflammatory, autoimmune processes contribute to
the pathogenesis of PAH (6). Specifically, cell-based and
autoantibody (aAb) related immune dysregulation have been
implicated in the development of PAH, predominantly with
respect to idiopathic and connective tissue disease-associated
PAH (7). Antinuclear Ab (ANA) serve as diagnostic hallmark of
connective tissue disease, and specific ANA are associated with
an increased risk for PAH. In addition, aAb to certain G-protein
coupled receptors (GPCR) such as angiotensin 1-receptor or
endothelin receptor-1 have recently been associated with PAH,
and may promote pathological vasoconstriction and vascular
remodeling by acting as agonists of the respective GPCR (8).
Another line of research has recently identified signaling via the
small bioactive lipid mediator sphingosine-1-phosphate (S1P)
and its receptors (S1PR), which regulate vasoconstriction,
fibrosis, and lymphocyte trafficking (9-11) as potential
pathomechanism in PAH.

S1P can be generated at the inner layer of the cell membrane
from its sphingolipid precursor sphingosine by sphingosine-
kinase (SPHK)-1 or -2 via the specific SIP-transporters major
facilitator superfamily domain-containing protein 2B (MFSD2B,
in erythrocytes and platelets) (12), or spinster-homologue-2
(SPNS2, in blood and lymphatic endothelial cells) S1P can
then be released into the extracellular space and the circulation
(13, 14). Extracellular S1P can bind and activate five different
human S1P-receptors (S1PR), namely SIPRI to SIPRS5, all of
which belong to the superfamily of GPCR (15, 16). Besides the
crucial role of SIPRI, SIPR2 and SI1PR3 in the maturation,
activation and chemotaxis of immune cells (11, 17), these
ubiquitously expressed S1PR are also the major receptor
subtypes in the cardiovascular system with high expression in
pulmonary artery smooth muscle cells (PASMC) (18). Of note,
S1PRI- and SI1PR3-signaling plays an important role in
preserving vascular functions and blood pressure homeostasis
by controlling endothelial nitric oxide synthase (eNOS)-derived
nitric oxide (NO) production, which underlies the anti-
hypertensive effect of SIP (19). However, elevated levels of
SPHKI in PASMC result in an autocrine “inside-out” SIPR-
signaling that can stimulate PASMC proliferation via SIPR2,
which has been proposed appears upregulated in PASMC of
idiopathic PAH patients (9, 15). In parallel, activation of SIPR2
(and potentially also S1IPR4) in PASMC causes pulmonary
vasoconstriction (20-22). In combination, the effects of SIP on
pulmonary arterial endothelial and smooth muscle cells
emphasize the importance of a tightly controlled S1P/SIPR-
signaling in vascular homeostasis that when impaired can drive
vasoconstriction, vascular remodeling, and endothelial
dysfunction, which increase pulmonary vascular resistance and
mPAP ultimately resulting in the development of PAH.
Experimental proof-of-principle for this concept was
demonstrated by the fact that genetic deficiency or
pharmacological inhibition of either SPHK1 or S1PR2
effectively attenuated the development of PH in rodent models
of chronic hypoxic PH (9). Further, a specific role of SIPR2 and
S1PR3 has been described in fibrosis, in particular in relation to
inflammation and tissue injury, leading to cell death, matrix
deposition and finally end organ dysfunction (23). Due to the
crucial role of S1P-signaling in homeostasis of the immune
system and the endothelium, specific SIPR-modulators are
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already used in autoimmune disease such as multiple sclerosis
and inflammatory bowel disease and constitute a promising
therapeutic option for rheumatoid arthritis, systemic lupus
erythematosus or systemic sclerosis (SSc) (24-26).

