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Abstract

Abstract — Deutsch

Hintergrund

Typ-I-Interferone spielen bei idiopathischen inflammatorischen Myopathien (IIM) und
anderen systemischen Autoimmunerkrankungen eine wichtige Rolle fur die Pathogenese
und Aufrechterhaltung der Krankheitsaktivitat. Im klinischen Alltag sind Typ-I-Interferon-
Biomarker jedoch bisher nicht etabliert und es existiert kein Goldstandard fur ihre
Bestimmung. Sialic Acid Binding Ig-like Lectine 1 (SIGLEC1) ist ein Typ-I-Interferon
induziertes Oberflachenprotein auf Monozyten, lasst sich mittels Durchflusszytometrie
bestimmen und ist daher ein potenzieller Biomarker fur die Erfassung der Typ-I-
Interferon-Aktivierung bei lIM.

Zielsetzung

In dieser Studie wurde untersucht, ob SIGLECL1 bei den IIM-Subtypen (Dermatomyositis,
DM; Anti-Synthetase Syndrom, AS; immunvermittelte nekrotisierende Myopathie, IMNM,;
Einschlusskorpermyositis, IBM; Overlap Myositis, OM) erh6ht ist. Ein weiteres Ziel dieser
Studie war es, die Assoziation zwischen SIGLEC1 und der Krankheitsaktivitat, dem
Therapieansprechen, den Myositis-Spezifischen Antikérpern (MSA) sowie der

Expression von Typ-I-Interferonen im Muskelgewebe zu untersuchen.
Methoden

In diese retrospektive Studie wurden juvenile und erwachsene Patient*innen mit IIM und
mindestens einer durchflusszytometrischen Messung von SIGLEC1 auf Monozyten, die
zwischen 2015 und 2020 an der Charité — Universitatsmedizin Berlin erfolgt ist,
eingeschlossen. Kontrollgruppen aus Patienttinnen mit Systemischem Lupus
Erythematodes und Gesunden wurden aus separaten Datensatzen gebildet. Die
Bewertung der Krankheitsaktivitat erfolgte mittels Physician Global Assessment (PGA)
und bei juvenilen Patient*innen zusatzlich mittels Childhood Myositis Assessment Scale
(CMAS). Fur die statistische Auswertung lagen Querschnitt- und Langsschnittdaten fur
SIGLEC1 sowie Kreatinkinase (CK) vor. In Muskelbiopsien wurde die Typ-I-Interferon-
Aktivitdt immunhistochemisch mittels Interferon-stimulated gene 15 (1ISG15) und

Myxovirus resistance protein A (MxA) bestimmt.



Ergebnisse

Insgesamt konnten 74 Patient*innen mit DM, AS, IBM oder IMNM eingeschlossen
werden. Die SIGLEC1-Expression auf Monozyten war bei juvenilen und adulten
Patientinnen mit DM signifikant erhoht. Bei diesen Patient*innen Kkorrelierte die
Expression sowohl mit der Krankheitsaktivitat als auch mit dem Therapieansprechen.
SIGLEC1 war der CK als Verlaufsparameter Uberlegen. Eine signifikante Assoziation von
SIGLEC1 mit einzelnen MSA konnte nicht festgestellt werden. Alle Patient*innen mit
Nachweis von ISG15/MxA in der Muskelbiopsie zeigten eine erhohte SIGLECL1-

Expression auf Monozyten im Blut.
Schlussfolgerung

SIGLEC1 auf Monozyten war bei juvenilen und adulten Patient*innen mit DM signifikant
erhoht und korrelierte sowohl im Querschnitt als auch im Langsschnitt mit der
Krankheitsaktivitat. Die durchflusszytometrische Messung von SIGLEC1 stellt damit
einen potenziellen Biomarker bei der DM dar. Fir die weitere Validierung von SIGLEC1
sind prospektive Studien mit direktem Vergleich zu anderen Typ-I-Interferon-Biomarkern

erforderlich.

Abstract — English

Background

Type | interferons play an important role in the pathogenesis and sustainment of disease
activity in idiopathic inflammatory myopathies (IIM). However, type | interferon biomarkers
have not yet been established in routine clinical practice and there is no reference
standard for their determination. Sialic acid binding Ig-like lectin 1 (SIGLEC1) is a type |
interferon-induced surface protein on monocytes, which can be determined using flow
cytometry and might be a candidate biomarker for the assessment of the type I interferon

signature in 1IM.
Objective

The aim of this study was to investigate whether SIGLEC1 is elevated in 1IM subtypes
(dermatomyositis, DM; antisynthetase syndrome, AS; immune-mediated necrotising
myopathy, IMNM; inclusion body myositis, IBM; overlap myositis, OM). A further aim of
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this study was to investigate whether there is an association between SIGLEC1 and
disease activity, response to therapy, myositis-specific antibodies (MSA), and the

expression of type | interferons in muscle tissue.
Methods

This retrospective study included juvenile and adult patients with [IM and at least one flow
cytometric measurement of SIGLEC1 on monocytes, performed at the Charité -
Universitadtsmedizin Berlin between 2015 and 2020. Control groups with systemic lupus
erythematosus and healthy individuals were analyzed separately. Disease activity was
assessed using Physician Global Assessment (PGA) and, in juvenile patients, with the
Childhood Myositis Assessment Scale (CMAS). Cross-sectional and longitudinal data for
SIGLEC1 and creatine kinase (CK) was used for the statistical analysis. In muscle
biopsies, type | interferon activity was determined by immunohistochemistry using

interferon-stimulated gene 15 (ISG15) and myxovirus resistance protein A (MxA)
Results

Seventy-four patients with DM, AS, IBM or IMNM were included. SIGLEC1 on monocytes
was significantly increased in juvenile and adult patients with DM. In these patients,
SIGLEC1 correlated with both disease activity and treatment response. SIGLEC1 was
superior to CK as a progression parameter. A significant association of SIGLEC1 with
MSA could not be demonstrated. All patients with expression of ISG15/MxA in muscle
biopsy had increased SIGLEC1 expression on monocytes in their blood.

