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Einleitung

Die Labordiagnostik spielt in der Rheumatologie zur Diagnosestellung und
Verlaufsbeurteilung als auch zum Ausschluss einer entzundlich-
rheumatischen Erkrankung eine wichtige Rolle. Hierunter fallen
Laborparameter, wie zum Beispiel das C-reaktive Protein und die
Blutsenkungsgeschwindigkeit, sowie spezifischere Laborwerte, wie
Rheumafaktoren, Antikérper gegen zyklische citrullinierte Peptide,
antinukledre  Antikbrper und ihre  Spezifitaten,  Anti-Neutrophile
zytoplasmatische Antikorper und andere.

Eine Typ | Interferon (IFN)-Aktivierung spielt in der Pathophysiologie einiger
systemischer Autoimmunerkrankungen, wie dem systemischen Lupus
Erythematodes (SLE), dem priméren Sjogren-Syndrom (pSS), der
systemischen Sklerose (SSc) und den idiopathischen inflammatorischen
Myopathien (IIM) eine zentrale Rolle.(1i 3) Die Erfassung der Typ | IFN-
Aktivierung stellt daher hinsichtlich der Diagnosestellung und
Verlaufsbeurteilung einer entziindlich-rheumatischen Erkrankung sowie zu
deren Ausschluss einen moglichen labordiagnostischen Baustein in der
Rheumatologie dar. Verschiedene Methoden kommen bei der Detektion der
Typ | [IFN-Aktivierung zur Anwendung, wie beispielsweise die
Genexpressionsanalysen, Polymerase Chain Reaction (PCR)-Messungen
verschiedener IFN-induzierter Transkripte, die Bestimmung IFN-regulierter
Proteine Uber die Durchflusszytometrie oder durch die Bestimmung von
Serumproteinen Uber Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA),
Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescence Immunoassay (DELFIA)

oder single molecule array (Simoa®).(1,4i 6) Es gibt bisher keinen



internationalen Standard oder Konsensus uber die Art und Weise der
Bestimmung der Typ | IFN-Aktivierung. Von Seiten der European Alliance of
Associations for Rheumatology (EULAR) werden hier erste Anlaufe
unternommen.(5,7,8,8) In der klinischen Routine erfolgt die Bestimmung der
Typ | IFN-Aktivierung bisher nur in wenigen spezialisierten Zentren.(9)

Sialic-acid IgG like lectin 1 (SIGLEC1), auch unter Cluster of Differentiation
(CD) 169 bekannt, wurde als Teil der Typ | IFN-Signatur mittels
zellspezifischer Microarray-Analysen von Monozyten beim SLE im Rahmen
einer Gemeinschaftsarbeit der Rheumatologie der Charité-
Universitdtsmedizin und dem Deutschen Rheumaforschungszentrum
(DRFZ) identifiziert.(10) Es zeigte sich, dass SIGLEC1 ein sehr stark
hochreguliertes Typ | IFN-induziertes Transkript in Monozyten ist und dabei
auf der Oberflache dieser Zellen exprimiert wird.(10) Damit kann die
Expressionsstarke mittels Durchflusszytometrie einfach und standardisiert
bestimmt werden. In Folgeuntersuchungen konnte der mdgliche Nutzen der
SIGLEC1-Bestimmung vor allem beim SLE(1,11) und anderen systemischen
Autoimmunerkrankungen (SSc, pSS, |IM) aufgezeigt werden, sowie beim
autoimmunen kongenitalen Herzblock, den monogenetischen
Interferonopathien und bei viralen Infektionskrankheiten, wie z.B. der Severe
acute respiratory syndrome coronavirus type 2 (SARS-CoV-2)-
Infektion.(3,121 17) Die durchflusszytometrische Bestimmung der SIGLEC1-
Expression wurde 2014 in das Labor Berlin - Charité Vivantes GmbH im
Rahmen eines Innovationsférderungsprogramms eingefiihrt und hat sich
seitdem als Routinelaborparameter in der Rheumatologie der Charité i

Universitatsmedizin Berlin etablieren konnen.
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Das Interferonsystem

Das Immunsystem wird in ein angeborenes und ein erworbenes
Immunsystem unterteilt. Beide Systeme verfiigen tber eine humorale und
zellulare Immunantwort und sind eng miteinander verwoben, damit eine
effektive Infektionsabwehr erfolgen kann. Das angeborene Immunsystem
reagiert dabei auf verschiedene Signale, die eine potentielle Gefahr fur die
Integritdt der Zelle darstellen kénnen. Hierunter fallen unter anderem
spezifische Strukturmotive von Viren oder Bakterien (Pathogen Associated
Molecular Patterns, PAMPS), intrazellulare Molekille (Damage Associated
Molecular Patterns, DAMPs), aber auch Immunkomplexe, die Uber
bestimmte Rezeptoren (Pattern Recognition Receptors, PRRSs), wie z.B. Toll-
like Rezeptoren (TLR), nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like
Rezeptoren (NLR) und Retinoic acid-inducible gene-I-like Rezeptoren (RLR)
eine intrazellulare Kaskade in Gang setzen.(2,18,19) Je nach Stimulus
kommt es zu unterschiedlichen Aktivierungswegen, beispielsweise des
nuclear facto r a-light-chain-e n h a n ¢ e nctivated fB cells (NF-aB)-
Signalweges oder zur Ausbildung eines Komplexes, bestehend aus
verschiedenen IFN-regulatory factors (IRF), wie zum Beispiel IRF 3 und 7
oder IRF 7 und 7 (siehe Abbildung 1).(2,18,19) Kommt es in diesem
Zusammenhang zur Typ | IFN-Aktivierung, dann werden nachfolgend
verschiedene IFN produziert, die wiederum in der Lage sind, die
Immunantwort Gber IFN-Rezeptoren zu verstarken.(2,18,19)

Es werden drei IFN-Typen unterschieden. Typ | IFN umfasst funf Gruppen:
IFN-U, b, U & und ¥ ; IFN-U lasst sich dabei in weitere 12 unterschiedliche
IFN-U Proteine untergliedern.(19,20) Die meisten Zellen sind in der Lage

kleine Mengen Typ | IFN zu produzieren. Typ | IFN bindet an den IFN-U



Rezeptor. Bei Rezeptoraktivierung erfolgt eine intrazellulare Signalkaskade
Uber die Aktivierung von Tyrosinkinasen und im Weiteren erfolgt die
Formierung des Interferon-stimulated gene factor 3-complex (ISGF3)
bestehend aus Signal Transducers and Activators of Transcription 1 und 2
(STAT1, STAT2), sowie Interferon Regulatory Factor 9 (IRF9). Der ISGF3
bindet an sogenannte response elements im Promoter IFN-stimulierter Gene
und fuhrt in der Konsequenz zur Transkription dieser Gene.(2,18,19)

Das Typ Il IFN umfasst IFN-2, welches u.a. von natirlichen Killerzellen (NK)
und T-Zellen produziert wird. (2,19,21) Bei IFN-2-Rezeptoraktivierung erfolgt
eine intrazellulare Signalkaskade, die ebenfalls Uber die Aktivierung von
Tyrosinkinasen und im Weiteren zur Ausbildung eines Komplexes fuhrt, der
aus zwei STAT1 Homodimeren besteht, die IFN-o-activated sites (GASS)
binden und im Verlauf zur Transkription Typ Il IFN-regulierter Gene fuhren.
(2,19,21) Dieser Aktivierungsweg kann auch durch Typ | IFN
erfolgen.(2,19,21)

Typ Il umfasst vier IFN-a-Subtypen, die vor allem von epithelialen Zellen und
epithelialen Ursprungszellen, Hepatozyten und einigen Immunzellen, wie
z.B. Makrophagen, produziert wird. Die Aktivierung und Wirkweise ahnelt

dem vom Typ | IFN.(19,22)



Abbildung 1) Wege der IFN-Aktivierung. Die Verwendung der modifizierten

open Access Grafik erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Lipeng

Qiu.(23)
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Retinoid acid inducible gene | (RIG-I), cyclic guanosine-monophosphate adenosine-monophosphate (cGAMP)
synthase (cGAS), mitochondrial activator of virus signaling (MAVS), Toll-IL-1 receptor (TIR)-domain-containing
adaptor inducing IFN-b (TRIF), myeloid differentiation primary response 88 (MyD88), stimulator of IFN genes
(STING), IFN-stimulated genes (ISGs), melanoma differentiation-associated gene 5 (MDAS), Lipopolysaccharide
(LPS). (TANK)-binding kinase-1 (TBK1), i nhi bi t or

of 2 B,

(ISREs), tyrosine kinase 2 (TYK2).

Mit der Aktivierung werden gleichzeitig inhibitorische Prozesse in die Wege
geleitet, die auf allen IFN-Aktivierungsebenen, wie z.B. auf der Ebene der
PRR, ISG, des Interferonrezeptors und des Januskinase (JAK)-STAT
Signalweges wirken. Die IFN-Aktivierung und die damit verbundenen Effekte

auf das Immunsystem werden in die Ausgangslage zurtickgebracht.(18)
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1.2

Die Bedeutung der Typ | IFN-Aktivierung am Beispiel des SLE

Bei einigen systemische Autoimmunerkrankungen zeigt sich, neben der
Ausbildung von Autoantikdrpern, eine Typ | IFN-Aktivierung.(1i 3,5,6,13,24)
Diese Aktivierung ist beim SLE besonders gut untersucht worden und wird
im Folgenden im Kontext seiner pathophysiologischen Rolle und des
therapeutischen Nutzens naher erlautert.

In Beobachtungsstudien konnte eine familidre Haufung des SLE beobachtet
werden, die eine genetische Pradisposition nahelegen. Diese genetische
Komponente konnte auch in genomweiten Assoziationsstudien zum SLE
festgestellt werden, in denen Uber 80 verschiedene Risiko-Gen-Loci
festgestellt wurden.(25) Darunter befinden sich viele, die direkt oder indirekt
die IFN-Signalwege betreffen.(19) Zusatzlich spielen epigenetische
modulierende Mechanismen, Umwelteinflisse, eine Immunaktivierung, z.B.
durch virale Infektionen, und weitere Mechanismen eine Rolle. Durch
verschiedene Prozesse kommt es zu einer initialen (Auto-)
Antigenprasentation und zur Ausbildung autoreaktiver Zelle.(26) Nach der
préklinischen Initierung, so wird vermutet, kommen immunologische
Ereignisse hinzu, die dann zur Ausschittung weiterer proinflammatorischer
Zytokine fuhren, die dann kumulativ verantwortlich fir erste Symptome
sind.(26) In Studien konnten Jahre vor dem Auftreten von Symptomen und
der Diagnose bzw. Klassifikation eines SLE, Autoantikorper, erhdhte
Konzentrationen verschiedener Me dy,
gefunden werden.(271 29) Im zeitlichen Verlauf konnten vor Auftreten von
Autoantikorpern erhéhte Konzentrationen von Zytokinen, wie IFN-y, IL-5 und

IL-6, festgestellt werden, die zunachst eine initiale T-Zellaktivierung

1C

atoren,



nahelegen. Im Weiteren kommt es dann zur Ausbildung von Autoantikdrpern
und nachfolgend zu einer Typ | IFN-Aktivierung.(28)

Die Typ I IFN-Aktivierung resultiert aus der genetischen Préadisposition und
verschiedenen zuséatzlichen Faktoren. Eine gangige Hypothese betrifft
Veranderungen beim Zelltod und Abbau von Zelldebris, die sogenannte
Clearance.(30i 32). In der Pathophysiologie des SLE zeigen sich u.a. eine
verstarkte Apoptoseneigung und eine verminderte Clearance apoptotischen
Materials, die u.a. durch eine reduzierte DNase Aktivitat und/oder eine
eingeschréankte Phagozytose verursacht wird.(26,33,34) Das nicht
abgebaute bzw. nicht ausreichend schnell abgebaute kdrpereigene Material,
wie Zelldebris, Immunkomplexe und freie Nukleinsduren, fuhren uber
verschiedene Aktivierungsmechanismen, z.B. GUber TLR, zu einer Typ | IFN-
Aktivierung.(26,30) In diesem Kontext werden beispielsweise auch
plasmazytoide dendritische Zellen aktiviert, die Typ | IFN im grol3en Malie
produzieren. Die Aktivierung dieser plasmazytoiden dendritischen Zellen
kann auch (ber netzartige Strukturen von neutrophilen Granulozyten,
sogenannten Neutrophil Extracellular Traps (NETS), erfolgen, die bei Kontakt
zu Pathogenen von ihnen ausgeworfen werden.(26) Neben der Aktivierung
des Typ | IFN-Systems Uber PRR, werden dem Immunsystem (Auto-)
Antigene prasentiert. Dadurch wird eine Kaskade in Gang gesetzt, die dazu
fuhren kann, dass Autoantikdrper durch autoreaktive Plasmazellen gebildet
werden.(30) Diese Autoantikorper konnen wiederum selbst Uber
verschiedene Mechanismen eine IFN-Antwort auslésen und damit diese

weiter verstarken.(26)
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Mit dieser Aktivierung sind eine ganze Reihe an Effekten im angeborenen
und erworbenen Immunsystem beim SLE verbunden.(19,35) Typ | IFN
erhdhen z.B. die Expression von Major Histocompatibility Complex (MHC) |
auf Zellen, wodurch die Antigenprasentation verstarkt wird.(19)
Verschiedene fir die Immunantwort wichtigen Molekule, wie MHC-I11, CD40,
CD80 und CD86 werden aul3erdem hochreguliert und es kann dadurch zu
einer gesteigerten Zytokinproduktion kommen.(19) Dendritische Zellen
maturieren vermehrt zu potenten antigenprasentierenden Zellen, was
wiederum die Differenzierung naiver CD4+ T Zellen ermdglicht; dazu
gehoéren auch autoreaktive T-Zellen. B-Zellen werden ebenfalls durch IFN
aktiviert(36), konnen weiter ausdifferenzieren und fuhren in der Konsequenz
zu einer vermehrten Antikérperproduktion.(37) Interferone fihren dariber
hinaus beim Monozyten zu einer vermehrten Produktion von B-cell activating
factor (BAFF), was eine gesteigerte Antikdrperproduktion zur Folge hat.(19)
In der Summe kommt es zu einer sich selbst stimulierenden IFN-Schleife mit
Auswirkungen auf nahezu alle Zellen des Immunsystems, welche beim SLE
in eine z.T. auch chronische Typ | IFN-Aktivitdt umschlagen kann.