Systemic sclerosis, as one of the rheumatic diseases with the
highest mortality, is also characterized by autoimmune
dysregulation, endothelial dysfunction and chronic
inflammation (27, 28). In more than 90% of patients, ANA are
detected, constituting an important cornerstone of the diagnosis
and supporting the classification of SSc as an autoimmune
disease (29). Additional aAb to other members of the GPCR
superfamily have recently been described in SSc by us and others
(28, 30). The complication of PAH on a background of SSc (SSc-
PAH) affects up to 12% of patients with SSc, constituting the
major cause of death in SSc. Still, diagnostic and prognostic
markers for PAH are few, therapeutic measures remain poorly
effective and treatment options are limited, causing physicians to
pursue symptomatic approaches rather than curative strategies
(31, 32). Besides established immunosuppressive therapies, SIP
modulators such as cenerimod already showed promising results
in a mouse model of bleomycin-induced fibroses (33).

In view of the ubiquitous function of S1P/S1PR1/eNOS
signaling in the vasculature, the established role of SIP/SIPR2
signaling in PASMC proliferation, contraction, and the
development of PH, and the specific contribution of SIPR2
and SIPR3 to disease-related extracellular matrix deposition
and tissue fibrosis, we speculated that any alterations to the
function of one of these three SIPR may be associated with SSc,
in particular with respect to PAH development. To this end, we
established as a first step novel in vitro assays for detection and
quantification of aAb binding to S1PR1, SIPR2 or S1PR3, and
compared the prevalence of these GPCR-specific aAb in serum
samples from healthy controls and SSc patients with or without
PAH. Our results indicate an elevated prevalence of SIPR-
specific aAb in SSc, in particular for SIPR2-aAb and S1PR3-
aAb in patients with SSc-PAH.

MATERIALS AND METHODS

Human Samples From Healthy Controls
and SSc Patients

An explorative study was conducted on the prevalence of S1IPR-
aAb. To this end, a set of commercially available serum samples

(n=303) from subjects with a self-assessed status as ‘healthy’ (HC;
healthy controls) served as reference (in.vent Diagnostica GmbH,
Hennigsdorf, Germany). An additional set of 30 serum samples
from healthy subjects were collected at the Rheumatology
Department in Liibeck, Germany. Patients suffering from SSc
with or without PAH were identified and enrolled into the study
at the Rheumatology Department at the Charité — University
Medicine Berlin, Berlin, Germany, or at the University Hospital
Liibeck, Schleswig Holstein, Germany, in the time period from
Nov. 2004 to Dec. 2019. The final cohort consisted of n=158 serum
samples from SSc patients, n=58 of which had an additional
diagnosis of PAH. Samples were stored at -80°C until transfer to
the analytical laboratory in Berlin, and provided to the scientists
conducting the laboratory analyses in a blinded fashion. All
patients provided their written informed consent for enrollment
into the study after detailed explanation of purpose, procedures
(blood sampling and analysis) and right to withdraw from
participation at any time point. The study was conducted in
accordance with the Declaration of Helsinki. Ethical counselling
was provided by the Charite Medical School Berlin (10/30/2017,
EA1/178/17) and the Board of Ethics of the University of Cologne
(#04-037). Baseline characteristics of patients and healthy controls
are displayed in Table 1.

Construction of the Receptor-

Luciferase Fusion Proteins for
Autoantibody Detection

The construction of these novel assays followed an established
path, whereby the full open reading frames of the human
coding sequences of the three S1IPR were individually fused in
frame to a luciferase (Luc) reading frame. The resulting
receptor-luciferase fusion proteins served as autoantigen baits
for autoantibody detection. Briefly, the open reading frames of
the human SI1PR1, S1IPR2 and S1PR3 were synthesized by a
commercial supplier (BioTeZ, Berlin-Buch GmbH, Berlin,
Germany), each containing suitable restriction sites for
directed insertion into a eukaryotic expression plasmid. The
strategy is similar to the recently generated assays for the
insulin-like growth factor receptor 1, the thyroid hormone
transporters MCT8 and MCT10, the GPCR for gonadotropin-
releasing hormone, luteinizing hormone or follicle-stimulating
hormone or the iodide transporters sodium-iodide symporter
and pendrin (34-38). The stop codons were each replaced by a
sense codon in order to enable read-through. The expression

TABLE 1 | Baseline characteristics of the study cohorts.