Conclusion

SIGLEC1 expression on monocytes was significantly elevated in juvenile and adult
patients with DM and correlated with disease activity - both in the cross-sectional and
longitudinal analysis. Therefore, flow cytometric measurement of SIGLEC1 presents a
potential biomarker in DM. For further validation of SIGLEC1, prospective studies with a

direct comparison to other type | interferon biomarkers are necessary.



1 Einleitung

1.1 Idiopathische inflammatorische Myopathien (IIM)

Die Einteilung der idiopathischen inflammatorischen Myopathien (IIM) — auch als
autoimmune Myositiden bezeichnet — unterliegt einem fortlaufenden Wandel. In der
Erstbeschreibung sprachen Bohan und Peter im Jahre 1975 lediglich von Polymyositis
(PM) und Dermatomyositis (DM),[1] die deutsche Leitlinie ,Myositissyndrome® von 2022
listet mittlerweile funf weitere Unterformen auf: die juvenile Dermatomyositis (jJDM), das
Anti-Synthetase Syndrom (AS), die immunvermittelte nekrotisierende Myopathie
(immune-mediated necrotizing myopathy, IMNM), die Einschlusskdrpermyositis
(inclusion body myositis, IBM) und die Overlap Myositis (OM).[2] Einige Autor*innen
stellen die Polymyositis als eigenstandige Diagnose in Frage, insbesondere unter

histopathologischen Gesichtspunkten.[2—-5]

1.1.1 Epidemiologie

Inzidenz und Préavalenz von IIM wurden in einer systematischen Ubersichtsarbeit, in der
Studienergebnisse von 1966 bis 2013 aus verschiedenen Landern ausgewertet wurden,
mit 1,16 bis 19 pro einer Millionen Einwohner*innen pro Jahr (Inzidenz) und 2,4 bis 33,8
pro 100.000 Einwohner*innen (Pravalenz) angegeben.[6] Die DM und AS kommen
insgesamt am haufigsten vor. Bei Patient*innen mit einem Alter Gber 50 Jahren stellt die
IBM die haufigste Entitat dar.[2]

1.1.2 Pathogenese

Die Atiologie der [IM ist bislang nicht geklart. Als Triggerfaktoren wurden HLA-Genotypen
und Virusinfektionen identifiziert. Die [IM-Subtypen scheinen sich in ihrer Pathogenese
zu unterscheiden, ein wichtiges gemeinsames Merkmal ist jedoch der Nachweis von
Autoantikdrpern.[2,7,8] Fur die DM spielen erhéhte Typ-I-Interferone eine wichtige Rolle
in der Pathogenese (siehe Kapitel 1.2). Diese fuhren Uber verschiedene Mechanismen
zu Entzindung und Atrophie von Muskelfasern.[9] Bei der IBM scheinen dagegen
degenerative und entzindliche Prozesse Hand in Hand zu gehen.[10] Die IMNM kann

durch eine medikamenttse Statin-Therapie ausgeltst werden.[8]



1.1.3 Kilinik

Leitsymptom der 1IM ist die proximal-symmetrische Muskelschwache. Diese tritt in allen
[IM-Subgruppen in unterschiedlicher Auspragung auf. Bei der IBM sind jedoch auch
distale Muskelgruppen betroffen.[2,8] Je nach IIM-Subtyp und Autoantikoérper finden in
weiteren Organsystemen Entziindungsprozesse statt, insbesondere in der Haut und der
Lunge (siehe Tabelle 1). Patient*innen mit MDA5-positiver DM und Patient*innen mit AS
haben ein hohes Risiko, eine interstitielle Lungenerkrankung zu entwickeln.[11] Die fur
die DM charakteristische Hautbeteiligung zeigt sich oft als initiales Symptom und auf3ert
sich in Form eines Schmetterlingserythems, sowie Erythemen auf den Oberlidern im
Brust-, Nacken- und oberen Ruckenbereich (heliotropes Erythem). Zudem werden
Gottron-Papeln (haufig streckseitenbetont uber den Fingergelenken)
vorgefunden.[2,8,12] Raynaud-Ph&anomen und Mechanikerhande (,mechanic’s hands®)
kommen klassischerweise bei Patient*innen mit AS vor.[11,12] Viele Patient*innen
kénnen zudem unter Dysphagie, Muskelschmerzen und Arthritis leiden. Prognostisch
wichtig ist die Assoziation mit Karzinomerkrankungen, die vor allem fur adulte DM-
Patient*innen mit NXP2- oder TIF 1y-Autoantikdrpern nachgewiesen wurde (siehe Tabelle
1).[8,13]



Tabelle 1 Antikorper bei [IM

itis- Klinische Charakteristika
Antiksrper  MOSIIS-  psfigkeit:

Muskulatur Lunge Haut Karzinom

Myositis-spezifische Antikérper
Erw.5-10%

Anti-Mi2 DM e o0 . _ + ?
Anti-MDA5 DM E“gn;f?, % i o+ ; _
Anti-TIF1y DM ng_ﬁ; fjﬁ o s - ++ o+ (MUrEmw)
Anti-NXP2 DM o2 - - + o+ (nurEmw)
Anti-SAE DM 5%31 ’:, s - + ?
Anti-ARS
: igﬁ:‘;?_; AS Enﬁmgo _2;10% + ++ + -
anders
Anti-SRP IMNM e - A i
Anti-HMGCR IMNM E:"ﬂ f; ot _ 1+ ?
Anti-cn1A IBM 2 et sl 1) N _ ] _

Kind.: 11 - 35 %

Myositis-assoziierte Antikorper

Anti-Ro52 ek o e ] ) ) )
Anti-UIRNP  Ove1eD o * ) ) )
Anti-Ku 3;@25;@ II{Eirr:;-.:: f: 11 u;; _ _ ) _
Anti-Pmscl Moo bR * oo )