Klinisch zeigen sich Assoziationen zu einer hohen Typ | IFN-AKktivitat mit
unspezifischen Symptomen, wie Fieber, Abgeschlagenheit, Muskel- und
Gelenkbeschwerden, die wir beim SLE, aber auch im Kontext von viralen
Infektionen sehen.(38) Darlber hinaus fuhrt die Typ | IFN-Aktivierung zu
einer Unterdrickung des Knochenmarks mit Ausbildung einer Anamie,
Leuko- und Thrombopenie, ebenfalls Merkmale einer erhdhten
Krankheitsaktivitat des SLE.(39) Weiterhin werden klinische Assoziationen
der Typ | IFN-Aktivierung zu Gelenk-, Haut-, Nieren- und ZNS-

Manifestationen beim SLE festgestellt.(19)
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1.3

Die Typ | IFN-Aktivierung lasst sich dber verschiedene Medikamente
therapeutisch adressieren. Die Typ | IFN-Aktivierung kann beispielweise
durch Hydroxychloroquin, Glukokortikoide und JAK-Inhibitoren (wie
Baricitinib) beeinflusst werden.(15,40) Darlber hinaus steht seit Februar
2022 ein zugelassener monoklonaler Antikdrper gegen den Typ | IFN-
Rezeptor (Anifrolumab) zur Behandlung des SLE zur Verfiigung.(41) In einer
gepoolten post-hoc Analyse zweier randomisierter kontrollierter Studien, die
auch zur Zulassung dieses Biologikums gefuhrt haben, konnte gezeigt
werden, dass vor allem Patientinnen und Patienten mit hoher Typ | IFN-
Aktivierung klinisch von einer therapeutischen Blockade des Typ | IFN-
Rezeptors profitieren.(42)

Die Bestimmung der Typ | IFN-Aktivierung mittels eines Biomarkers
ermdglicht Einblicke in ablaufende immunologische Prozesse, ergéanzt die
bestehende rheumatologische Labordiagnostik und dient womdéglich der

Patientenstratifizierung im Kontext einer Therapie mit Anifrolumab.

Typ | IFN-Biomarker

Etwa 10% unseres Genoms reagiert auf Typ | IFN, so dass die Typ | IFN-
Signatur hunderte von IFN regulierten Genen umfasst.(43) Durch die
Uberlappenden intrazellularen Aktivierungswege der drei Interferontypen
kommt es auch auf Transkriptionsebene zu einer Uberlappung(44), die dazu
fuhrt, dass etwa 37% der Typ | IFN regulierten Gene spezifisch fur eine Typ
I IFN-Aktivierung sind.(44) Dies gilt es generell bei der Interpretation einer

Typ | IEN-Aktivierung mittels Biomarkern zu bertcksichtigen.
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13.1

Eine Vielzahl an verschiedenen Methoden zur Erfassung der Typ | IFN-
Aktivierung stehen zur Verfiigung(5), die im Weiteren kursorisch erlautert

werden.

Genexpressionsanalyse und die Polymerasekettenreaktion zur
Bestimmung der Typ | IFN-Aktivierung

Das Auslesen der Typ | IFN-Aktivierung kann tiber Genexpressionsanalysen
mittels DNA-Microarrays oder RNA Sequenzierung erfolgen.(10) Vereinfacht
wird bei den DNA-Microarrays auf einem Objekttrager Oligonukleotide (DNA-
Fragmente) angeordnet. An diese DNA-Fragmente binden die
aufgearbeiteten und mit Farbstoff markierten komplementéren
Oligonukleotide (cDNA) von Proben aus dem Blut oder Gewebe von
Probandinnen und Probanden (Hybridisierung). Die gebundenen
Oligonukleotide konnen dann mithilfe eines Lesegerates ausgelesen werden
und die Starke des Signals gibt Aufschluss dariber, wie haufig diese
Sequenz in der Probe enthalten war.(45) DNA-Microarrays und die RNA
Sequenzierung werden bei den systemischen Autoimmunkrankheiten zur
Genexpressionsanalyse der Typ | IFN Aktivierung eingesetzt.(5) Fur die
Erfassung einer Typ | IFN-Aktivierung reicht vermutlich die Bestimmung
einiger weniger Transkripte aus. So erfolgt in vielen Studien(46) die Messung
einer begrenzten Anzahl IFN induzierter  Transkripte  mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR).(5,12) Dabei unterscheiden sich die
Studien in der Auswahl und Anzahl der Transkripte, was insgesamt die
direkte Vergleichbarkeit der Studienergebnisse erschwert und mit

Herausforderungen verknupft ist.(5,46) Mithilfe der Expressionsstarke
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1.3.2

verschiedener IFN induzierter Transkripte kann dann auf Grundlage von

Formeln die Berechnung eines IFN-Scores erfolgen.(4,5,47,48)

Die durchflusszytometrische Bestimmung der Typ | IFN-Aktivierung
SIGLEC1 (CD169) wurde beim SLE im Rahmen zellspezifischer
Genexpressionsanalysen  mittels  Microarrays im Rahmen einer
Gemeinschaftsarbeit der Rheumatologie der Charité 7 Universitatsmedizin
Berlin und dem DRFZ identifiziert.(10) Hierzu wurden Monozyten mittels
magnetic-activated cell sorting (MACS) anhand der CD14 Positivitat isoliert
und die Typ | IFN induzierten, zellspezifischen Transkripte von SLE-
Patientinnen und -Patienten mit denen von Gesunden verglichen. Es zeigte
sich, dass SIGLEC1 stark hochreguliert und Teil der Typ | IFN-Aktivierung ist.
SIGLEC1 wird im peripheren Blut nahezu ausschlie3lich auf Monozyten
exprimiert, was die durchflusszytometrische Analyse auf CD14+ Monozyten
ermoglicht.(49) Nach der Identifizierung von SIGLEC1 beim SLE folgten
weitere Studien, in denen die Ergebnisse der durchflusszytometrischen
Bestimmung von SIGLEC1 bestatigt werden konnten.(1,11,36) Im Labor
Berlin Charité Vivantes GmbH erfolgt die Messung seit 2014. Neben den
systemischen Autoimmunkrankheiten wurde der Einsatz von SIGLEC1 auch
bei anderen Krankheiten exploriert, wie z.B. bei viralen Infektionskrankheiten,
wie Human Immunodeficiency Virus (HIV)(50) oder SARS-CoV-2(16), aber
auch bei seltenen monogenetischen Interferonopathien.(12)

Weitere durchflusszytometrisch untersuchte Typ | IFN induzierte Proteine
sind beispielsweise Tetherin (CD317), Interferon-induced GTP-binding

protein Mx1 (MxA) und CD64.(5,51,52)
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1.3.3 Immunoassays zur Bestimmung der Typ | IFN-Aktivierung
IFN-U kann im Serum direkt bestimmt werden. Dabei weisen der ELISA und
DEFLIA bei der Detektion von IFN-U ei ne ni edri g@)DBrensi ti v
Simoa® kann IFN-U, aber auch andere Zytoki ne,
Konzentration direkt nachweisen und ist damit eine vielversprechende
Methode zur Bestimmung der direkten Typ | IFN-Aktivierung.(4,53,54)
Daruber hinaus werden eine Vielzahl von Proteinen durch Typ | IFN induziert.
Hierzu gehdren beispielsweise Interferon-y induced protein 10 kD (IP-10) und
Galectin-9, die beim SLE und der Dermatomyositis (DM) untersucht worden
sind und einen Stellenwert in der Routinediagnostik zukinftig haben
kénnten.(1,55,56) Es gibt eine Vielzahl weiterer Proteine, die durch IFN
reguliert und induziert werden, auf die im Einzelnen nicht weiter eingegangen

wird.

1.3.4 Weitere Moglichkeiten der Erfassung der Typ | IFN-Aktivierung
Der Nachweis einer Typ | IFN Aktivierung kann auch Uber Reporterzell-
Assays erfolgen. Bei diesen sogenannten ANISHRZellen(57) werden die
Reporterzellen mit Patientenserum inkubiert und im Weiteren wird das
Signal, z.B. IFN induzierte Transkripte, Uber die PCR in den
Reporterzelllysaten bestimmt. Weitere Verfahren sind beispielsweise die
Messungen des zytopathischen Effekts durch IFN oder die

immunhistochemische Anfarbung von MxA.(5)
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1.4

141

Ubersicht zu den untersuchten Erkrankungen

Der SLE, das pSS, die SSc, die IIM, mit ihren Subentititen
Antisynthetasesyndrom (AS), DM, Einschlusskérpermyositis (IBM),
immunvermittelte nekrotisierende Myopathie (IMNM) und Polymyositis (PM)
lassen sich anhand der klinischen Symptomatik, Antikérperprofile,
bildgebender und anderer Verfahren sowie histopathologischer

Gesichtspunkte aus Gewebeproben unterscheiden.

Der systemische Lupus erythematodes

Der SLE gilt als eine seltene chronisch-entziindliche, systemische
Autoimmunkrankheit und betrifft vorwiegend Frauen im gebéarfahigen Alter.
Prinzipiell kdnnen alle Organe beim SLE betroffen sein. Besonders haufig
wird eine Haut-, Gelenk- und Nierenmanifestation festgestellt. Die Pravalenz
des SLE liegt in Deutschland bei 55 auf 100.000 Einwohnern.(58)
Charakteristisch  sind  Autoantikdrper gegen  Zellkernbestandteile,
sogenannte Antinukleare Antikorper (ANA), die in der indirekten
Immunfluoreszenz héufig ein homogenes Muster aufzeigen.(59) Hinter
diesem Immunfluoreszenzmuster verbergen sich bestimmte Antikorper, die
an verschiedene Zellkernantigene, wie Nukleosomen, Histone und
doppelstrangige DNA binden. Antikdrper gegen den Nukleosomen, dsDNA
und Smith-Antigen (SM) spielen fur die Diagnose des SLE eine wichtige Rolle
und werden fur die Verlaufsbeurteilung und Einschatzung der
Krankheitsaktivitdt genutzt. Die SLE-Klassifikationskriterien der EULAR und
des American College of Rheumatology (ACR) (60) sind in der Tabelle 1
aufgefuihrt. Dabei sind die Voraussetzungen fir die Anwendungen der

Klassifikationskriterien zu berticksichtigen.
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Tabelle 1) EULAR /ACR Klassifikationskriterien des SLE(60)

Voraussetzungen:

= =4 =1

1 ANA (HEp2-IFT)
1 Ein Kriterium wird nicht gewertet, wenn eine andere,
wahrscheinlichere Ursache zugrunde liegt (z.B. Infektionen,
Neoplasien, Medikamente oder andere Erkrankung)
1 Ein Kriterium ist erfullt, wenn es einmalig vorgekommen und
dokumentiert ist
Kriterien missen nicht gleichzeitig vorliegen
Es muss jedoch mindestens ein Kriterium aktuell vorhanden sein
Innerhalb jeder Domane geht nur der hochste Score in den
Gesamtscore ein