Rheumatology Departments Univ. of Liibeck & Charité Berlin

In.vent Diagnostica

Diagnosis Systemic sclerosis n=158 Healthy controls n=30 Healthy controls n=303
Sex

Female, n (%) 116 (73.9%) 19 (63.3%) 171 (56.4%)

Male, n (%) 41 (26.1%) 11 (36.7%) 132 (43.6%)

Age, median (range) [y] 63 (26-84) 52 (22-59) 32 (19-63)

BMI, median (range) [kg/m2] 24 (16-48) - -

Disease duration, median (range) [months] 84 (0-588) - -

Missing values were excluded from the calculation.
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plasmid backbone pSP-Luc+NF was obtained from Promega
(Promega GmbH, Walldorf, Germany). DNA-sequencing for
verification of the correct expression cassettes was conducted
by LGC Genomics (LGC Genomics GmbH, Berlin, Germany).

Stable Expression of Fusion Proteins in
Human Embryonic Kidney Cells

In order to achieve stable and reproducible expression of the
fusion proteins, human embryonic kidney cells (HEK 293) were
transfected with the expression vectors and cultured in DMEM/
F12 supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1%
penicillin/streptomycin. Two days after transfection, 0.8 mg/mL
G418 (geneticin, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Germany)
was added to the medium, and stable clones were selected by the
criteria of robust cell growth characteristics and high luciferase
activity. Selected clones were expanded and seeded on 165 cm®
cell culture dishes for recombinant protein production in
medium supplemented with 0.2 mg/dL G418.

Preparation of Cell-Extracts for
Autoantibody Tests

After reaching confluency of 80% or more, stable HEK293 cells
expressing the fusion protein of choice were harvested with a cell
scraper and collected by centrifugation (10 min, 1000 g, 4°C).
Cell pellets were washed twice with pre-cooled PBS and collected
again by centrifugation. The resulting pellet was resolved in
collection buffer (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 10% glycerol,
0.01% NaNj in dH,0) and subsequently lysed by adding 1%
Triton X-100 (Sigma-Aldrich). After gentle shaking and final
centrifugation (15 min, 4000 g, 4°C), the supernatants were
tested for luciferase activity. The resulting cell extracts were
diluted in collection buffer to achieve signal intensities of >
1¥10° relative light units (RLU) per measurement and stored in
aliquots at -80°C until use.

Quantitative Analysis of Antibodies

Binding to Human S1P Receptors

For the quantitative analysis of antibodies reactive with S1P
receptors, the cell extracts containing SIPR-Luc fusion proteins
were diluted in reaction buffer (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl,
10% glycerol, 5% milk powder, 5% glucose, 1% Triton X-100,
0.005% NaNj in dH,0) to a concentration equivalent to
providing 2-4*10° RLU per reaction (Automat Plus LB953,
Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany). Each
measurement was conducted by incubating 40 pL of diluted
cell extract overnight at 4°C with 10 pL of serum sample diluted
1:1 (v/v) with serum buffer (50% glycerol, 100 mM NaCl, 50 mM
Tris-HCL, 0.01% NaNj in dH,0O). After 24 h, an aliquot of 40 uL
of protein-A sepharose (ASKA Biosciences GmbH, Berlin,
Germany) diluted in reaction buffer (20% v/v) was added to
capture the fusion-protein-aAb-complexes that had formed
overnight. The samples were centrifuged (1000 g, 2 min, 4°C)
and pellets were washed five times using 200 uL Tris-based buffer
(50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 100 mM NacCl, 10% glycerol, 0.5%
Triton X-100 in dH,0). After resuspension, luciferase activity
was determined by injection of luciferase substrate, signal

intensities were measured as RLU with a luminometer
(Automat Plus LB953 or Mithras LB943), and used to calculate
specific binding indices (BI) as factor above background noise.