Modifiziert nach Betteridge et al.,[14] Jordan et al.,[15] Myositis-Leitlinie 2022 [2] und McHugh et al.[11]; Erw.,
Erwachsene; Kind., Kinder. *die Haufigkeitsangaben variieren in der Literatur, die angegebenen Zahlen sind
Ubernommen von Hugh et al.[11]

1.1.4 Diagnostik

Die Anamnese und kdrperliche Untersuchung stellen eine wichtige Grundlage fir die
Diagnostik dar. Neben der Inspektion der Haut ist vor allem die Erfassung der Muskelkraft
essenziell, um auch den Verlauf der Erkrankung zu evaluieren. Hier hat sich der Manual
Muscle Test-8 (MMT-8) als nutzlich erwiesen, beziehungsweise die Childhood Myositis
Assessment Scale (CMAS) bei juvenilen Patient*innen mit DM. Ein wichtiger Bestandteil
der Diagnostik ist die Bestimmung von Autoantikdrpern. Hierbei werden die Myositis-
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spezifischen (Myositis Specific Antibodies, MSA) und die Myositis-assoziierten Antikorper
(Myositis Associated Antibodies, MAA) unterschieden. Einzelne MSA sind mit
unterschiedlichen IIM-Subtypen assoziiert (siehe Tabelle 1). MSA-Antikorpertiter spielen
fur das Therapiemonitoring bislang keine Rolle. Laborchemisch ist, neben
Entzindungsparametern (CRP, BSG), die Erhohung der Kreatinkinase (CK)
charakteristisch fur die Myositiden. Besonders hohe CK-Werte sind bei Anti-SRP- und
Anti-HMGCR-positiven IMNM zu erwarten.[11] Bei der DM kann auch eine normwertige
CK vorliegen, insbesondere bei Patienttinnen mit MDA-5- und TIF1y-
Autoantikorpern.[2,14]

Zur Darstellung von entzindlicher Aktivitat, fettigem Umbau und/oder Atrophie der
(proximalen Oberschenkel-)Muskulatur kann eine Magnetresonanztomographie (MRT)
oder Sonographie durchgefihrt werden. Kriterien der Indikationsstellung und
Standardisierung fir diese bildgebenden Verfahren sind jedoch bisher nicht klar
definiert.[2,16] Mittels Elektromyographie (EMG) kann zwischen aktiver und chronischer
Myopathie unterschieden werden, ebenso dient sie zur Abgrenzung gegenuber
neuromuskularen Erkrankungen.[7] Prinzipiell sollte eine Muskelbiopsie angestrebt
werden um die Diagnose zu bestatigen, aber auch um wichtige Differentialdiagnosen

auszuschlielRen.

Fir Studienzwecke wurde 2017 die EULAR/ACR-Klassifikation der 1IM veroffentlicht.[17]
Anhand definierter Kriterien (siehe Tabelle 2) wird dabei ein Punktwert errechnet, der die
Wahrscheinlichkeit fir das Vorliegen einer 1IM angibt. Allerdings wurden keine
Patient*innen mit AS und nur sehr wenige mit IMNM eingeschlossen und wichtige

Autoantikorper fehlen, sodass weitere Studien hier notwendig sind.



Tabelle 2 Kriterien der EULAR/ACR Klassifikation fur Patient*innen mit [IM

Alter bei Beginn der ersten Symptome

> 0-17
» 18-39
> 40+

Muskelschwéche

» Objektiv gemessene (i.d.R. zunehmende) symmetrische Schwache der
proximalen oberen Extremitaten

» Objektiv gemessene (i.d.R. zunehmende) symmetrische Schwéche der
proximalen unteren Extremitaten

» Die Nackenbeugemuskeln sind relativ gesehen schwéacher als die
Nackenstreckmuskeln

» In den Beinen ist die proximale Muskulatur relativ gesehen schwéacher als
die distale Muskulatur

Hautmanifestationen

» Heliotroper Ausschlag
» Gottron-Papeln

» Gottron-Zeichen
Andere klinische Manifestationen
» Dysphagie oder 6sophageale Dysmotilitat
Laborparameter
» Anti-Jo-1 (anti-Histidyl-tRNA synthetase)-Autoantikdrper liegen vor

» Im Serum liegen erhéhte Werte vor, fir:
e Kreatinkinase (CK) oder
o Laktatdehydrogenase (LDH) oder
e Aspartat-Aminotransferase (ASAT/AST/SGOT) oder
e Alanin-Aminotransferase (ALAT/ALT/SGPT)

Histopathologische Kriterien

» Endomysiale Infiltration durch mononuklearen Zellen, die Muskelfasern
umgeben, jedoch nicht in sie eindringen

» Perimysiale und/oder perivaskulére Infiltration durch mononukleéren Zellen
» Perifaszikulare Atrophie
» Geranderte Vakuolen (rimmed vacuoles)

Modifiziert und Gbersetzt nach Lundberg et al.[17] und http://www.imm.ki.se/biostatistics/calculators/iim/; letzter Zugriff:
05.12.2022, 10:19 Uhr.

1.1.5 Therapie

Zentraler Baustein der Therapie sind supportive MalRnahmen wie Rehabilitation,
Physiotherapie, Ergotherapie und gegebenenfalls Logopéadie. Weiterhin stehen

verschiedene Medikamente zur Verfliigung.[2] Die Akuttherapie erfolgt gemald der
8



Myositis-Leitlinie von 2022 mit einem Prednisolonaquivalent und kann bei Bedarf mit
einem Immunsuppressivum oder intravendsen Immunglobulinen (IVIG) kombiniert
werden.[2] Die Langzeittherapie kann mit verschiedenen Immunsuppressiva
durchgefuhrt werden (beispielsweise Azathioprin, Methotrexat [MTX] oder Mycophenolat-
Mofetil [MMF]). Bei unzureichendem Ansprechen oder extramuskularer Organbeteiligung
kann eine Therapieeskalation mit zusatzlichen Immunsuppressiva beziehungsweise
mittels Hinzunahme von Rituximab, Cyclophosphamid, Leflunomid oder Januskinase
(JAK)-Inhibitoren (Tofacitinib, Baricitinib) erfolgen.[2] Die Therapie der IBM nimmt eine
Sonderstellung ein, da Glukokortikoide und andere Immunsuppressiva bei dieser
Erkrankung keinen gesicherten Nutzen haben. Neben dem Therapieversuch mit IVIG
steht hier die symptomatische Therapie (insbesondere die regelmalfiige Physiotherapie)

im Vordergrund.[2]

Die Therapie der juvenilen Myositiden ahnelt der Therapie bei erwachsenen Myositis-
Patient*innen, wobei Glukokortikoide und MTX hier zur Standardtherapie gehdéren.[2,18]
Bei paraneoplastischer DM ist eine hamato-onkologische Behandlung in der Regel

notwendig.