O 1:80 (einmaliger

Nac

Klinische Domane und Kriterien: Punkte
Konstitutionelle Fieber 2
Symptome
Haut nicht vernarbende Alopezie 2

orale Ulzera 2
subakut-kutaner (SCLE) oder diskoider
LE (DLE) 4
akuter kutaner LE (ACLE) 6
Arthritis Synovitsi n O 2 Gel enke 6
oder Druckschmerzi n O 2 Ge
+ Morgensteifigkeit O 30 mi n.
Neurologie Delirium 2
Psychose 3
Krampfanfélle 5
Serositis Pleura- oder Perikarderguss 5
Akute Perikarditis 6
Hamatologie Leukopenie 3
Thrombopenie 4
Autoimmunhamolyse 4
Nieren Proteinurie > 0,5 g/24h 4
Lupusnephritis (histologisch) Typ II, V 8
Lupusnephritis (histologisch) Typ I, IV 1
Immunologische Doméanen und Kriterien:
Antiphospholipid- Anticardiolipin-Antikdrper (aCL): > 40 2
Antikorper GPL oder
Beta-2-Glykoprotein | ( a BGPI): > 40
GPL oder positives
Lupusantikoagulanz (LA)
Komplement C3 ODER C4 vermindert 3
C3 UND C4 vermindert 4
Hochspezifische Anti-dsDNA oder Anti-SM 6
Auto-Ak
Der SLE kann bei einer Summe von O10
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1.4.2 Das primare Sjogren-Syndrom

Das pSS ist eine Autoimmunkrankheit, die mit einer Mund- und
Augentrockenheit als wichtiges und zentrales klinisches Symptom
einhergeht. Die Pravalenz des pSS liegt bei etwa 0,2% der erwachsenen
Bevolkerung und stellt neben der rheumatoiden Arthritis eine der haufigeren
systemischen Autoimmunerkrankung dar.(61)

Im Verlauf der Erkrankung kommt es als Folge der Entziindungsreaktion zu
einer progredienten Zerstorung der Speicheldriisen.(62) Dies fuhrt zu einer
zunehmenden Mund- und/oder Augentrockenheit, der sog. Sicca-
Symptomatik, die fur die betroffenen Patientinnen und Patienten sehr
belastend ist und zu einer deutlichen Beeinflussung der Lebensqualitat
fuhrt.(62) Es kann zudem zu einer vaginalen Trockenheit mit Dyspareunie
kommen. Neben der glanduldren Manifestation gibt es auch extraglandulare
Manifestationen, wie z.B. Lungen-, Nieren-, Nerven-, Gelenk- und
Hautbeteiligung. Prinzipiell kann beim pSS jedes Organ betroffen sein.(62)
Typische Autoantikorper sind gegen die Antigene Ro/SSA und La/SSB
gerichtet. Diese zeigen anders als beim SLE ein fein gesprenkeltes nukleares
Immunfluoreszenzmuster in der ANA-Diagnostik. Patientinnen und Patienten
mit einem pSS haben ein deutlich erhohtes Risiko an einem Lymphom zu
erkranken.(59,62) Tritt ein Sjégren-Syndrom neben anderen systemischen
Autoimmunkrankheiten auf, wird haufig von einem sekundaren Sjogren
Syndrom gesprochen, wobei diese Nomenklatur kritisch gesehen wird.(63)
Tabelle 2 zeigt die aktuellen Klassifikationskriterien zum pSS. Die Bedeutung
der Antikorper gegen La/SSB sind mittlerweile in den Hintergrund getreten.
Der Nachweis von Anti-Ro/SSA-Antikorpern sind mit dem Risiko eines

neonatalen Lupus-Syndroms im Sinne einer diaplazentar Ubertragenen
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1.4.3

Autoimmunkrankheit vergesellschaftet. Besonders relevant, wenn auch
selten, ist hierbei die Entwicklung eines irreversiblen kongenitalen
autoimmunen Herzblocks.(64) Eine Aufklarung Uber das Risiko der
Entwicklung eines autoimmunen Herzblocks ist bei Vorliegen von Anti-
Ro/SSA-Antikorpern bei Kinderwunsch sehr wichtig, da eine spezielle
Uberwachung der Schwangerschaft und der kardialen Entwicklung des
Kindes im Mutterleib notwendig wird und eine Therapieeinleitung mit
Hydroxychloroquin, einem Antimalariamittel zur Primarprophylaxe diskutiert
werden sollte. Im folgenden Kapitel wird auf den kongenitalen autoimmunen
Herzblock né&her eingegangen.

Tabelle 2) ACR/EULAR Klassifikationskriterien des primaren Sjogren-
Syndroms von 2016(65)

Parameter: Punkte

Speicheldriisenbiopsie aus der Unterlippe mit fokaler 3

lymphozytarer Sialadenitis und Fokus-Scoremi t O 1Fok

Nachweis von Anti-Ro/SSA-Antikdrpern

Okul &rer F2rbeindex O 5
(oder van-Bijsterveld-S ¢ o r e in Qindéstens einem Auge

Schirmer-Test O 5 mm / 5 min in mi|l
Speichel flussmessung (unsti mu

Mindestens 4 Punkte mussen fur die Klassifikation des pSS erfillt werden.

Der kongenitale autoimmune Herzblock

Der kongenitale autoimmune Herzblock gehért zu den neonatalen Lupus-
Syndromen. Die Inzidenz eines kongenitalen Herzblock liegt bei etwa 1:
20.000-30.000 Schwangerschaften und gilt daher als seltene

Erkrankung.(64) Bei dieser Erkrankung handelt es sich um eine passiv
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erworbene  Autoimmunkrankheit.(64) Maternale Autoantikérper, die
vornehmlich gegen RO/SSA gerichtet sind, werden wahrend der
Schwangerschaft auf den Fetus im Mutterleib Ubertragen. Diese Antikdrper
kénnen dann verschiedene Erkrankungen beim Neugeborenen auslésen. So
kann es beim Neugeborenen zu erhdhten Leberwerten oder
Blutbildveranderungen kommen, aber auch zu Hautveranderungen. Der
Verlauf ist durch den Abbau maternaler Antikérper im Kind
selbstlimitierend.(64) Anders verhéalt sich dies beim kongenitalen
autoimmunen Herzblock. Bei ca. 2% der Anti-Ro/SSA exponierten Feten wird
im 2. Trimenon ein Herzblock festgestellt.(64) Kommt es zum Nachweis eines
Herblocks, liegt bereits zu 80% der Féalle eine AV-Blockierung Grad Il vor. In
der Schwangerschaft muss daher bereits friihzeitig eine engmaschige
Untersuchung erfolgen.(64) Bei der Geburt bendtigt ein grol3er Anteil der
Kinder einen Herzschrittmacher. Risikofaktoren fir die Entwicklung eines
kongenitalen autoimmunen Herzblocks sind u.a. vorangegangene Geburten
mit einem kongenitalen autoimmunen Herzblock des Kindes, sowie
hochtitrige Anti-Ro/SSA-Antikorper.(64) Eine Risikoreduktion kann durch die

praventive Gabe von Hydroxychloroquin erzielt werden.(64,66,67)

1.4.4 Die idiopathischen inflammatorischen Myopathien

Die IIM umfassen verschiedene Autoimmunkrankheiten, die sich vornehmlich
am Muskel manifestieren, aber auch andere Organe, wie die Haut und Lunge,
befallen kénnen. Die IIM sind insgesamt seltene Erkrankungen mit einer
Inzidenz von 1,16 bis 19 auf eine Million Einwohner pro Jahr und einer

Pravalenz von 2,4 bis 33,8 auf 100.000 Einwohner.(68) Die erste Einteilung
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der IIM erfolgte von Peter und Bohan(69) und unterschied die DM von der PM.
Im Verlauf der letzen Jahrzehnte konnten weitere Entitaten der IIM identifiziert
werden. Hierzu gehdren neben der DM, das AS, die IMNM, die IBM sowie die
sogenannten Overlap-Myositiden (vgl. Abbildung 2). Die PM wird als
eigenstadndige Entitat mittlerweile angezweifelt bzw. als sehr seltene
Erkrankung beschrieben.(70,71) Die Einteilung in die Untergruppen erfolgt auf
Grundlage der klinischen Symptome, der Autoantikdrper, der bildgebenden
und elektrophysiologischen Verfahren und des histopathologischen Befundes
aus einer Muskel- und ggf. Hautbiopsie. Es wurden 2017
Klassifikationskriterien der EULAR publiziert, die im Wesentlichen anhand
eines Punktwertes zwischen gesicherter, wahrscheinlicher und maoglicher 1IM
unterscheiden (vgl. Tabelle 3).(72) Die Kriterien umfassen jedoch nicht die
IMNM und auch nicht die Overlap-Myositiden. Weiterhin fehlen wichtige
Autoantikorper, so dass zuklnftig weitere Studien unter Einschluss weiterer
[IM-Subgruppen und Antikérperbefunde notwendig sind, um der grof3en
Gruppe der IIM und ihrer Facetten gerecht zu werden. Einen Uberblick tiber
die Autoantikérper und mogliche klinische Assoziationen bei den IIM zeigt

Abbildung 2.
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Tabelle 3) Klassifikationskriterien der idiopathischen inflammatorischen
Myopathien (72,73,73)

Variablen Ohne Mit
Biopsie | Biopsie
Alter
Erstmanifestation von mit der 1,3 15
Erkrankung assoziierten Symptomen
O 18 LJ. und < 40
Erstmanifestation von mit der 2,1 2,2
Erkrankung assoziierten Symptomen
O 40 LJ.
Schwache Symmetrisch i.d.R. progredient, der | 0,7 0,7
proximalen oberen Extremitéten
Symmetrisch i.d.R. progredient, der | 0,8 0,5
proximalen unteren Extremitaten
Nackenflexoren sind verhaltnismanRig | 1,9 1,6
schwacher als Nackenextensoren
proximalen Beinmuskeln sind 0,9 1,2
verhaltnismaRig schwécher als die
distalen Muskeln
Haut- Heliotroper Ausschlag 3,1 3,2
manifestation
Gottronbsche Pape21 2,7
Gottron-Zeichen 3,3 3,7
Dysphagie oder 0,7 0,6
0sophageale
Dysmotilitat
Anti-Jo-1 (anti- 3,9 3,8
Histidin-tRNA-
Synthetase)
Antikorper
Erhohte Creatinkinase (CK) 1,3 15
Erhohte Laktatdehydrogenase
Erhohte Aspartataminotransferase
Erhohte Alaninaminotransferase
Muskelbiopsie
Endomysiale Infiltration mono- 1,7
nuklearer Zellen, die die Muskel-
fasern umgeben, jedoch nicht in die
Muskelfasern eindringen
Perimysiale und/oder perivaskulére 1,2
Infiltration mononukleérer Zellen
Perifaszikulare Atrophie 1,9
»rimmed vacuoles« 3,1
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Abbildung 2) Autoantikdrper im Kontext klinischer Assoziationen
(modifizierte Abbildung nach (73) mit freundlicher Genehmigung von John

Wiley and Sons)

Starke Myopathie

Dysphagie Jo-1 Ku
Ha
o ANTI- | %0 SnRNP
Nekrotisierende gy SYNTHETASE
Myopathie SYNDROME OVERLAP
Mechanics Hands  OJ Ro
Raynaud's Phenomenon
PL7 Arthritis PmScl
PL12
La
Statine
Lungenerkrankung
Kalzinosen
MDAS
IBM
Sin NXP2 TIF1
SNT1A
Hauterkrankung Neoplasien

1.4.5 Die systemische Sklerose

Die SSc ist eine seltene systemische Autoimmunkrankheit mit einer
Pravalenz von 3 bis 12 je 100.000 Einwohner.(74) In Folge verschiedener
entzindlich-fibrosierender immunologischer Prozesse kommt es klinisch zu
einer Hautsklerosierung und weiteren Manifestationen.(75) Unterschieden
wird bei der Hautsklerose klinisch zwischen einer limitierten und einer
diffusen Verlaufsform. Bei der limitierten Verlaufsform kommt es zu einer
Hautsklerosierung distal des Ellenbogens und umfasst nicht den
Kdrperstamm, wéhrend es bei der diffusen Verlaufsform auch proximal vom
Ellenbogen zu sklerosierenden Hautveranderungen kommt.(74,75) In 1,5%

bis 8 % der Falle tritt eine systemische Sklerose ohne eine Hautbeteiligung

24



auf.(74) Bei einem Grol3teil der Erkrankten tritt ein Raynaud Syndrom friih im
Krankheitsverlauf auf. Dies fuhrt bei etwa der Halfte der Patientinnen und
Patienten im Verlauf der Erkrankung zu digitalen Ulzerationen.(74)
Veranderungen im Bereich der Kapillaren der Nagelpfalz treten frih im
Krankheitsverlauf auf und sind bei Organmanifestationen nahezu immer
festzustellen. Diese  Veranderungen lassen sich durch eine
Kapillarmikroskopie im Bereich der Nagelpfalz gut untersuchen und sind
auch Teil der Klassifikationskriterien.(74,76) Kardiopulmonale
Manifestationen sind prognostisch besonders relevant, wie das Auftreten
einer Myokarditis, einer interstitiellen Lungengerusterkrankung oder einer
pulmonal-arteriellen Hypertonie.(74). Eine gastrointestinale Manifestation
wird ebenfalls haufig festgestellt, die mit Schluckbeschwerden und einer
verlangsamten Magenentleerung einhergeht und im weiteren Verlauf zu
einer Resorptionsstorung mit Gewichtsverlust fihren kann.(74)