Statistical Analysis

Under the assumption of less than 50% of positive samples in
the analysis, average background noise of negative samples was
determined for each experimental run in 96-well plates by
calculating the mean RLU from the lower half of the obtained
signals. This signal was defined as binding index one (BI = 1.0).
For analytical comparison, all signals [RLU] were divided by
this background signal [RLU] and expressed as BI, denoting the
signal strength as times background signal. In order to
determine the cut-off for SIPR-aAb-positve samples, a
mathematical outlier criterion was used. To this end, a
threshold was calculated representing the BI of the 75™
percentile of all signals plus 1.5-times the inter quartile range
(P75 + 1.5 x IQR). In this manner, a separation of aAb-positive
from aAb-negative samples was achieved. All statistical
analyses were performed using GraphPad Prism v8.4.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Intra-assay
coefficients of variation were determined from repeated
measurements of the same positive samples. Tests for normal
distribution (D’Agostino-Pearson test, Shapiro-Wilk test,
Kolmogorov-Smirnov test) showed a non-parametric
distribution of S1PR-aAb-positivity and of the clinical
parameters. Group comparisons of continuous clinical
characteristics were analyzed for significant differences with
two-sided Mann-Whitney test. Binary variables were compared
with one-sided (expected direction of difference) or two-sided
(explorative hypothesis) Chi Square test for statistical
significance, as indicated. Significance was assumed when the
p-value was below 0.05; however, the p-values may not be
interpreted as confirmative as all analyses were considered
exploratory and not adjusted for multiple testing.

RESULTS

Establishment of Quantitative Tests

for Measuring Autoantibodies to the

S1P Receptors

Stable HEK293 cell clones were established expressing human
S1PR1-, S1IPR2- and S1PR3-luciferase (S1PR1-Luc, SIPR2-Luc,
S1PR3-Luc) fusion proteins, respectively. Recombinant
expression of the fusion proteins to be used as bait in the aAb
analyses yielded comparable luciferase activities per preparation.
To verify specificity, commercial antibodies recognizing human
S1PR1, S1PR2 or SIPR3 were obtained and used as positive
standards. Each of the commercial antibodies produced strong
signals in the respective assay. Intra-assay coefficients of
variation were 14.3% for the SIPRI1-, 6.6% for the SIPR2- and
5.3% for the S1PR3-assay. Stepwise dilution experiments using
commercial antibodies revealed concentration-dependent signals
for all three aAb assays (Figure 1).
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FIGURE 1 | Proof of concept for the novel tests to quantify commercial antibodies to the S1P-receptors. Signal development was tested with commercial antibodies
to (A) S1PR1, (B) S1PR2 and (C) S1PR3, respectively. In all three newly developed detection assays, a concentration-dependent decline of signal intensity
(expressed as relative light units; RLU) was observed in dilution experiments of commercial receptor-specific antibodies. No cross-reactivity to other receptors was
observed. Control measurements were conducted using either monoclonal (to S1PR1 and S1PR2) or polyclonal (to S1PR3) antibody preparations.

Stability of S1IPR-aAb in Serum Samples
Upon Freezing and Thawing

To ensure that freezing and thawing does not interfere with the
analysis of SIPR-aAb in human serum, selected samples that had
been screened positive for SIPR-aAb were tested after one to
four consecutive freeze and thaw cycles. Freezing was achieved
on dry ice at -80°C and thawing by standing without agitation at
room temperature until completely thawed. The signal
intensities remained relatively unaffected by the repeated
freezing and thawing, and final signal strength after four
rounds of freezing and thawing was within 20% of the initial
values determined after the first thawing in all three analytical
assays (Figure 2). The results support the suitability of frozen
human serum samples for assessing aAb to the SIPR by the
newly generated analytical tests.