1.2 Typ-l-Interferone

1.2.1 Die Rolle von Typ-I-Interferonen bei Autoimmunerkrankungen

In der Pathogenese verschiedener Autoimmunerkrankungen wie dem SLE und der DM
wurde die Rolle der Typ-I-Interferone bereits beschrieben.[19,20] Interferone sind
Zytokine und werden in Typ-l, Typ-ll und Typ-Illl eingeteilt. Zu den Typ-I-Interferonen
gehdren unter anderem Interferon alpha (mit seinen 13 Subtypen) und Interferon
beta.[21] Fir die Synthese von Typ-I-Interferonen spielen dendritische Zellen eine grol3e
Rolle. Die Aktivierung der dendritischen Zellen verlauft iber verschiedene Mechanismen.
Vermutlich sind dabei Immunkomplexe relevant, die Uber Toll-like-Rezeptoren eine
intrazellulare Signalkaskade mit Aktivierung Interferon-stimulierter Gene auslésen.
Weitere andere Typ-I-Interferon Aktivierungswege sind bekannt, wie z.B. tber RIG-I.
Neben der verstarkten Genexpression Interferon-regulierter Gene kommt es auch zu
einer Produktion von Typ-I-Interferonen, die wiederum an Interferon-alpha/beta-
Rezeptoren (IFNAR) binden, welche an der Oberflache einer Vielzahl von Zellen zu

finden sind.[21] Uber den JAK-STAT-Signalweg werden daraufhin weitere Interferon-
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stimulierte Gene aktiviert, die unter anderem eine vermehrte Antikdrperproduktion und
eine gesteigerte B- und T-Zellantwort verursachen.[22,23] Dadurch ergeben sich

immunmodulatorische, aber auch antivirale und antitumorale Wirkungen.[22]

1.2.2 Methoden zur Messung von Typ-I-Interferonen

Bisher gibt es keinen Goldstandard zur Messung von Typ-I-Interferonen. Wie in
Abbildung 1 dargestellt, kommen eine Reihe unterschiedlicher Verfahren in Frage, die
die Aktivitat des Typ-I-Interferon-Systems auf unterschiedlichen Ebenen messen. Mit
dem Ziel der Harmonisierung von Studien zu Typ-I-Interferonen bei rheumatologischen
Erkrankungen legten Burska et al. eine Ubersichtsarbeit vor.[24] Die groRe Mehrzahl an
Studien nutzten RNA microassays und qPCR zur Bestimmung von Scores aus Interferon-
stimulierten Genen (ISGs). Eine weitere haufige Methode war die Verwendung von
Immunoassays zur direkten Messung von Interferonen oder von Interferon-induzierten
Proteinen. Die Durchflusszytometrie wurde in bisher 8 von 276 ausgewerteten Studien
verwendet. Neben SIGLEC1 wurden unter anderem auch die Oberflachenproteine CD64

und MxA bestimmt.

Soluble proteins
[ IFNe IFNB IFNa O Membrane-bound proteins
Type | IFNs @0/
> aul ) \«O Q@ > Flow cytqmetry
/\//)/ i IENK Q %\ | + CD169 (Siglec1)
4 e CD317 (BST2, tetherin)
Immunoassays FCGR1
+ ELISA
*  SiMoA
« RIA
« DELFIA
V\\Mcm
O Epigenetic assays
MIP-1a {p DNA methylation

Bisulphite Sequencing

Cellular responses

Gene expression assays

Functional assays :
Microarrays

Cell-based reporter assays « gPCR
Cytopathic effect assay * NanoString
Plaque reduction assay *+ RNAseq

Abbildung 1 Das Typ-Interferon-System und seine Messverfahren. Die Abbildung zeigt die verschiedenen Ebenen
des Typ-I-Interferon-Systems und mogliche Messverfahren. Abbildung unveréndert Ubernommen aus Burska et al.
(lizensiert unter CC BY 4.0)[24]
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1.2.3 Typ-I-Interferone und zielgerichtete Therapien

Das Wissen um die Rolle von Typ-I-Interferonen bei IIM fihrt zu einem besseren
Verstandnis der Pathogenese und liefert auch Erkenntnisse fir neue Therapieansatze.
Die bei therapierefraktarem Verlauf (noch) experimentell einsetzbaren Medikamente
Tofacitinib und Baricitinib blockieren die Januskinase (JAK) und unterbinden damit zu
einem gewissen Teil die Typ-I-Interferon-Aktivitdt. Einige Fallberichte zeigten bei
therapierefraktaren juvenilen und adulten Patient*innen mit DM eine klinische Besserung
unter Therapie mit JAK-Inhibitoren.[18,25-28]

1.3 Biomarker bei [IM

Biomarker kdnnen dazu dienen (friihzeitig) zu einer Diagnose zu kommen, Subgruppen
einer Erkrankung zu unterscheiden, den Krankheitsverlauf und das Therapieansprechen
zu Uberwachen, Krankheitsschibe frihzeitig zu erkennen und die Prognose
abzuschatzen.[29,30]