Im Autoimmunlabor kdnnen Antikérper u.a. gegen SCL70, Centromere und
RNA Polymerase Il festgestellt, sowie weiteren seltene Autoantikdrper. Der
jeweilige Autoantikdrper weist z.T. eine enge Assoziation mit dem klinischen
Phanotyp auf.(77) Die Klassifikationskriterien der SSc von 2013 sind aus der

Tabelle 4 zu entnehmen.(78)
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Tabelle 4) ACR/EULAR -Klassifikationskriterien fir

die systemische

Sklerose; eine SSc kann bei Vorliegen von mindestens 9 Punkten klassifiziert

werden. * Nur einer (der héhere) der beiden Score-Punkte z&hlt

Sklerodermie der Finger beider Hande und proximal
der Fingergrundgelenke

Sklerodermie

der Finger

Puffy fingers

2*

Sklerodaktylie

4*

Fingerkuppen-

Lasionen

Digitale Ulcera

2*

gribchenférmige Narben

3*

Teleangiektasien

SSc-typisch abnormaler Kapillarmikroskopie-Befund

Lungenbeteiligung

Pulmonal-arterielle Hypertonie

2*

Lungenfibrose

2*

Raynaud-Phanomen

RNA-Polymerasen)

SSc-typ. Autoantikérper (Centromer, Topoisomerase
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2.1

2.1.1

Eigene Arbeiten
Die diagnostische Bedeutung von SIGLEC1 beim SLE

Die Bedeutung zum Zeitpunkt der Diagnosestellung

Zorn-Pauly, L., von Stuckrad, A.S.L., Klotsche, J., Rose, T., Kallinich, T.,
Enghard, P., Ostendorf, L., Burns, M., Doerner, T., Meisel, C., Schneider, U.,
Unterwalder, N., Burmester, G., Hiepe, F., Alexander, T., Biesen, R., 2021.
Evaluation of SIGLEC1 in the diagnosis of suspected systemic lupus
erythematosus. Rheumatology (Oxford) keab875.

Originalpublikation unter https://doi.org/10.1093/rheumatology/keab875

In publizierten Vorarbeiten konnten wir eine Korrelation zwischen der
Krankheitsaktivitdit und der Expressionshéhe von SIGLEC1 in der
Querschnittsanalyse beim SLE feststellen.(1) Dabei zeigte sich, dass die
Sensitivitat, Patientinnen und Patienten mit sehr hoher Krankheitsaktivitat zu
detektieren, bei 100% lag und damit wesentlich héher war, als wir dies bei
konventionellen Biomarkern, wie den Anti-dsDNA-Antikorpern oder den
Komplementfaktoren C3/C4 feststellen konnten. Unter den
eingeschlossenen Patientinnen und Patienten fanden sich einige mit gerade
erst gestellter Diagnose. Diese Patientinnen und Patienten wiesen alle eine
erhohte SIGLEC1-Expression auf Monozyten auf. Dies zeigte sich auch beim
juvenilen SLE.(17) Es wurde daher eine Studie konzipiert, in der Patientinnen
und Patienten mit Verdacht auf das Vorliegen eines SLE eingeschlossen
wurden, um dann den Stellenwert von SIGLECL1 fir die Diagnosestellung zu
ermitteln. In der Studie wurden insgesamt 232 Patienten mit Verdacht auf

SLE eingeschlossen. Davon erfillten 76 die Klassifikationskriterien der

27


https://doi.org/10.1093/rheumatology/keab875

EULAR / ACR. Diese 76 SLE Patientinnen und Patienten wurden dann
hinsichtlich der diagnostischen Wertigkeit von SIGLEC1 mit der
Kontrollkohorte verglichen und weiter untersucht. Es zeigte sich dabei, dass
SIGLEC1 bei nahezu allen Patientinnen und Patienten mit Erstdiagnose SLE
erhoht war. Der negative pradiktive Wert lag tber >99% und die Likelihood-
Ratio des Tests ergab einen Wert von 0,02. In die Klinik Ubersetzt heil3t das,
dass eine normale SIGLEC1-Expression auf Monozyten einen SLE als

Erstdiagnose mit hoher Wahrscheinlichkeit ausschlief3t.
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Originalpublikation unter https://doi.org/10.1093/rheumatology/keab875
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Originalpublikation unter https://doi.org/10.1093/rheumatology/keab875
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Originalpublikation unter https://doi.org/10.1093/rheumatology/keab875
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Originalpublikation unter https://doi.org/10.1093/rheumatology/keab875
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2.1.2 Die Bedeutung im Krankheitsverlauf

Rose, T., Grutzkau, A., Klotsche, J., Enghard, P., Flechsig, A., Keller, J.,
Riemekasten, G., Radbruch, A., Burmester, G.-R., Dorner, T., Hiepe, F.,
Biesen, R., 2017. Are interferon-related biomarkers advantageous for
monitoring disease activity in systemic lupus erythematosus? A longitudinal
benchmark study. Rheumatology (Oxford) 56, 16181 1626.

Originalpublikation unter: https://doi.org/10.1093/rheumatology/kex220

Fur das Monitoring der Krankheitsaktivitat von Patientinnen und Patienten mit
SLE sind neben der klinischen Erfahrung, Krankheitsindices und Biomarker
notwendig. Als Goldstandard fiir die Bestimmung der sogenannten
serologischen Aktivitat gelten Antikbrper gegen doppelstrangige DNA (Anti-
dsDNA) und die Spiegel der Komplementfaktoren 3 und 4 (C3/ C4).
Untersuchungen zu Anti-dsDNA und C3 / C4 zeigen nur einen bedingten
Nutzen bei einem niedrigen Evidenzgrad.(79) In der Pathogenese des SLE
spielt, neben der Entwicklung von Autoantikdrpern, die Typ | IFN Aktivierung
eine wichtige Rolle. Ziel der Arbeit war es daher zu untersuchen, ob die
Bestimmung von ausgewahlten IFN-Biomarkern (SIGLEC1, IP-10 und IFN-
U) vorteilhaft im Vergleich zu Anti-dsDNA sowie C3/C4 im Langsschnitt sind.
Hierfir wurden 26 Patienten, die die ACR-Klassifikationskriterien(80) fur den
SLE erfiullten, Uber insgesamt 77 Visiten prospektiv begleitet. Die
Krankheitsaktivitdt wurde durch den British Isles Lupus Assessment Group -
2004 Index (BILAG 2004) und den SLE disease activity index (SLEDAI)
erhoben. Es zeigte sich in der longitudinalen Korrelationsanalyse, dass die

IFN-Biomarker besser mit der Krankheitsaktivitat im Langsschnitt korrelierten
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als die konventionellen Biomarker Anti-dsDNA und Komplementspiegel.
Weiterhin berechneten wir die longitudinale diagnostische Testgenauigkeit
der verschiedenen Biomarker, um diese dann anhand der AUC, Sensitivitat
und Spezifitat untereinander zu vergleichen. Konsekutive Patientenvisiten
wurden hierzu anhand der Krankheitsaktivitat in drei Gruppen unterteilt:
steigende, gleichbleibende oder fallende Krankheitsaktivitat. Zwischen
diesen Gruppen konnten longitudinale Grenzwerte einzelner Biomarker mit
Hilfe einer Receiver operating characteristics (ROC)-Analyse und dem
Youden-Index berechnet sowie untereinander verglichen werden. Es zeigte
sich, dass die IFN-Biomarker IP-10 und SIGLEC1 den konventionellen
Biomarkern tberlegen waren. Bei der Interpretation muss die kleine Fallzahl
bericksichtigt werden, so dass Folgestudien notwendig sind, um auch die

berechneten longitudinalen Grenzwerte zu validieren.
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2.2

Die Typ I IFN-Aktivierung als Risikofaktor fur die Entwicklung eines
autoimmunen kongenitalen Herzblocks

Lisney, A.R., Szelinski, F., Reiter, K., Burmester, G.R., Rose, T., Dorner, T.,
2017. High maternal expression of SIGLEC1 on monocytes as a surrogate
marker of a type | interferon signature is a risk factor for the development of
autoimmune congenital heart block. Annals of the Rheumatic Diseases
annrheumdis-2016-210927.

Originalpublikation unter: https://doi.org/10.1136/annrheumdis-2016-210927

Die Entwicklung eines autoimmunen kongenitalen Herzblocks ist u.a.
geknlpft an Autoantikbrper gegen RO/SSA, die Uber die plazentare
Transzytose eine inflammatorische Reaktion am fetalen Herzens
verursachen und einen irreversiblen AV-Block IlI° zur Folge haben kdnnen.
Die Entwicklung eines solchen Herzblocks wird bei etwa einer von 20.000-
30.000 Schwangerschaften festgestellt.(64) AntikGrper gegen Ro/SSA finden
sich in verschiedenen Autoimmunkrankheiten wieder, vornehmlich sind diese
jedoch beim SLE und beim primaren Sjogren-Syndrom vorzufinden. In
unseren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die SIGLEC1-Expression auf
Monozyten als Ausdruck einer Typ | IFN-Aktivierung bei diesen
Erkrankungen haufig erhoht ist.(1,13) Wir vermuteten einen Zusammenhang
zwischen der Typ | IFN-Aktivierung und der Entwicklung eines autoimmunen
kongenitalen Herzblocks. Der Zusammenhang zwischen einer Typ | IFN-
Aktivierung und der Ausbildung eines autoimmunen Herzblocks wurde zuvor
nicht untersucht. Wir verglichen neun Schwangerschaften, bei denen
postpartum ein autoimmuner kongenitaler Herzblock aufgetreten ist, mit 14

Schwangerschaften, bei denen ebenfalls Anti-Ro/SSA-Antikorper
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nachweisbar waren, ohne das Auftreten eines Herzblocks mit weiteren 30
gesunden Schwangeren ohne Nachweis von Anti-Ro/SSA-Antikdrpern. Wir
konnten zeigen, dass alle Mutter, die ein Kind mit einem autoimmunen
Herzblock zur Welt gebracht hatten, eine hohe Expression von SIGLEC1 auf
Monozyten in der Durchflusszytometrie aufwiesen und sich von den
Kontrollen signifikant unterschieden. Durch diese Arbeit konnte erstmalig ein
Zusammenhang zwischen einer Typ | IFN-Aktivierung und der Entwicklung
eines kongenitalen autoimmunen Herzblocks festgestellt werden. Weitere
Studien konnten diesen Zusammenhang bestatigen und konsekutiv weitere

pathophysiologische Prozesse aufklaren.
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2.4

Die diagnostische Bedeutung von SIGLEC1 bei den idiopathischen
inflammatorischen Myopathien

Graf, M., Stuckrad, S.L. von, Uruha, A., Klotsche, J., Zorn-Pauly, L.,
Unterwalder, N., Buttgereit, T., Krusche, M., Meisel, C., Burmester, G.R.,
Hiepe, F., Biesen, R., Kallinich, T., Stenzel, W., Schneider, U., Rose, T.,
2022. SIGLEC1 enables straightforward assessment of type | interferon
activity in idiopathic inflammatory myopathies. RMD Open 8, e001934.