Prevalence of S1PR-aAb in SSc Patients
Versus Healthy Controls

A cohort of serum samples from patients with SSc (n=158) and a
collection of serum samples from healthy controls (n=333) was
analyzed for natural aAb to SIPR by the three receptor-specific
tests. The signals (RLU) were converted into relative binding
indices (BI), with BI=1.0 representing background noise.

Thresholds for positive aAb signals were determined by
applying the mathematical outlier criterion of P75+1.5-times
IQR as indicated by a dotted line (Figure 3). According to these
criteria, several samples with positive aAb were identified in all
three tests in both control and patient group. Prevalence of
natural SIPRI-aAb was 17.1% in SSc versus 2.7% in controls
(Figure 3A). Similarly, prevalence of SIPR2-aAb was elevated
with 19.0% in SSc patients versus 3.6% in controls (Figure 3B).
In comparison of all three assays, SIPR3-aAb displayed the
highest prevalence, with 8.3% in controls and 21.5% in
patients, with one sample showing exceptionally high signal
intensity with a BI of 13 (Figure 3C). A direct comparison of
the prevalence for each of the three SIPR-aAb is provided in
(Figure 3D) and highlights the statistically significant differences
in S1PR-aAb prevalence in SSc versus controls.

Prevalence of S1PR-aAb in Patients

as a Function of Pulmonary

Arterial Hypertension

Pursuing the hypothesis that SIPR-aAb may be involved in the
pathogenesis of PAH and therefore more prevalent in PAH, we
subsequently divided the group of SSc patients into patients
without PAH (SSc w/o PAH, n=100) and a smaller group of
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FIGURE 2 | Signal stability upon multiple freeze-thaw-cycles. S1PR-aAb signal stability of aAb-positive serum was assessed with selected samples in the newly
generated assays for (A) STPR1-aAb, (B) S1PR2-aAb, and (C) S1PR3-aAb assay. Samples were subjected consecutively to four freeze and thaw cycles, and all
measurements with one exception displayed signal intensities within a 20% range from the initial signal strength determined upon first thawing.
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FIGURE 3 | Comparison of S1PR-aAb in healthy controls versus patients with systemic sclerosis. The presence of aAb to the three human S1PR (1-3) was
determined in the group of healthy controls (HC) and patients with systemic sclerosis (SSc), and the relative prevalence was compared between both groups.
Thresholds are indicated by dotted lines, and values are displayed as scattered dot plots. Black lines represent the median. Whiskers of the box plots denote P25
and P75. Results from HC are denoted in green and of SSc in pink. The prevalence for (A) S1PR1-aAb, (B) S1PR2-aAb, and (C) S1TPR3-aAb was elevated in the
patient cohort as compared to healthy controls. (D) A statistical comparison of SSc and HC for STPR-aAb was conducted by two-sided Chi square test and

revealed significant group differences.

PAH-positive SSc patients (SSc-PAH, n=58). SIPR1-aAb
appeared unrelated to PAH, and prevalence in the SSc w/o
PAH group (18/100, 18.0%) was similar to the prevalence in
the SSc-PAH group (9/58, 15.5%) (Figure 4A). In contrast, a
quarter of samples in the SSc-PAH group displayed positivity for
S1PR2-aAb (15/58, 25.9%), whereas a smaller percentage of SSc
patients without PAH was positive for SIPR2-aAb (15/100,
15.0%), with the difference reaching statistical significance
(P=0.0467) (Figure 4B). With regards to the prevalence of
S1PR3-aAb, a higher fraction of samples from the SSc-PAH
was identified as positive (16/58, 27.6%) in comparison to the SSc
w/o PAH group (18/100, 18.0%), albeit without reaching
statistical significance (P=0.1133) (Figure 4C). An overview of
these three sets of measurements highlights the differential

S1PR1-aAb [B]
w
S1PR2-aAb [BI]
©

picture, with a particularly elevated prevalence of SIPR2-aAb
in patients with SSc-PAH.