1.3.1 Etablierte Biomarker bei [IM

Die CK dient im klinischen Alltag bislang als Routineparameter bei Verdacht auf eine
Myositis, sowie zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs. Wahrend bei der IMNM sehr
hohe CK-Werte auftreten, kdnnen bei der DM und IBM die CK-Werte normwertig sein
(insbesondere bei Patient*innen mit amyopathischer DM, anti-MDA5- und anti-TIF1y-
positiver DM).[2,14] Erhdhte CK-Werte kbnnen aber auch nach sportlicher Aktivitat, bei
Myokardinfarkt, nicht-infektiosen Muskelerkrankungen (z.B. Muskeldystrophien), als
Nebenwirkung von Medikamenten wie Statinen und anderen Ursachen einer Myolyse

auftreten und gelten daher als unspezifisch.[29]

Zur Diagnosestellung und zur Abschéatzung der Prognose der [IM haben sich die Myositis-
spezifischen  Antikérper (MSA) und Myositis-assozierten  Antkorper (MAA)
etabliert.[29,30] Diese Antikorper sind zum Teil sehr spezifisch und erlauben eine erste
Zuordnung (siehe Tabelle 1). Trotzdem sind sie als ein Baustein in der Diagnosefindung
anzusehen und entfalten ihr Potential nur im Zusammenspiel mit Anamnese, korperlicher

Untersuchung, Muskelbiopsieergebnissen und weiteren Untersuchungen.
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1.3.2 Typ-I-Interferone als Biomarker bei I1IM

Eine Erhdhung der Typ-I-Interferon-Aktivitat im Blut, in Muskel- und Hautbiopsien bei
Patient*innen mit IIM wurde bereits mehrfach nachgewiesen. Bei juvenilen und adulten
Patient*innen mit DM konnte zudem eine Korrelation mit der Krankheitsaktivitat gezeigt
werden.[31-41] Die Anderung der Typ-I-Interfon-Aktivitat bei Patient*innen mit DM/PM
ist mit dem Rickgang der Krankheitsaktivitat unter medikamentoser Therapie assoziiert.
Uber die Prognose der Erkrankung beziehungsweise des Therapieansprechens kann
nach aktueller Studienlage mittels der Typ-I-Interferon-Aktivitat bisher keine Aussage

getroffen werden.[42]

Zur Messung der Typ-l-Interferon-Aktivitat im  Muskel eignet sich der
immunhistochemische Nachweis von ISG15 und MxA.[32,43,44] Im Blut hat sich noch
kein Typ-I-Interferon-Biomarker fur den klinischen Alltag durchgesetzt. Die bis dato am
haufigsten angewendeten Verfahren sind Immunoassays mit Messung von Interferon
alpha oder beta, sowie die Messung von unterschiedlichen Scores von Interferon-
stimulierten Genen mittels Microassay oder qPCR.[42] Es gibt jedoch noch kein
standardisiertes Verfahren und keinen Konsens uber die zu verwendenden Interferon-
stimulierten Gene. Zudem scheinen die am starksten hochregulierten Interferon-
stimulierten Gene je nach Zelltyp und Gewebe unterschiedlich zu sein, auch innerhalb

eines Patienten bzw. einer Patientin.[41]

1.3.3 SIGLECL1 - ein Typ-I-Interferon-Biomarker bei [IM?

Bei Patient*innen mit Systemischem Lupus Erythematodes (SLE) fanden Biesen et al. in
Monozyten-spezifischen Transkriptomanalysen eine starke Hochregulierung von Sialic
Acid-Binding Ig-like Lectin 1 (SIGLEC1), als Teil der Typ-I-Interferon-Signatur.[45]
SIGLEC1, auch bekannt als CD169 und Sialoadhasin, ist ein transmembranes
Zelloberflachenglykoprotein (siehe Abbildung 1). SIGLEC1 wird auf dendritischen Zellen,
Monozyten und Makrophagen exprimiert und erméglicht unter anderem die Zelladhasion
mit Granulozyten und B-Zellen.[46] Im Blut findet sich SIGLEC1 nur auf Monozyten.
SIGLEC1 wird insbesondere von Typ-I-Interferonen hochreguliert.[47,48] In vitro fuhrt die
Stimulation von peripheren mononukledren Zellen mit Typ-l-induzierenden Toll-like-
Rezeptoren zu einer vermehrten Expression von SIGLEC1 — und zwar sowohl auf mRNA-
Ebene (gemessen mittels qPCR), als auch auf der Zelloberflache von Monozyten

(gemessen mittels Durchflusszytometrie).[47]
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Die Durchflusszytometrie ist weit verbreitet und erlaubt eine schnelle Messung von
SIGLECL. Fir einige autoimmune Krankheiten mit Typ-I-Interferon-Aktivierung wurde der
Nutzen von SIGLEC1 als Biomarker gezeigt, unter anderem bei adultem und juvenilem
SLE,[45,49-52] Systemischer Sklerose[47] und Sjogren Syndrom[53].

In Subgruppen der IIM wurde die Hochregulierung von SIGLEC1 als Teil der Typ-I-
Interferon-Signatur bereits nachgewiesen.[54] Dies liel3 vermuten, dass auch SIGLEC1
als Oberflachenprotein auf Monozyten vermehrt exprimiert wird und damit als Biomarker
verwendet werden kénnte, der zugleich mittels Durchflusszytometrie leicht zu bestimmen

ist. Erste bestatigende Ergebnisse liegen flr die juvenile DM vor.[55]

In dieser Arbeit untersuchten wir, ob SIGLEC1 als Typ-I-Interferon-induziertes
Oberflachenprotein auf Monozyten bei den IIM-Subgruppen vermehrt exprimiert war.
Daruiber hinaus untersuchten wir, ob eine Korrelation von SIGLEC1 mit der
Krankheitsaktivitdt und dem Therapieansprechen vorlag. Abschliel3end priften wir, ob
SIGLEC1 mit MSA im Blut und/oder der Typ-Il-Interferon-Aktivitdt in Muskelbiopsien

assoziiert war.
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2 Methodik

Im Folgenden beschreibe ich die in Graf et al. verwendete Methodik.[56]

2.1 Ethikvotum

Fur die Durchfuhrung dieser retrospektiven Studie wurde im Vorfeld eine Zustimmung
von der lokalen Ethikkommission der Charité — Universitatsmedizin Berlin eingeholt
(EA2/094/19).