Originalpublikation unter: https://doi.org/10.1136/rmdopen-2021-001934

Die Typ | IFN-Aktivierung spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese bei
Subtypen idiopathisch-inflammatorischer Myopathien. Durch
Transkriptomanalysen im peripheren Blut von Patientinnen und Patienten mit
IIM konnte eine Typ | IFN-Aktivierung festgestellt werden.(3) Vor allem bei
Patienten und Patientinnen mit DM und AS zeigte sich eine besonders hohe
Aktivierung. Ziel der Arbeit war es zu untersuchen, ob SIGLEC1 als Typ |
IFN-Aktivierungsmarker fiur die Erfassung der Krankheitsaktivitat im
Querschnitt und longitudinal nutzlich ist. Hierzu wurden insgesamt 96
Patientinnen bzw. Patienten mit der Diagnose einer Myositis eingeschlossen,
die in der Rheumatologie und in der Abteilung fur Kinderrheumatologie in der
Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin der Charité 1 Universitatsmedizin Berlin
behandelt wurden. Es zeigte sich, dass die SIGLEC1-Expression auf
Monozyten mit der Krankheitsaktivitit der DM, gemessen am Physician

Global Assessment (PGA) und am Childhood Myositis Activity Scale (CMAS),
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korreliert. Diese Korrelation war sowohl im Querschnitt als auch im
Langsschnitt feststellbar. Beim AS zeigten 42% der Patientinnen bzw.
Patienten eine erhohte SIGLEC1-Expression, die jedoch insgesamt nicht mit
der Krankheitsaktivitdt korrelierte. Bei den IMNM konnte keine erhdhte
SIGLEC1-Expression festgestellt werden, was mit der publizierten Literatur
beziglich einer Typ | IFN-Aktivierung Ubereinstimmt. Zwei Patienten in der
Gruppe der IBM zeigten eine hohe SIGLEC1-Expression, die gleichzeitig
aber auch Antikérper gegen ULRNP und Ro/SSA aufwiesen, so dass hier
anzunehmen ist, dass pathophysiologisch mdglicherweise zusatzliche
andere immunologische Prozesse den Krankheitsverlauf beeinflussen,
zumal bekannt ist, dass diese Autoantikdrper eine Typ | IFN Aktivierung
auslosen koénnen. Daraus lasst sich zusammenfassend schliel3en, dass
SIGLEC1 ein potentieller Biomarker fiur die Krankheitsaktivitatsbestimmung
der DM darstellt und dariiber hinaus fur die Identifizierung von Patienten und

Patientinnen mit einer Typ | IFN-Aktivierung von Nutzen sein kénnte.
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Connective tissue diseases

SIGLEC1 enables straightforward
assessment of type I interferon activity
in idiopathic inflammatory myopathies

Manuel Graf

Christian Meisel,® Gerd R Burmester
Tilmann Kallinich

ABSTRACT

Objective To evaluate sialic acid binding Ig-like lectin 1
(SIGLEC1) expression on monocytes by flow cytometry as
a type | interferon biomarker in idiopathic inflammatory
myopathies (IIM).

Methods We performed a retrospective analysis of adult
and paediatric patients with the diagnosis of IIM. SIGLEC1
expression was assessed by flow cytometry and was
compared with Physician Global Assessment or Childhood
Myositis Assessment Scale disease activity scores. Mann
Whitney U test and receiver operating characteristic curves
were used for cross-sectional data analysis (n=96), two-
level mixed-effects linear regression model for longitudinal
analyses (n=26, 110 visits). Response to treatment was
analysed in 14 patients within 12 months, using Wilcoxon
test. SIGLEC1 was compared with interferon-stimulated
gene 15/MxA status by immunohistochemical staining of
muscle biopsies (n=17).

Results 96 patients with adult (a) and juvenile (j)
dermatomyositis (DM, n=38), antisynthetase syndrome
(AS, n=19), immune-mediated necrotising myopathy
(IMNM, n=8), inclusion body myositis (IBM, n=9)

and overlap myositis (n=22) were included. SIGLEC1
distinguished significantly between active and inactive
disease with an area under the curve of 0.92 (95% CI
0.83 to 1) in DM and correlated with disease activity
longitudinally (aDM: standardised beta=0.54, p<0.001;
jDM: standardised beta=—0.70, p<0.001). Response

to treatment in DM was associated with a decreasing
SIGLEC1 (p<0.01, Wilcoxon test). SIGLECT was found
upregulated in 8 of 19 patients with AS, 2 of 9 patients
with IBM but not in IMNM.

Conclusion SIGLEC1 is a candidate biomarker to assess
type | interferon activity in IIM and proved useful for
monitoring disease activity and response to treatment in
juvenile and adult DM.

INTRODUCTION

Idiopathic inflammatory myopathies are a
group of autoimmune diseases that can affect
the muscles, skin, lungs, joints and other

organs. The EULAR/American College of

Rheumatology (ACR) classification of 2017

,! Sae Lim von Stuckrad,? Akinori Uruha,** Jens Klotsche @,
Lydia Zorn-Pauly,' Nadine Unterwalder,” Thomas Buttgereit,” Martin Krusche @ ,
,! Falk Hiepe,' Robert Biesen,’

.25 Werner Stenzel,® Udo Schneider,' Thomas Rose
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1

Key messages

What is already known about this subject?

» There is an unmet need for type | interferon bio-
markers in rheumatic musculoskeletal diseases.

» Sialic acid binding Ig-like lectin 1 (SIGLEC1) is part
of the type | interferon signature and transcripts are
upregulated in various autoimmune diseases (eg,
SLE, dermatomyositis).

» SIGLECT is expressed on the surface of monocytes
and thus is easily assessable by flow cytometry.

What does this study add?

» An activation of the type | interferon system in id-
iopathic inflammatory myopathies can be identified
by flow cytometry analysing SIGLEC1 expression.
SIGLEC1 correlated to disease activity and im-
provement under therapy in juvenile and adult
dermatomyositis.

How might this impact on clinical practice or

further developments?

» SIGLEC1 expression is a suitable biomarker for
monitoring type | interferon activation in rheumatic
musculoskeletal diseases, which has clinical impli-
cations for patient stratification and treatment deci-
sion making especially in the context of interferon
inhibitory therapies.

divides them into dermatomyositis, polymy-
ositis and inclusion body myositis." However,
increasing knowledge about subentities such
as antisynthetase syndrome and immune-
mediated necrotising myopathy, and the
discovery of new myositis-specific autoanti-
bodies, has led to even more differentiation.
Furthermore, the existence of polymyositis
has recently been challenged.” Serum
creatine kinase is used in clinical practice
for diagnosis and monitoring of disease
activity despite its shortcomings in subtypes
of dermatomyositis.” "

BM)
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Studies have pointed out a crucial role of type I inter-
ferons in the etiopathogenesis of connective tissue
diseases such as systemic lupus erythematosus and idio-
pathic inflammatory my()pathics,7 % and therefore, have
become therapeutic targets of interest.”* An upregula-
tion of type I interferon-inducible transcripts was found
in peripheral blood, muscle and skin biopsy specimens,
particularly in patients with adult and juvenile derma-
tomyositis, showing a correlation with disease activity in
adult and juvenile dermatomyositis.” " However, type I
interferon activation varies individually and is frequently
not present. Thus, an easy assessable type I interferon
biomarker for patient stratification and disease activity
monitoring in routine clinical diagnostics is highly
needed.”

Analysing the type I interferon signature in whole
blood, SIGLECI (sialic acid binding Ig-like lectin 1,
CD169), although monocyte restricted, was found to be
a highly upregulated transcript in patients with adult and
juvenile dermatomyositis, systemic lupus erythematosus
and various genetic inlerferonopathies.” % However,
the whole blood type I interferon signature is influ-
enced by potentially disruptive factors (such as changes
in immune blood cell distribution) that prevent optimal
longitudinal comparative analysis.” Moreover, PCR
testing and interpretation can be challenging and time-
consuming. Hence, a cellspecific approach to analysing
type I interferon activity by measuring cell surface
expression of SIGLECI on monocytes by flow cytometry
could be advantageous.” The utility of SIGLECI assess-
ment by flow cytometry has been shown very recently in
juvenile dermatomyositis,”” adult and juvenile systemic
lupus erythematosus,” ' systemic sclerosis,” Sjogren’s
syndrome,” genetic interferonopathies’ and viral infec-
tions including (I()VI[)-]E),:"-’ but has not been analysed in
adult dermatomyositis and other subtypes of idiopathic
inflammatory myopathies.

The aim of this study was to analyse the usefulness of
flow cytometric measurement of SIGLECI expression on
monocytes as a biomarker for type I interferon activity
in patients with idiopathic inflammatory myopathies, and
to determine if SIGLECI expression in blood correlates
with disease activity, specific autoantibody profiles,
response to treatment and type I interferon activity in
skeletal muscle biopsies.

MATERIALS AND METHODS

Study population

Adult and Paediatric Rheumatology of Charité - Univer-
sitatsmedizin Berlin’s hospital electronic patient record
system was searched (MG and TR) for patients with a diag-
nosis of dermatomyositis, polymyositis, antisynthetase
syndrome, inclusion body myositis, immune-mediated
necrotising myopathy or overlap myositis and at least one
flow cytometric measurement of SIGLECI expression on
monocytes during the period between July 2015 and May

2020. Control groups consisted of patients with systemic
lupus erythematosus and healthy individuals.

Laboratory measurement of SIGLEC1 and autoantibodies
Blood samples for the analysis of SIGLECI (CDI169)
expression on monocytes, creatine kinase and autoan-
tibody profiles were obtained on an outpatient or inpa-
tient basis as part of routine diagnostics at the Charité
- Universititsmedizin Berlin, and they were analysed at
Labor Berlin - Charité Vivantes.

SIGLECI expression in whole blood was determined
by flow cytometry using a highly standardised quantita-
tive assay (online supplemental eText S1), as described by
Stuckrad et al*® The CD169/SIGLEC-1 assay is an accred-
ited method according to EN ISO 15189. Standardisation
procedure of this method is based on a protocol based on
a flow cytomtric assay to quantify HLA-DR expression on
monocytes.% The lower limit of quantitation of this assay
was 1200 monoclonal antibodies bound per cell (mAb/
cell). The reference range for the expression of SIGLEC1
in healthy controls was determined to be less than 2400
mADb/cell.

Screening for IgG antinuclear antibodies (ANA) in
human serum was performed as part of the routine
diagnostics using the AESKUSLIDES ANA-HEp-2 indi-
rect immunofluorescence assay from AESKU.GROUP
(Wendelsheim, Germany). Qualitative determination
of ANA (SS-A 52, SS-A 60, SS-B, RNP-70, Sm, RNP/Sm,
Scl-70, centromere B and Jol) in human serum was
performed using the ANACombi ELISA from Orgentec
(Mainz, Germany). Myositis-specific (anti-NXP2, anti-
TIFly, anti-MDAD, anti-SRP, anti-Mi2, anti-OJ, anti-EJ,
anti-PL7, anti-PL12, anti-Jol and anti-SAE) and myositis-
associated autoantibodies (anti-Ku, ant-PM75, ant-
PM100 and anti-Ro52) were determined in serum using
the EUROLINE Autoimmune Inflammatory Myopa-
thies 16 Ag line immunoassay (Euroimmun, Liibeck,
Germany). Anti-HMGCR antibodies were determined
using QUANTA Flash (Inova Diagnostics, San Diego,
California, USA).

Assessment of disease activity

Juvenile patients with idiopathic inflammatory myopa-
thies were routinely evaluated with the Childhood
Myositis Assessment Scale (CMAS) by a trained physio-
therapist at the time of their visit, as described by Rider
el al”” CMAS is a validated tool to measure muscle
strength and endurance in juvenile idiopathic inflamma-
tory myopalhics.37 2 Physiotherapists were not informed
about laboratory parameters, such as creatine kinase or
SIGLECI expression. The Physician Global Assessment
(PGA), with scores ranging from 0 (no disease activity) to
10 (high disease activity), was used to rate overall disease
activity in juveniles and adults. If PGA data was missing in
the medical records, it was determined retrospectively by
two experienced rheumatologists (US and SLvS) based
on all available information except for SIGLECI expres-
sion. Visit 1 was defined as the date of the patient’s first

2
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8 Connective tissue diseases

SIGLECI expression measurement at our clinic. We did
not investigate an association of SIGLEC1 with clinical
manifestations in dermatomyositis and antisynthetase
syndrome since the heterogeneity of these diseases
resulted in a low number of patients in each subgroup,
which may result in false positive findings and invalid
conclusions from statistical analysis.

Response to treatment analysis

To assess a clinically meaningful response to treatment
in juvenile and adult patients with dermatomyositis we
included all patients with (A) active disease (PGA =5) on
the first visit (B) a follow-up visit in a time frame of 3 to
12 months and (C) reduction of PGA by at least 20% (as
proposed by Rider et al”).