Serum Samples With Positive
Autoantibodies to More Than One S1PR
The samples showing positive autoimmunity were further
analyzed with respect to recognizing more than one receptor,
i.e., being positive in two or even in all three SIPR-aAb assays. In
total, six positive samples were identified with aAb exceeding the
threshold in all three SIPR-aAb assays, suggesting either a cross-
reactivity of a single aAb to the different receptors or a polyclonal
nature of the aAb within a given serum, with aAb co-existing and
recognizing either SIPRI, or SIPR2 or SI1PR3. All of the
respective patients were female, five derived from the SSc
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FIGURE 4 | Prevalence of S1PR-aAb in SSc patients as a function of a diagnosis of PAH. SSc patients were subdivided into those with or without a diagnosis of
PAH. (A) Prevalence of S1PR1-aAb was similar in both groups of patients, whereas (B) the prevalence of S1PR2-aAb was higher in SSc patients with PAH than in
patients without PAH (P<0.05). (C) The difference in prevalence of S1TPR3-aAb between both groups did not reach statistical significance (P>0.05). The binding
indices (Bl) along with the percentages of positive samples are provided. Prevalence was compared by one-sided Chi square test.
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cohort whereas only one healthy control was triple positive.
Three of the triple positive subjects were suffering from SSc-
PAH. Four samples were tested positive for both SIPR1-aAb and
S1PR3-aAb. In addition, two SSc patient samples were
simultaneously positive in the tests for SIPR1-aAb and S1PR2-
aAb. A total number of 19 other samples were positive for
SIPR2-aAb and S1PR3-aAb. The commercial antibodies
yielded high signals only when tested for one receptor subtype,
and not in the related assays.

Comparison of Clinical Characteristics
With Respect to S1PR-aAb

The full cohort of SSc patients was analyzed for clinical
characteristics in relation to the results from the S1PR-aAb
tests. In general, patients with SIPR3-aAb were younger than
average (median age; 51 vs. 63). With respect to cutaneous
manifestation of SSc, 85.2% of patients positive for SIPR1-aAb
had a limited cutaneous form, whereas the diffuse manifestations
were dominating in patients that were positive for SIPR2-aAb or
S1PR3-aAb. Besides the elevated prevalence of SIPR2-aAb and
S1PR3-aAb in the group of SSc patients with PAH, there was also
a higher share of patients suffering from lung fibrosis in these
groups (S1PR2-aAb; 60.7% vs. 45.3%, S1IPR3-aAb; 71.9% vs.
41.9%). None of the groups showed remarkable differences in the
prevalence of specific anti-nuclear Ab (Table 2).

DISCUSSION

In this manuscript, we describe the establishment of novel
analytical in vitro assays for assessing the prevalence of natural

autoantibodies recognizing human S1PR1, SIPR2 or SIPR3. A
first analysis on the specificity of the assays was positively
passed by using commercial receptor-specific antibodies,
recognizing only the respective receptor type and not cross-
reacting to a related S1PR. Dependence of signals to antibody
levels was observed in dilution experiments with commercial
antibodies. As another important prerequisite for the present
analysis, signal stability was shown by repeated freezing and
thawing of aAb-positive human samples. In agreement with
our hypothesis, prevalence of natural SIPR-aAb was
significantly elevated in SSc patients as compared to healthy
controls, with some further increase in the subgroup of
patients who developed PAH. S1PR2-aAb and S1PR3-aAb
showed a particular association with both PAH and lung
fibrosis, in line with their established local biochemical
function (39).