2.2 Studienpopulation

Zum Auffinden von Patient*innen wurden die elektronischen Patientenakten der Charité
— Universitatsmedizin Berlin nach den Diagnosen DM, PM, AS, IMNM, IBM und Overlap
Myositis durchsucht. Der Zeitraum wurde auf Juli 2015 bis Mai 2020 begrenzt, da die
Implementierung von SIGLEC1 in das Routinelabor erst Ende 2014 erfolgte.
Eingeschlossen wurden Patient*innen mit mindestens einer SIGLEC1-Messung. Fir die
Langsschnittanalyse wurden alle verfigbaren SIGLEC1-Messungen der/des jeweiligen
Patient*in verwendet. Kontrollgruppen aus gesunden Proband*innen und Patient*innen
mit SLE, Systemischer Sklerose und Mischkollagenose (mixed connective tissue
disease, MCTD) setzten sich aus separaten Datensatzen zusammen. Zur Uberpriifung
der IIM-Diagnosen wendeten wir die von EULAR/ACR im Jahre 2017 definierten
Klassifikationskriterien an (siehe Tabelle 2).[17] Wir nutzten hierfur das online verfiigbare
Formular der Unit of Biostatistics, Karolinska-Institut, Stockholm, Schweden
(http://www.imm.ki.se/biostatistics/calculators/iim/; letzter Zugriff: 05.12.2022, 10:19
Uhr).

2.3 Messung von Laborparametern

Die Bestimmung von Blutwerten (SIGLEC1, CK, CRP, ASAT, ALAT, Antinukleare
Antikorper [ANA], MSA, MAA) erfolgte im Rahmen der Routinediagnostik wahrend
stationdrer Aufenthalte oder ambulanter Vorstellungen in der rheumatologischen
Fachambulanz der Charité — Universitatsmedizin Berlin. Alle Laboranalysen wurden vom

Labor Berlin — Charité Vivantes GmbH durchgefuhrt.
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2.3.1 SIGLEC1

Die durchflusszytometrische Messung der CD169/SIGLEC1-Expression auf Monozyten
erfolgte mit Hilfe eines standardisierten, quantitativen Assays.[56] Diese Methodik wurde
bereits in Stuckrad et al.[49] verwendet und ist im eText S1 im Supplemetal material der
beigefligten Originalpublikation von Graf et al.[56] detailliert beschrieben. Die
Standardisierung dieser Methodik basiert auf einem durchflusszytometrischen Assay zur
Quantifizierung der Expression von Human Leukocyte Antigen — DR-Isotyp (HLA-DR) auf
Monozyten.[57] Die untere Nachweisgrenze betrug 1.200 gebundene monoklonale
Antikdrper pro Zelle (mAb/cell). Als oberer Grenzwert wurde 2.400 mAb/cell festgelegt.
Fur die Bestimmung der SIGLEC1-Expression auf Monozyten wurde EDTA-Vollblut
verwendet. Wann immer maoglich, wurden die Analysen am selben Tag innerhalb von vier
Stunden nach der Blutentnahme durchgefiihrt. Ansonsten wurde das EDTA-Blut bei 2-8
°C gelagert und am nachsten Morgen getestet. Die SIGLEC1-Expression auf Monozyten
in gelagertem EDTA-Blut (bei 2-8°C fur maximal 24 Stunden) unterschied sich im
Durchschnitt um weniger als 10 % im Vergleich zu frisch entnommenen und analysierten
EDTA-Proben.

2.3.2 Autoantikdrper

Antinukledre Antikdrper (ANA) wurden mit dem indirekten Immunfluoreszenz-Test
AESKUSLIDES ANA-HEp-2 der AESKU.GROUP (Wendelsheim, Deutschland) im Serum
bestimmt. Die qualitative Bestimmung der ANA (SS-A 52, SS-A 60, SS-B, RNP-70, Sm,
RNP/Sm, Scl-70, centromere B und Jol) erfolgte ebenfalls im Serum, mit ANACombi
ELISA von Orgentec (Mainz, Deutschland). MSA (anti-NXP2, anti-TIF 1y, anti-MDAJS, anti-
SRP, anti-Mi2, anti-OJ, anti-EJ, anti-PL7, anti-PL12, anti-Jo1, und anti-SAE) und MAA
(anti-Ku, anti-PM75, anti-PM100 und anti-R052) wurden im Serum mit EUROLINE
Autoimmune Inflammatory Myopathies 16 Ag line immunoassay (Euroimmun, Libeck,
Deutschland) bestimmt. QUANTA Flash (Inova Diagnostics Inc., San Diego, CA, USA)

wurde fur die Detektion von HMGCR-Antikérpern verwendet.

2.4 Messung von Krankheitsaktivitat und Therapieansprechen

Zur Messung der Krankheitsaktivitat wurde fir juvenile Patient*innen die Childhood
Myositis Assessment Scale (CMAS) verwendet, wie in Rider et al. beschrieben.[58] Im
CMAS Erhebungsbogen werden Punkte von 0 bis 52 vergeben, fir Kategorien wie ,Kopf
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heben®, ,Bein heben®, ,Drehen von Ricken- in Bauchlage® oder ,VierfURlerstand®. Der
CMAS eignet sich zur Messung von Muskelkraft, Korperfunktion und Ausdauer bei
Patient*innen mit juvenilen Myositiden.[58,59] Der CMAS wurde in unserer Klinik von
Physiotherapeut*innen routinemaflig fur juvenile Myositis-Patient*innen erhoben. Den
Physiotherapeut*innen lagen dabei keine Laborwerte vor. Fir juvenile und erwachsene
Patient*innen verwendeten wir zudem Physician Global Assessment (PGA) mit Werten
von 0 (keine Krankheitsaktivitat) bis 10 (hohe Krankheitsaktivitat). Wenn kein PGA-Wert
in den Patientenakten auffindbar war, wurde dieser retrospektiv von zwei erfahrenen
Rheumatolog*innen festgelegt (Udo Schneider, Sae Lim von Stuckrad). Daftir hatten sie

Zugriff auf alle relevanten Informationen (SIGLEC1 ausgenommen).