Assessment of type | interferon activity in muscle biopsies
Interferon-stimulated gene 15 (ISG15) and myxovirus
resistance protein A (MxA) reflect the type I interferon
activity"’ and their protein expression can be assessed by
immunohistochemical (IHC) analysis. Fixation of the
muscle was done by standard cryofixation in methylb-
utane precooled in liquid nitrogen at a temperature
of =120°C. The tissue was mounted on tissueTek on a
cork plate and was moved in small circles for 60 s in the
alcohol. Briefly, 7-8 pm cryosections of skeletal muscle
biopsies were stained using MxA (Santa Cruz polyclonal,
Mx1/2/3, H-285, sc-50509, 1:100) and ISG15 (Abcam,
clone ab14374, 1:50) as the primary antibodies, and IHC
analysis was performed using the iVIEW DAB (3,3-diam-
inobenzidine) Benchm. Detection Kit 05266157001 /760-
091 (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA), as
previously described."" ' The kit specifically detects mouse
IgG, IgM and rabbit IgG antibodies bound to antigen and
the specific antibody is located by a biotin-conjugated
secondary antibody. Following this, a streptavidin enzyme
(streptavidin-HRP) conjugates with the biotin-bound
secondary antibody and visualisation is made possible
via hydrogen peroxide substrate and DAB, producing a
brown precipitate. Appropriate biotinylated secondary
antibodies were used for signal amplification, and visualis-
ation of the reaction product was carried out on a Bench-
mark XT immunostainer (Ventana) using a standardised
procedure. As previously described, MxA and ISGI5
staining in the cytoplasm was considered positive except
for necrotic or regenerating fibres. Fibres with equivocally
faint staining were considered negative." ** Appropriate
positive and negative controls (tissue reactions) were used
where necessary. Additionally, normal muscle or physiolog-
ical control (eg, staining of arterioles by C5b-9, MHC class
I positivity of capillaries) were used as negative control for
all reactions. Negative control staining with an irrelevant
antibody is presented in online supplemental eFigure S8.
Biopsies were included in this study only if performed
within 7 days of SIGLEC1 measurement in blood.

Statistical analysis
Quantitative data are presented as mean (range) or
median (IQR), and qualitative data are presented as

absolute numbers (percentage). The Mann-Whitney
U test (MWU) was used to compare groups with non-
normally distributed data. Spearman’s rank test was used
to evaluate correlations between SIGLECI or creatine
kinase and disease activity scores (PGA, CMAS). Receiver
operating characteristic curves were plotted to compare
the capability of SIGLECI and creatine kinase to distin-
guish between active (PGA >5) and inactive disease
(PGA <5).

Longitudinal data analyses were performed using a two-
level mixed-effects linear regression model. Standardised
beta coefficients (betaST) were reported to compare the
strength of association between the following parame-
ters of interest: (1) CMAS score and SIGLECI1 /creatine
kinase, respectively, in juvenile dermatomyositis and (2)
PGA score and SIGLECI /creatine kinase, respectively, in
adult dermatomyositis. Clinically meaningful response
to treatment was analysed using Wilcoxon matched-pairs
signed rank test. Linear mixed models analyses were
performed with STATA V.12.1, and Graphpad Prism
V.9.1.2 was used for all other data analyses and graphs.
Values of p<0.05 were considered statistically significant.

Patient and public involvement

Patients and/or the public were not involved in the
design, conduct, reporting or dissemination of this
research.

RESULTS

Study population

Seventy-four patients with confirmed diagnoses of idio-
pathic inflammatory myopathies were included (table 1)
and 44 patients were excluded due to unclear diag-
noses and/or insufficient clinical data. According to
the EULAR/ACR criteria for idiopathic inflammatory
myopathies,' 82.4%-100% of the patients with adult and

juvenile dermatomyositis, antisynthetase syndrome and

inclusion body myositis had a probable or definite diag-
nosis. This was the case for only 62.6% of the patients
with immune-mediated necrotising myopathy, however,
these diagnoses were conclusive according to clinical
and morphological criteria, as discussed at the 224th
ENMC International W()rksh()p.“ The ‘overlap’ group
consisted of 22 patients with overlap myositis (n=16),
mixed connective tissue disease (n=5) and systemic scle-
rosis (n=1). No patient with isolated polymyositis as an
independent entity could be identified in the time frame
of 5 years.

SIGLEC1 expression in inflammatory myopathies and control
groups

Adult and juvenile dermatomyositis patients expressed
high levels of SIGLEC1 (median, 5876 and 5272 mAb/
cell) (figure 1 and table 1). SIGLECI was upregulated
in all newly diagnosed juvenile dermatomyositis patients
(n=4, median, 13735 mAb/cell) and in 77.8% (n=7)
of the newly diagnosed adult dermatomyositis patients
(n=9, median, 9812 mAb/cell). There was no significant
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8 Connective tissue diseases
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Figure 1 SIGLEC1 expression on monocytes of all
patients at first visit. Horizontal bars show median values.
Mann-Whitney U test was used to compare patients with
the following idiopathic inflammatory myopathies (IIM)—
adult (n=21) and juvenile (n=17) dermatomyositis (DM),
antisynthetase syndrome (AS, n=18), inmune-mediated
necrotising myopathy (IMNM, n=8), inclusion body myositis
(IBM, n=9)—with healthy individuals (n=19); ***p<0.001; ns,
not significant; SIGLEC1, sialic acid binding Ig-like lectin 1;
SLE, systemic lupus erythematosus.

difference in SIGLECI expression between adult/juve-
nile dermatomyositis and systemic lupus erythematosus
(systemic lupus erythematosus vs adult dermatomyositis:
p=0.172; systemic lupus erythematosus vs juvenile dermat-
omyositis: p=0.485; MWU). Elevated SIGLECI expression
was observed in two patients with inclusion body myositis
(both anti-Ro52", one anti-UIRNP" and anti-Ku"). In the
overlap group, six patients showed elevated SIGLECI
levels: four with mixed connective tissue disease (anti-
UIRNP"), one with anti-Ku antibodies, and one with
overlap to juvenile systemic lupus erythematosus. In
patients with systemic lupus erythematosus, SIGLECI
correlated with the systemic lupus erythematosus disease
activity index-2k (r=0.46, p=0.013, Spearman’s r).

SIGLEC1 expression and disease activity

To determine if SIGLECI expression is associated with
disease activity, each subgroup of idiopathic inflamma-
tory myopathies was divided into two groups by PGA
score: PGA<H (no to moderate disease activity) and
PGA=5 (moderate to severe disease activity) (figures 2
and 3). There was a significant difference between
the two groups in adult dermatomyositis (p<0.001,
MWU) and juvenile dermatomyositis (p<0.001, MWU).
SIGLECI levels generally correlated with PGA levels in
adult and juvenile dermatomyositis (adult dermatomy-
ositis: r=0.81, p<0.001 and juvenile dermatomyositis:

A adult DM juvenile DM
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= - oo
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Figure 2 SIGLEC1 expression in DM patients (A) adult

and juvenile DM subgroups (n=21/n=17) are separated by
PGA score: PGA <5 (no to moderate disease activity) and
PGA >5 (moderate to severe disease activity). Horizontal
bars show median values; asterisks (*) represent significant
results (p<0.05). The Mann-Whitney U test was used to
compare groups. (B) Receiver operating characteristic
curves for SIGLEC1 and creatine kinase in juvenile and adult
DM (n=38). The curves show the ability of each biomarker

to distinguish between patients with PGA >5 (moderate to
severe disease activity) and PGA <5 (no to moderate disease
activity): SIGLEC1: AUC=0.92, 95% CI 0.83 to 1; p<0.001;
CK: AUC=0.71; 95% CI 0.54 to 0.89; p=0.04 (C) SIGLEC1
expression in adult and juvenile DM patients with a clinically
meaningful improvement between the first visit and 3-12
months after the first visit (n=14, p<0.01, Wilcoxon test).

The median and IQR for each time point is shown. AUC,
area under the curve; DM, dermatomyositis; PGA, physician
global assessment; SIGLEC1, sialic acid binding Ig-like lectin
T

r=0.80, p<0.001; Spearman’s r) (online supplemental
eFigure S3). We also analysed the capability of SIGLEC1
and creatine kinase to distinguish between PGA <5 and
PGA =5 and found a high area under the curve (AUC)
for SIGLECI in dermatomyositis (AUC=0.92, p<0.001)
and both dermatomyositis subgroups (juvenile dermat-
omyositis: AUC=0.97, p=0.001; adult dermatomyositis:
AUC=0.96, p=0.002). The AUC was lower for creatine
kinase (dermatomyositis: AUC=0.71; p=0.04; juvenile
dermatomyositis:  AUC=0.94, p=0.003; adult dermat-
omyositis: AUC=0.60, p=0.513) (figure 2 and online
supplemental eFigure S1). To identify the best cut-off
point for SIGLECI in dermatomyositis, we applied the
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Figure 3 SIGLEC1 expression versus disease activity in AS,
IMNM and IBM subgroups, separated by PGA score: PGA <5
(no to moderate disease activity) and PGA =5 (moderate to
severe disease activity). Horizontal bars show median values.
The Mann-Whitney U test was used to compare groups.

AS, antisynthetase syndrome; IBM, inclusion body myositis;
IMNM, immune-mediated necrotising myopathy; PGA,
Physician Global Assessment; SIGLEC1, sialic acid binding
Ig-like lectin 1.

Youden-index (J=sensitivity + specificity — 1) and found
a lower threshold of 2383 mAb/monocyte (sensitivity
87.5%; specificity 85,71%), with a positive predictive
value of 91.3%. In juvenile dermatomyositis, SIGLEC1
correlated with CMAS (r=-0.57, p=0.046; Spearman’s r)
in cross-sectional analysis, while creatine kinase showed
no significant correlation with CMAS (r=-0.40, p=0.180,
Spearman’s r) (online supplemental eFigure S2).

In the longitudinal analyses based on a total of 65 visits
by 12 juvenile dermatomyositis patients (SIGLECI vs
CMAS) and 45 visits by 14 adult dermatomyositis patients
(SIGLEC1 vs PGA), SIGLECI1 correlated with disease
activity in juvenile (SIGLEC1 vs CMAS: betaST=-0.70,
p<0.001) and adult dermatomyositis (SIGLECI vs PGA:
betaST=0.54, p<0.001) (table 2). The correlations
between disease activity and SIGLECI were stronger than
those between disease activity and creatine kinase in all
analyses. The increase or decrease of SIGLECI between
two consecutive visits was associated with changes in
disease activity scores. Results for creatine kinase were
not significant. Longitudinal graphs of biomarkers and
disease activity are presented in online supplemental
eFigure S4 and S5.

Fourteen patients with dermatomyositis (adult, n=6
and juvenile, n=8) fulfilled the inclusion criteria for our
response to treatment analysis. Between the two visits,
there was a significant reduction of SIGLECI expression
(median of differences 10059, IQR -6058 to -12152,
p<0.01, Wilcoxon test) (figure 2). PGA scores between
the respective visits improved by -76.5% (median of
differences, IQR -63% to -91%). Medication for the
treatment were as followed: Prednisolone (n=14), Meth-
otrexate (n=9), Intravenous Immunoglobulin (n=9),
Hydroxychloroquine (n=4), Azathioprine (n=3), Cyclo-
phosphamide (n=2).

No significant correlation between SIGLECI and
disease activity was detected in patients with antisynthetase
syndrome, inclusion body myositis or immune-mediated

necrotising myopathy (figure 3 and online supplemental
cFigure S3).

SIGLEC1 expression and myositis-specific autoantibodies
Subgroup analysis of juvenile and adult dermatomyositis
patients with moderate to high disease activity (PGA =25)
revealed elevated SIGLECI expression in 5/5 patients
with TIFly-antibodies, 6/7 with MDAb-antibodies, 4/5
with NXP2-antibodies and 2/3 with Mi2-antibodies. Those
with immune-mediated necrotising myopathy-associated
antibodies (anti-SRP, anti-HMGCR) had consistently low
SIGLECI expression (figure 4).

Comparison of SIGLEC1 expression on monocytes with ISG15/
MxA status in muscle tissue

Of the 17 muscle samples eligible for IHC staining (inclu-
sion criteria: 7 days or less between SIGLECI measure-
ment and muscle biopsy), 7 (41.2%) were positive for
ISG15 and/or MxA. The average time between SIGLECI-
measurement and muscle biopsy was 3 days (range: 0-7
days). All muscle biopsy patients that were positive for
ISG15/MxA (in staining) had elevated SIGLECI expres-
sion on monocytes in peripheral blood (figure 5), butone
patient with antisynthetase syndrome had only minimal
elevation (2449 mAb/cell). Three patients with upregu-
lation of SIGLECI expression had a negative ISG15/MxA
status and were diagnosed with dermatomyositis: one
had anti-TIF1y antibodies, one did not have any myositis-
specific autoantibodies, and one had anti-MDA5" amyo-
pathic dermatomyositis. One patient with inclusion
body myositis who was positive for SIGLECI expression
on monocytes and in IHC staining in muscle biopsy was
also positive for anti-Ku, anti-UIRNP and anti-Ro52 anti-
bodies (online supplemental eTable S1).