The balance between vasoconstriction and vasodilation in
the (pulmonary) arterial system is fine-tuned by the
expression of SIPRI, S1IPR2 and SIPR3 on vascular
endothelial cells and smooth muscle cells. While SIPR1
agonism in endothelial cells stimulates NO formation and
causes vasodilation, SIPR2 and SI1PR3 signaling in smooth
muscle cells mediate vasoconstriction. Analyses in primary
pulmonary artery smooth muscle cells, isolated perfused lungs
and in vivo models of PH specifically identified signaling via
S1PR2 to trigger pulmonary vasoconstriction and vascular
remodeling (21, 22), while pharmacological inhibition of
S1PR2 effectively prevented the development of chronic
hypoxic PH in mice (9). Agonism of S1PR3, on the other
hand, has been implicated in the development of radiation-
and bleomycin-induced pulmonary fibrosis in mice (40, 41).

TABLE 2 | Characterization of the cohort of patients with systemic sclerosis regarding S1PR-aAb.

S1PR2-aAb S1PR3-aAb

positive* n=30  negative n=128 positive* n=34 negative n=124

S1PR1-aAb
SSc positive* n=27 negative n=131

n=158 (17.1%) (82.9%)
Cutanous manifestation
Limited, n (%) 91 (58%) 23 (85.2%) 68 (52.3%)
Diffuse, n (%) 59 (38%) 4 (14.8%) 55 (42.3%)
Sine scleroderma, n (%) 7 (4%) 0 (0%) 7 (5.4%)
mRSS, 6 (0-39) 4 (0-24) 6 (0-39)
median (range)
Pulmonary & cardiac involvement
NTproBNP [ng/L], median 206 (5- 296 (46-4884) 196 (5-19066)
(range) 19066)
PAH, n (%) 58 (37%) 9 (33.3%) 49 (37.4%)
ILD, n (%) 75 (48%) 11 (40.7%) 64 (49.6%)
Autoantibodies**
anti-topoisomerase-1 (Scl70) 50 (33%) 4 (15.4%) 46 (36.2%)
Ab, n (%)
anti-RNA-Pol-lll Ab (ARA), n 13 (8%) 2 (7.4%) 11.(8.7%)
(%)
anti-centromere-CENP-B Ab, 63 (41.4%) 21 (75%) 42 (33.6%)
n (%)
anti-citrullinated-peptide Ab, n - 30 (54.5%) 6 (66.7%) 24 (52.2%)

(G%)***

(19%) (81%) (21.5%) (78.5%)
14 (48.3%) 77 (60.2%) 13 (39.4%) 78 (62.9%)
14 (48.3%) 45 (35.2%) 19 (57.6%) 40 (32.3%)

1 (3.4%) 6 (4.7%) 1 (3.0%) 6 (4.8%)

5 (0-27) 6 (0-39) 5 (0-27) 6 (0-39)
135 (5-19066) 235 (29-14414) 135 (5-4884) 242 (29-19066)
15 (50%) 43 (33.6%) 16 (47.1%) 42 (33.9%)
17 (60.7%) 58 (45.3%) 23 (71.9%) 52 (41.9%)
11 (39.3%) 39 (31.2%) 16 (48.5%) 34 (28.3%)

2 (7.4%) 11 (8.7%) 4 (12.5%) 9 (7.4%)

11 (40.7%) 52 (41.6%) 9(29.0%) 54 (44.6%)

10 (71.4%) 20 (48.8%) 8 (53.3%) 22 (55%)

Missing values were excluded from the calculation; mRSS, modified Rodnan-Skin-Score; ILD, interstitial lung disease; *P75+1.5xIQR, **all were antinuclear Ab (ANA) positive, ***positive:

=7 U/ml.
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The increased prevalence of SIPR2- and S1PR3- but not SIPR1-
specific aAb in SSc-PAH patients may thus point towards an
autoimmune-supported pathomechanism that could contribute
to elevated pulmonary vascular resistance and the development of
lung fibrosis in SSc-associated PAH. In line with this notion, PAH
patients show elevated expression of SIPR2 on PASMC (9). Given
that pharmacologic SIPR2 inhibition could prevent the
development of hypoxic PH in rodents, an agonistic aAb
against S1PR2/3 may conceivably promote PASMC
proliferation and medial thickening (9). Yet, the biochemical
nature of the SIPR-aAb and their functional effects on receptor
signaling are presently unclear, as our newly developed assays
only detect binding characteristics, while data probing whether
the identified aAb act as antagonists to inhibit the receptors, as
agonists to stimulate receptor signaling, or rather elicit allosteric
effects are lacking and remain to be elucidated in future
studies (40).

Our findings support earlier reports describing a set of
GPCR-specific aAb in patients with autoimmune disease such
as systemic sclerosis (28, 41). While aAb against a variety of
GPCR including the endothelin type A receptor and
angiotensin II receptor type 2 have been identified in a wide
range of cardiovascular diseases where they have been proposed
to contribute critically to disease initiation and/or progression,
aAb against S1PR have so far only been reported in a single case
report. In this lymphopenic patient with recurrent infections,
aAb to human S1PR1 were identified (42). Adoptive transfer of
the purified human aAb into mice caused immunosuppression,
decreased T-cell chemotaxis and reduced lymph node egress via
direct interaction with a subset of T-cells (42), thus highlighting
the functional relevance of these aAb. The epitope recognized
by the SIPR1-aAb was within the amino-terminal domain of
SIPRI. Yet as therapeutic antibodies against certain S1PR
demonstrated, binding is often not restricted to just one
receptor (43). As such, it will be important to characterize the
major antigenic epitopes for the specific receptor subtypes
identified in the present study. Here, we describe for the first
time the prevalence of S1PR-aAb including the first
identification of SIPR2- and S1PR3-aAb in a large cohort of
patients and healthy individuals, and report their potential use
as both biomarkers and potential therapeutic targets in SSc,
PAH, and/or lung fibrosis.

Among the particular strengths of our study are the rigorous
assay designs, using full-length human receptor molecules as bait
and human cells as system for the recombinant expression,
thereby enabling regular posttranslational modifications, full
coverage of potential epitopes and correct trafficking (44, 45).
Moreover, the identification of commercial receptor-specific
antibodies to each of the three receptor subtypes verified
specificity of the assays, and enables other research groups to
conduct similar analyses using the same type of positive controls,
thereby increasing transparency and comparability between
analytical techniques. The cohort size of the controls and of
the patients provided considerable numbers of samples, allowing
for a solid case-control comparison and a focused analysis of
patients with versus without PAH. Finally, assay sensitivity was

high and only small amounts of serum were required to obtain
the aAb result, enabling fast, cost-effective and high throughput
analyses in future studies on larger cohorts of samples with
related cardiovascular phenotypes.

No study is without limitation, and the lack of biological
characterization of the identified aAb as potential agonists,
antagonists or modulators of receptor function constitutes an
important knowledge gap. Unfortunately, sample volumes were
limited and not sufficient to isolate immunoglobulins for further
biochemical analyses. The nature of the study design as case-
control study precludes any causal interpretations, and detailed
structural and functional analyses of the identified aAb along
with analyses with longitudinal patient samples and clinical data
are required to elucidate a potential etiologic role of the aAb in
SSc, and in particular in PAH. In addition, information on
anthropometric and clinical characteristics of the participants
contributing to the cohort of healthy subjects is sparse, as the
samples were obtained from a commercial supplier, and subject-
specific information was not provided for reasons of data safety.
Finally, genetic background and place of residency of the patients
was relatively uniform, precluding extrapolations to patients
from other populations or different genetic background. That
notwithstanding, this is the first systematic analysis of aAb to
human SIPR in healthy and diseased subjects, providing some
positive results in relation to PAH which warrant further analysis
in larger clinical studies.
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