Als visit 1 wurde der Zeitpunkt der ersten SIGLEC1-Messung in unserem Krankenhaus
definiert. Zur Evaluation des klinisch relevanten Therapieansprechens bei Patient*innen
mit juveniler und adulter DM schlossen wir alle Patient*innen ein mit (a) aktiver
Erkrankung (PGA=5) bei visit 1 (b) Wiedervorstellung mit Messung von SIGLEC1
innerhalb von 3 bis 12 Monaten und (c) Reduktion des PGA-Wertes zwischen den beiden
visits um mindestens 20% (nach Rider et al.[60]).

2.5 Die Bestimmung der Typ-l-Interferon-Aktivitat in Muskelbiopsien mittels

Immunohistochemie

Eingeschlossen wurden Muskelbiopsien von Patient*innen, bei denen maximal sieben
Tage vor beziehungsweise nach Durchfihrung der Biopsie eine SIGLEC1-Messung im
Blut stattgefunden hat. Mittels Immunhistochemie farbten wir Kryostatschnitte (7-8 um
Dicke) von Skelettmuskelbiopsien mit den primaren Antikdrpern myxovirus resistance
protein A (MxA, Santa Cruz polyclonal, Mx1/2/3, H-285, sc-50509, 1:100) und interferon-
stimulated gene 15 (ISG15, Abcam, clone ab14374, 1:50).[56] MxA und ISG15 zeigen
die Typ-I-Interferon-Aktivitat im Muskelgewebe an.[32,34] Die Analyse wurde mit iVIEW
DAB (3,3'-diaminobenzidine) Detection Kit (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona,
USA) durchgefuhrt, wie bereits andernorts beschrieben.[33,44,56] Biotinylierte,
sekundare Antikorper wurden zur Signalverstarkung verwendet, die Visualisierung des
Reaktionsproduktes wurde nach einem standardisierten Verfahren auf einem Benchmark
XT immunostainer (Ventana) durchgefuhrt.[56] Wie auch in anderen Studien wurde die

Farbung von MxA und ISG15 im Zytoplasma als positiv gewertet, aul3er bei nekrotischen
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oder sich regenerierenden Fasern. Fasern mit lediglich schwacher Farbung wurden als

negativ gewertet.[33,44,56]

2.6 Statistische Methoden

Kontinuierliche Variablen wurden mit Durchschnitt (Spannweite) oder Median
(Interquartilsabstand) angegeben, kategoriale Daten mit Haufigkeiten (Prozente). Zum
Vergleich von Gruppen mit nicht normalverteilten Daten wurde der Mann Whitney U-test
(MWU) verwendet. Um die Korrelation zwischen Laborwerten (SIGLEC1, CK) und
Krankheitsaktivitait (PGA, CMAS) zu untersuchen, wurde der Spearman’sche
Rangkorrelationskoeffizient (Spearman’s r) verwendet. Zur Bewertung der
diagnostischen Gute von SIGLEC1 und CK, also inwiefern diese Tests zwischen aktiver
(PGA=5) und inaktiver Erkrankung (PGA<5) unterscheiden kénnen, wurden ROC-Kurven
(receiver operating characteristics) erstellt. LA&ngsschnittdaten wurden mittels gemischten
Modells (two-level mixed-effects linear regression model) analysiert. Zum Vergleich der
Starke einer Assoziation wurden standardisierte Regressionskoeffizienten (Beta-Werte,
betaST) zwischen den folgenden Parametern angegeben: (a) CMAS und SIGLEC1 bzw.
CK bei Patient*innen mit juveniler DM und (b) PGA und SIGLEC1 bzw. CK bei
Patient*innen mit adulter DM. Der standardisierte Beta-Koeffizient kann zwischen den
Variablen SIGLEC1 und CK verglichen werden. Der Koeffizient kann Werte zwischen -1
und 1 annehmen. Je naher der Koeffizient bei -1 bzw. 1 liegt, desto starker ist der
Zusammenhang zwischen SIGLEC1 wund Krankheitsaktivitdt bzw. CK und
Krankheitsaktivitat. Werte unter null stehen dabei fiir einen negativen und Werte tber null
fur einen positiven Zusammenhang. Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test wurde fir die
Analyse von SIGLEC1 und Therapieansprechen verwendet. Ein p-Wert von unter 0,05
wurde als statistisch signifikant gewertet. Die statistische Analyse der longitudinalen
Daten erfolgte mit STATA 12.1. Fur alle anderen statistischen Tests und die Erstellung

von Graphen wurde Graphpad Prism Version 9.1.2 verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Studienpopulation und -charakteristika