DISCUSSION

We found that SIGLECI expression on monocytes corre-
lated with disease activity in patients with juvenile and
adult dermatomyositis. Clinically meaningful improve-
ment under therapy was associated with a significant
decrease in SIGLECI expression. These results are in
line with studies that analysed type I interferon tran-
scripts," " but with the advantage of being easily assess-
able by flow cytometry. Very recently, Lerkvaleekul et af”’
published data of SIGLECI in 21 patients with newly
diagnosed juvenile dermatomyositis. They found, that
SIGLECI expression correlated to disease activity and
was superior to predict treatment response compared
with an ISG score consisting of five genes. Our results
validate the findings in juvenile dermatomyositis and
by that underline the potential of SIGLECI in clinical
routine diagnostics.

In our study, SIGLECI could distinguish between active
and inactive disease in adult and juvenile dermatomyo-
sitis patients with a large AUC. In this context, published
results in a comment suggest the utility of direct assess-
ment of interferon by using a highly sensitive interferon-
alpha single-molecule array (SIMOA) digital ELISA in
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a Connective tissue diseases

Table 2 Results of longitudinal analyses comparing SIGLEC1 and CK with disease activity scores (CMAS/PGA) for (A) 12

juvenile and (B) 14 adult dermatomyositis patients

A: Patients with juvenile dermatomyositis

Do SIGLEC1/CK correlate with CMAS over time?

CMAS—all values*

CMAS —visits with complete data (SIGLEC1 and CK)t

n=65
betaST=-0.70; p<0.001
95% CI -0.85 to -0.54
n=53
betaST=-0.65; p<0.001
95% CI -0.80 to —0.49

Is the change of SIGLEC1/CK associated with a change in CMAS?

Change between visits (A Visit, , and visit):
CMAS —all values*

CMAS —visits with complete data (SIGLEC1 and CK)t

n=28
betaST=-0.53; p<0.001
95% CI -0.77 to -0.29
n=16
betaST=-0.42; p<0.001
95% ClI -0.71 to -0.14

n=87
betaST=-0.39; p<0.001
95% CI -0.57 to -0.21
n=53
betaST=-0.50; p<0.001
95% Cl -0.66 to —0.33

n=41

betaST=-0.27; p=0.051
95% Cl -0.62 to -0.08
n=16

betaST=-0.14; p=0.566
95% Cl -0.39 to 0.11

B: Patients with adult dermatomyositis

Do SIGLEC1/CK correlate with PGA over time?
PGA—all values*

PGA—visits with complete data (SIGLEC1 and CK)t

n=45
betaST=0.54; p<0.001
95% CI1 0.34 t0 0.74

n=41
betaST=0.52; p<0.001
95% Cl 0.32 to 0.72

Is the change of SIGLEC1/CK associated with a change in PGA?

Change between visits (A visit,, and visit):
PGA—all values*

PGA—visits with complete data (SIGLEC1 and CK)t

n=31

betaST=0.48; p=0.003
95% CI 0.16 t0 0.79
n=25

betaST=0.60; p=0.001
95% CI 0.29 to 0.91

n=41
betaST=0.17; p=0.149
95% Cl -0.11 t0 0.45

=41
betaST=0.17; p=0.149
95% Cl -0.11 to 0.45

n=25

betaST=-0.10; p=0.634
95% Cl -0.45 to 0.27
n=25

betaST=-0.10; p=0.634
95% Cl -0.45 to 0.27

Statistical analysis was performed using a two-level mixed-effects linear regression model.

*SIGLEC1 and CK values were analysed independently of each other.

tIncluded only those visits where both biomarkers (SIGLEC1 and CK) were assessed (complete-case analysis).
betaST, standardised beta coefficient; CK, creatine kinase; CMAS, Childhood Myositis Assessment Scale; n, number of analysed values;
PGA, Physician Global Assessment; SIGLEC1, sialic acid binding Ig-like lectin 1.

juvenile dermatomyositis.”* SIMOA technology is of
special interest, since direct measurement of interferon
alpha using ELISA has been shown to have a low sensi-
tivity in systemic lupus erythematosus.” A direct compar-
ison of these two type I interferon biomarkers would be
highly interesting, as they are both candidates for routine
clinical diagnostics.

In this study, expression of SIGLEC1—which is mostly
type I interferon regulated” *—was lower in antisyn-
thetase syndrome than in dermatomyositis. It has been
proposed that type II interferons might play a more
prominent role in the etiopathogenesis of antisynthe-
tase syndrome.* ** However, Reed et al found high inter-
feron scores (including IP-10, I-TAC and MCP-1) in
patients with antisynthetase syndrome."” We also identi-
fied patients with high expression of SIGLECI indicating

a type I interferon response. This interesting finding
warrants further investigation.

Two of our nine patients with inclusion body myositis
exhibited high expression of SIGLECI: both were posi-
tive for anti-Ro and one was also positive for anti-UIRNP
autoantibodies, which are known to induce type I inter-
ferons." Sjoegren’s syndrome could be excluded. One
of these anti-UIRNP" inclusion body myositis patients
was also analysed for MxA/ISG15 in muscle tissue and
showed an unusual positive staining on myofibers (cf.
patient ADO10). Data on the role of interferons in inclu-
sion body myositis are inconsistent and need to be clari-
fied.""**" The detection of an activated type I interferon
system might have important treatment implications in
this debilitating chronic disease.
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Figure 4 SIGLEC1 expression and autoantibody status.
SIGLEC1 expression of all [IM patients (n=74) at first visit.
Each group represents patients with a positivity for the
respective myositis-specific autoantibody (MSA) and (A)
PGA =5 (moderate to severe disease activity) and (B) PGA <5
(no to moderate disease activity); if present, additional
myositis associated antibodies (MAA) are marked by
different colours and no MAA is resembled by black. IIM,
idiopathic inflammatory myopathies; PGA, Physician Global
Assessment; SIGLEC1, sialic acid binding Ig-like lectin 1.

2400

A
DM AS IBM
IMNM Overlap
30000
°
20000
°
L

SIGLEC1 expression (mAb/cell), blood
&
L
L]
L]

L
2402 .‘:‘.. ......... @ceonsnns
c negative positive

ISG15/MxA, muscle A

Figure 5 Immunohistochemical staining of type |
interferon-inducible proteins (ISG15/MxA) in muscle
tissue (A) comparison of SIGLEC1 expression in blood

with negative or positive ISG15 and/or MxA status in
immunohistochemical muscle biopsy staining (n=17). Colours
represent patients with the specified subgroups of IIM and
overlap (see legend box). (B) ISG15 and MxA status of three
patients and one healthy donor (HD) are shown. Patient
ADOOS5 (adult DM, SIGLEC1 in blood 13301 mAb/cell) had
negative (-) stains. Patient ADO10 (adult IBM, SIGLEC1 in
blood 9281 mAb/cell) stained clearly positive (+) for MxA on
capillaries and macrophages; regarding the ISG15 status,
some macrophages were positive, but myofibers were not.
Patient AD042 (adult DM, SIGLEC1 in blood 16295 mAb/cell)
was ISG15-positive (more densely stained on sarcolemma
than on sarcoplasm) and MxA-positive. AS, antisynthetase
syndrome; DM, dermatomyositis; IBM, inclusion body
myositis; IMNM, immune-mediated necrotising myopathy;
IIM, idiopathic inflammatory myopathies; SIGLEC1, sialic
acid binding Ig-like lectin 1.

We did not find evidence of an upregulation of
SIGLEC1 expression in immune-mediated necrotising
myopathy, which is in line with other current studies
analysing type I interferon-regulated transcripts (in
muscle).

Few studies have explored differences in interferon
signatures in blood according to myositis-specific autoan-
tibody status.'” We found the highest SIGLECI expres-
sion in anti-MDA5" dermatomyositis patients, but could
not detect a specific association of SIGLECI to certain
myositisspecific  autoantibodies in  dermatomyositis
otherwise. Our findings underline, that the autoanti-
body status alone is not predictive for the detection of
a type I interferon activation. Thus, the assessment of
myositis-specific autoantibodies in conjunction with the
assessment of type I interferon activity might be useful
for patient stratification.

The current study has strengths and limitations. A
strength is that we could demonstrate that SIGLECI,
as an implemented routine biomarker, was able to vali-
date findings from other studies investigating type I
interferon signature with the advantage of being easily
assessable by flow cytometry. A limitation is that muscle
strength scores equivalent to the CMAS were not avail-
able for adult patients. Second, the PGA was performed
retrospectively in most cases, which has to be consid-
ered when interpreting the data. Since the missing
scores were determined by two experienced rheumatol-
ogists with access to all clinical data for each visit but
blinded to SIGLECI expression, we hope that we could
reduce a potential bias. Third, although we could show
that a clinical meaningful response to therapy was asso-
ciated with a decrease in SIGLECI expression, the clin-
ical benefit of measuring type I interferon biomarkers
still needs to be proven by subsequent prospective
studies. Another limitation of the study was the low
number of patients in the subanalysis of autoanti-
bodies. This problem can only be solved by multicentre
collaborations.

In conclusion, analysis of SIGLECI expression by flow
cytometry enables the individual assessment of type I
interferon activity in idiopathic inflammatory myopa-
thies. Present and published data on SIGLECI expres-
sion in patients with interferon-associated rheumatic
and musculoskeletal diseases, interferonopathies and
viral infections confirm that SIGLECI is an easy-to-use
type I interferon biomarker and demonstrate its poten-
tial for patient stratification, disease activity monitoring
and assessment of treatment response in routine clinical
practice.
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2.4

Die diaghostische Bedeutung von SIGLECL1 bei der systemischen
Sklerose

Hoppner, J., Casteleyn, V., Biesen, R., Rose, T., Windisch, W., Burmester,
G.R., Siegert, E., 2022. SIGLEC-1 in Systemic Sclerosis: A Useful
Biomarker for Differential Diagnosis. Pharmaceuticals 15, 1198.

Originalpublikation: https://doi.org/10.3390/ph15101198

Es wurde eine prospektive Studie von 203 Patientinnen und Patienten mit
gesicherter SSc mit der Frage nach klinischen Assoziationen zur SIGLEC1
Expressionshéhe durchgefihrt. Die SIGLEC1 Expressionshdhe bei der SSc
wurde mit anderen systemischen Autoimmunkrankheiten und gesunden
Probandinnen und Probanden verglichen. Es zeigte sich, dass die
Expressionshohe im Vergleich zu Gesunden signifikant erhoht ist, aber
deutlich niedriger ist als beispielsweise bei Patientinnen und Patienten mit
einem SLE. Es konnte eine Assoziation von SIGLEC1 mit einer reduzierten
forcierten Vitalkapazitat (FVC) festgestellt werden, aber nicht zu anderen
Manifestationen, wie beispielsweise Muskel- oder Herzbeteiligung.
Patientinnen und Patienten mit erhéhter SIGLEC1 Expression zeigten im
Vergleich zu Patientinnen und Patienten ohne eine erhohte SIGLEC1-
Expression eine verminderte FVC auf. Auch bei der Hautbeteiligung, die
mittels dem modified rodnan skin score (MRSS) erhoben wurde, konnte keine
Assoziation zu einer erhéhten Expression von SIGLEC1 festgestellt werden.
Es konnte eine deutlich erhdhte SIGLEC1 Expression bei Patientinnen und
Patienten mit Mischkollagenose festgestellt werden. Zusammenfassend ist

die diagnostische Bedeutung der Erfassung der Typ | IFN Aktivierung mittels
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SIGLEC1 bei der SSc unklar. Die Assoziation mit der erniedrigten FVC ist
interessant und muss in weiteren Studien untersucht werden. Klinische
Studien, die die Wirksamkeit einer Typ | IFN inhibitorischen Therapie

Uberprufen, werden hier weitere Aufschliisse zulassen.
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Abstract: Systemic Sclerosis (55c) is a clinically heterogeneous disease that includes an upregulation
of type Iinterferons (IFNs). The aim of this observational study was to investigate the IFN-regulated
protein Sialic Acid-Binding Ig-like Lectin 1 (SIGLEC-1) as a biomarker for disease phenotype, ther-
apeutic response, and differential diagnosis in SSc. Levels of SIGLEC-1 expression on monocytes
of 203 55c patients were determined in a cross-sectional and longitudinal analysis using multi-
color flow cytometry, then compared to 119 patients with other rheumatic diseases and 13 healthy
controls. S5c¢ patients higher SIGLEC-1 expression on monocytes (2097.94 + 2134.39) than HCs
(1167.45 + 380.93; p = 0.49), but significantly lower levels than SLE (8761.66 + 8325.74; p < 0.001) and
MCTD (6414.50 & 1846.55; p < 0.001) patients. A positive SIGELC-1 signature was associated with
reduced forced expiratory volume (p = 0.007); however, we were unable to find an association with
fibrotic or vascular disease manifestations. SIGLEC-1 remained stable over time and was independent
of changes in immunosuppressive therapy. However, SIGLEC-1 is suitable for differentiating SSc
from other connective tissue diseases. SIGLEC-1 expression on monocytes can be useful in the differ-
ential diagnosis of connective tissue disease but not as a biomarker for SSc disease manifestations

or achivity.

Keywords: Systemic Sclerosis; SIGLEC-1; biomarker; interferon; treatment; cytokines

1. Introduction

Systemic Sclerosis (S5c) is a rare connective tissue disease that is characterized by the
triad of microangiopathy, fibrotic complications and immunological abnormalities that
include both innate and adaptive immunity [1-3]. One of the autoimmune phenomena is
the production of characteristic and distinct serum autoantibodies detected in most patients
as well as the presence of inflammatory cells with a prominent type I interferon (IFN)
signature in circulating and tissue-infiltrating immune cells [4-13].

Activation of the type I IFN pathway is present in several rheumatic diseases including
systemic lupus erythematosus (SLE), primary Sjogren syndrome (pSS), rheumatoid arthritis
(RA), and others. While the direct detection of IFNs in plasma using ELISA is problematic
and unreliable, several previous studies have attempted to establish indirect interferon
markers, such as IEN regulated proteins, as biomarkers indirect IFN-markers in rheumatic
diseases [8-13]. As sialic acid binding Ig like lectin 1 (SIGLEC-1), an TFN-induced adhesion
molecule on monocytes [14], is one of the most prominent type I IFN-regulated genes, it
has been the most promising marker so far. In pSS, SIGLEC-1 expression on peripheral
blood monocytes could characterize patients with extraglandular involvement and high

Pharmaceuticals 2022, 15, 1198. https:/ /doi.org/10.3390/ph15101198
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disease activity [15]. For myositis, SIGLEC-1 was found to be a candidate biomarker to
assess type I TFN activity. It proved useful for monitoring disease activity and response
to treatment in juvenile and adult dermatomyositis [16,17]. In addition, SIGLEC-1 has
been shown to be elevated in RA [18], autoimmune thyroiditis [19], and primary biliary
cholangitis (PBC) [20].

The most extensive data on the robustness of SIGLEC-1 as a biomarker for disease
activity so far exists for SLE [21]. Biesen et al. were able to show that the frequency
of SIGLEC-1-expressing monocytes correlates with disease activity and was inversely
correlated with levels of complement factors. Moreover, glucocorticoid treatment resulted
in a reduction in SIGLEC-1 expression in cells from adult patients with active SLE [22]. In
addition, SIGLEC-1 expression was found to be a sensitive biomarker for adjusting disease
activity in childhood SLE [23], and it has prognostic value for identifying SLE patients at
risk for developing renal complications [13].

For SSc, the data is less clear. York et al. showed that IFN could induce SIGLEC-1
expression in SS¢ monocytes [10], and Farina et al. were able to show that SIGLEC-1
RNA expression in skin biopsies taken from fibrotic skin correlates with modified Rodnan
skin score (mRSS) [24]. Moreover, Eloranta et al. found an association for IFNa and the
interferon-inducible protein-10 (IP-10) in sera of SSc patients with cardiac involvement,
signs of PAH, and a history of digital ulcers [25]. However, York et al. [10] and others were
previously unable to demonstrate any differences with regard to skin involvement or organ
complications in 55¢ patients for SIGLEC-1 expression on monocytes or soluble SIGLEC-1
in patient serum, respectively [13,26].

A further complication in SS5c¢ is that activity scores are poorly validated or can only be
applied to specific subgroups, e.g., dcSSc [27]. Accordingly, it has been notoriously difficult
to find appropriate biomarkers. Ideally, biomarkers that indicate general disease activity or
specific organ manifestations, or that predict therapeutic response, would also be of great
use in clinical practice.

The objective of the present study was to assess whether the expression of SIGLEC-1 on
CD14" cells via flow cytometry could serve as a useful biomarker for disease manifestation,
including pulmonary or vascular complications and therapeutic response in 55c.

2. Results
2.1. Patients

203 SSc patients, 32 SLE, 16 pSS, 8 MCTD, 26 1IM, 14 UCTD, 23 RA, and 13 HCs
were included in this study. Demographic data are shown in Table 1. Our 5S¢ cohort was
representative of the skewed proportion between females and males (84%/16%), as well
as the proportions of patients with limited or diffuse cutaneous SSc and the age profile
(46.67 £ 14.80 years at diagnosis) typical for Caucasian SSc patients (Table 2) [28]. A total of
115 SSc patients (56.7%) received immunosuppression, while 88 55c¢ patients were without
immunosuppressive therapy. In addition, 28.9% of SSc patients on immunosuppressive
therapy received hydroxychloroquine (in combination or alone). Comprehensive laboratory
results were available for 97% of all SSc patients, pulmonary function test results were
available for 83%, and echocardiography results for 60%.

As expected, SLE patients were slightly younger and pSS patients slightly older, which
is in accordance with the expected age at disease onset for these conditions. Similarly,
disease duration for UCTD patients is short, as many of them will later develop a distinct
connective tissue disease.
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Table 1. Demographic characteristics.

§Sc SLE PSS MCTD ucTD M RA HC
n=203 n=32 n=16 n=48 n=14 n=26 n=23 n=13
Sex
No. (%) female 171 (84.2) 28 (87.5) 15 (93.8) 8 (100.0) 9 (64.3) 16 (61.5) 17 (73.9) 10(76.9)
No. (%) male 32 (15.8) 4(125) 1(6.2) 0(D.0) 5(35.7) 10 (385) 6(26.1) 3(23.1)
Age (mean - SDy; ym) S7H4 41431 414541270 66.00 + 969 5663 £ 1915 5893 + 11.57 61.85 4+ 1442 6244 4 1469 5595 4+ 1549
At diagnosis 1667 £ 1480 315611231 567541196 4160+2336 5800891 591441529 5183 +£17.33 N/A
Disease duration 10154881 883 L858 817 £ 6.45 9.80 +9.42 0.50 4 0.58 3004277 1072 412,02 N/A
(mean + 5D); yrs)
Antinuclear antibody
pno;ih'vt.-, no. (%) 186 (92.1%:) 31 (96.9%) 15 (93.7) B (100%) 12 (85.5) 15 (57.7) B (3.8%) 2(15.3)

HC = healthy control; IIM = idiopathic inflammatory myositis; MCTD = mixed connective tissue disease; pSS = pri-
mary Sjogren’s Syndrome; RA = rheumatoid arthritis; SI) = standard deviation; SLE = Systemic lupus erythemato-
sus; S5¢ = Systemic Sclerosis; UCTD = undifferentiated connective tissue disease; yrs = years; disease duration
refers to the time since first non-Raynaud symptom in S5c.

Table 2. Clinical and serologic characteristics of SSc patients.

Negative Positive
All SSc¢ Patients SIGELC-1 SIGLEC-1 Val
(n = 203) Signature Signature p value
(n =158) (n = 45)
Cutaneous subset—n (%)
diffuse (dcSSc) 64 (31.5) 47 (29.7) 17 (37.8) 0.306
limited (1cSS5c¢) 122 (60.1) 99 (62.7) 23 (51.1) 0.163
sine scleroderma
(65550) 17 (8.4) 12 (7.6) 5(11.1) 0.453
Immunological findings
ANA 186 (94.4) 147 (93.0) 39 (86.7) 0.825
ACA 71 (35.0) 58 (36.7) 13 (18.3) 0.332
Topo-1 76 (37.4) 58 (36.7) 18 (28.9) 0.687
RP3 16 (7.9) 11 (7.0) 5(11.1) 0.339
SSc organ manifestations, 11 (%)
Raynaud’s 181 (89.2) 144 (91.1) 37 (82.2) 0.090
phenomenon
ILD 91 (44.8) 70 (44.3) 21 (46.7) 0.779
PAH 19 (9.4) 15 (9.5) 4(8.9) 0.902
DU 97 (47.8) 76 (48.1) 21 (46.7) 0.865
Cardiac
involvement 12(5.9) 7 (4.4) 5(11.1) 0.094
SRC 8(3.9) 5(3.2) 3 (6.7) 0.287
Myositis 10 (4.9) 8 (5.1) 2 (4.4) 0.866
Laboratory values (mean + SD)
?g[/_[l), ro-BNP— 451.09 + 1174.33 392.14 +947.07 646.29 + 1726.65 0.204
CRP—mg/dl 4.36 +9.70 4.00+972 5.78 +9.60 0.279
Hb—mg/dl 1310 + 1.62 13.10 + 1.62 13.15 + 166 0.815
Neutrophil 5.54 +2.63 5.66 + 2.67 5.15 4246 0275
granulocytes
Cardiopulmonary parameters (mean + SD)
FVC—%/exp. 89.27 + 20.16 91.34 + 20.10 81.40 + 18.70 0.007
FEV1—%/exp. 86.30 + 20.78 87.20 + 21.53 B3.00 + 17.66 0.283
DLCO—"%/exp. 57.29 + 18.91 58.29 + 19.49 53.49 + 16.19 0.195
LVEF—%/exp. 62.27 + 9.63 63.03 + 9.08 59.44 +11.22 0.098

CRF, C-reactive protein; DLCO, diffusing capacity for carbon monoxide; FEV1, forced expiratory volume per
second; FVC, forced vital capacity; Hb, hemoglobin; ILD, interstitial lung disease; L, liter; LVEF, left ventricular
cjection fraction; n, number; NT-proBNP, N-terminal-pro-brain natriurctic peptide; PAH, pulmonary arterial
hypertension; SRC, scleroderma renal crisis; % /exp, percent expected.
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2.2. SIGLEC-1 Expression in S5¢ and Control Groups

Comparing SIGLEC-1 expression on CD14* monocytes in the peripheral blood of 5S¢
patients to HCs, nearly half of SSc patients (47.8%) had monocyte SIGLEC-1 expression
which was barely above the level of the HCs. Statistically, the expression of SIGLEC-1
(molecules/monocyte) was not significantly increased in SSc patients compared with HCs
(2097.94 £ 2134.39 vs. 1167.45 £ 380.93, p = 0.49; Figure 1A).
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Figure 1. Expression analysis of sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin 1 (CD169/SIGLEC-1)
on circulating monocytes. (A): In patients with SSc, SLE, S5, MCTD, UCTD, IIM, RA, and HDs; (B): S5¢
disease manifestations, including limited (1¢S5¢) and diffuse (dcSSc) skin involvment, interstitial lung
disease (ILD), pulmonary arterial hypertension (PAH), vascular manifestations (referring to PAH,
digital ulcera, and scleroderma renal crisis), digital ulcera (DU), and SSc-associated myositis; (C): S5¢
specific antibodies, including anti-centromer antibodies (ACA), anti-topoisomerase-1 antibodies
(Topo-1), RNA-polymerase 3 antibodies (RP3), PM/5Scl and UIRNP antibodies. (D): Correlation of
modified Rodnan Skin Score (mRSS) and SIGELC-1. The dashed line indicates the lower detection
limit of 1200 molecules/monocyte. Values below the limit of detection (LOD) are shown as LOD/ /2.
The dotted line indicates the reference range for SIGELC-1 expression.

In SSc patients, there was no difference between those who were receiving immuno-
suppression and those who were not (2164.94 4+ 2385.49 vs. 1962.54 4+ 1417.75, p = 0.47).
In patients receiving hydroxychloroquine, there were also no differences when compared
with those taking other immunosuppressive medications or with all SSc patients (with
and without immunosuppression) (1510.60 &+ 1157.08 vs. 2466.24 + 2754.94, p = (.34 and
1510.60 + 1157.08 vs. 2358.18 4= 2406.02, p = 0.24).

When compared to other connective tissue diseases (CTDs) SIGLEC-1 expression
was highest in SLE (8761.66 + 8325.74), followed by MCTD (6414.50 + 1846.55) and pS5
(4371.69 + 4227.89). RA (1425.22 + 1312.69) and UCTD (1826.00 + 1051.36) patients showed
no elevated SIGLEC-1 expression when compared to HCs (1167.45 + 380.93). Defining
positive SIGLEC-1 expression as more than 2400 SIGLEC-1 molecules /monocyte, 45/203
(21.0%) SS5c¢ patients, 19/32 (59.4%) SLE, 8/16 (50.0%) pSS, 8/8 (100%) MCTD, 7/26 (26.9%)
1M, 4/14 (28.6%) UCTD, 1/23 (7.7%) RA, and 0/13 (0.0%) HCs had increased SIGLEC-1
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