Von 140 Patient*innen mit der (vorlaufigen) Diagnose einer [IM wurden 74 Patient*innen
mit DM, AS, IBM und IMNM in die Studie eingeschlossen (siehe Tabelle 3 im
vorliegenden Manteltext und Table 1 der beigeflgten Originalpublikation von Graf et
al.[56]). 44 Patient*innen wurden aufgrund von unzureichenden klinischen Informationen,
einer unklaren Diagnose und/oder fehlender Messung der SIGLEC1-Expression
ausgeschlossen. In die Kontrollgruppe 1 (Overlap) konnten 22 Patient*innen
eingeschlossen werden, davon 16 mit Overlap-Myositis, finf mit Mischkollagenose und
eine*r mit Systemischer Sklerose. Es konnte kein*e Patient*in mit der gesicherten
Diagnose einer Polymyositis eingeschlossen werden. Mit durchschnittlich 67 Jahren
waren Patient*innen mit IBM bei Diagnosestellung am éltesten. In den Kontrollgruppen
(SLE, Overlap) war der Anteil der Frauen mit 86,67% und 90,9% deutlich héher als in den
[IM-Subgruppen (37,5% bis 66,6%). Bei Patient*innen mit IBM lag die Diagnosestellung
zum Zeitpunkt der ersten SIGLEC1-Messung in unserer Klinik (visit 1) am langsten zurtick
(89% mit Uber 12 Monaten). In den anderen Gruppen, inklusive der Kontrollgruppen 1
und 2, hatten zwischen 31,6% und 50% der Patient*innen eine erste SIGLEC1-Messung
(visit 1) spatestens 3 Monate nach Erstdiagnose. Die Anwendung der EULAR/ACR-
Kriterien (siehe Tabelle 2)[17] fur Patient*innen mit DM, AS und IBM ergab je nach
Gruppe Werte zwischen 82,4% und 100% fiur “probable” beziehungsweise “definitive
diagnosis”. Die niedrigste Ubereinstimmung mit den EULAR/ACR-Kriterien lag in der
Gruppe der IMNM vor, mit 62,6% (siehe Tabelle 3 im vorliegenden Manteltext und Table
1 der beigefugten Originalpublikation von Graf et al.[56]). Die Diagnosen der
erwachsenen Patient*innen mit IMNM stimmten jedoch mit den Kklinischen und
morphologischen Kriterien zur Diagnosestellung einer IMNM Uberein, die beim 224.
internationalen Workshop des Europaischen neuromuskuldren Zentrums (engl.
,European Neuromuscular Centre“, ENMC) vereinbart wurden.[61] Alle IBM-Diagnosen

waren histologisch bestatigt.
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Tabelle 3 Studienpopulation

IMNM

Adulte DM Juvenile DM AS (adulte+ juvenile) IBM
(n=21) (n=17) (n=19) ! (n=9)
(n=8)
Frauen, n (%) 10 (47,6%) 9 (53%) 10 (52,6%) 3 (37,5%) 6 (66,6%)
Alter bei Diagnosestellung, Lebensjahre, ~ ~ 3 . R
Durchschnitt (Spannweite) 52,3 (20-84) 9 (2-16) 53,3 (17-77) 56,9 (6-86) 67 (52-79)
Zeit seit Erstdiagnose?, n (%)
<3 Monate 10 (47,6%) 7 (41,2%) 6 (31,6%) 4 (50%) 0
3 bis 12 Monate 3 (14,3%) 2(11,8%) 5 (26,3%) 2 (25%) 1 (11%)
> 12 Monate 8 (38%) 8 (47,1%) 8 (42,1%) 2 (25%) 8 (89%)
SIGLEC1 Expression, mAb/cell, 5876 (1211- 5272 (1200- ’ . ;
Median (IQR) 1 10282) 12691) 1580 (1200-3390) 1246 (1200-1853) = 1949 (1306-4602)
ANA Titer 2 1:160, n (%) 13 (61,9%) 8 (47%) 11 (57,9%) 2 (25%) 5 (55,6%)
. 109 (74,5-442,5), 218,5 (116,3- 627 (102,3-2173), 2118 (445,8- 497 (322,5-
1
SR il (OR) NR=1 1988), NR=1 NR=1 4353) 988,5), NR=1
: 369 (219,5- 312 (271,8- 348 (260-719), 359 (265,5-779), 307,5 (280,5-
1
LDH, U/l, Median (IQR) 528,3), NR=3 615,3), NR=1 NR=4 NR=3 305,3), NR=1
) 4,95 (0,7-24), 0,8 (0,3-3,3), 5,5(1,9-29,1), 2,75 (0,68-11,3), 3,3(1,3-33),
1
SR Lo OR) NR=1 NR=2 NR=1 NR=2 NR=1
H!stol_og|sch bestatigte Diagnose / durchgefiihrte 14/15 617 79 6/7 99
Biopsien
“Definitive” oder “wahrscheinliche” lIIM-Diagnose o o o o o
gemén EULAR/ACR Kriterien, n (%) 19 (90,5%) 13 (82,4%) 17 (89,5%) 5 (62,6%) 9 (100%)
PGA, Durchschnitt (Spannweite)* 6 (2-10) 4,4 (0-8) 5,4 (2-9) 4,9 (2-8) 4,22 (3-6)
CMAS, Durschnitt (Spannweite)? NA 35 (2-52), NR=4 NA NA NA
SLEDAI-2k, Durschnitt (Spannweite)? NA NA NA NA NA
Prednisolon, Anzahl der Patienten (Durchschnitt in 9 (8,3 mg/Tag),

12 (36,1 mg/Tag) 16 (13,3 mg/Tag) 4 (13,1 mg/Tag) 3 (7,5 mg/Tag)

mg/Tag bei visit 1) NR=1
Andere Medikmente?, n (%)
Hydroxychloroquin/Chloroquin 1 (4,8%) 2 (11,8%) 3 (15,8%) - -
Intravendse Immunoglobuline 2 (9,5%) 2 (11,8%) 1(5,3%) 1(12,5%) 1(11,1%)
MTX 1 (4,8%) 6 (35,3%) 3 (15,8%) 1(12,5%) 1(11,1%)
Rituximab - - 2 (10,5%) - 1(11,1%)
JAK Inhibitor 3 (14,3%) - - - -
MMF / CsA / Cyc | AZA 5 (23,8%) 3 (17,6%) 5 (26,3%) 2 (25%) -
Keine Medikamente 8 (38,1%) 7 (41,2%) 3 (15,8%) 4 (50%) 5 (55,6%)

AZA, Azathioprin; CRP, C-reaktives Protein; CsA, Ciclosporin, Cyc, Cyclophosphamid; MMF, Mycophenolat-Mofetil,
NA, nicht zutreffend, NR, nicht erhoben, SLEDAI-2k, Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index 2000. (1)
bei visit 1 (2) beim ersten visit mit Bestimmung von SIGLEC1 und CMAS. Ubersetzt und modifiziert nach Graf et al.;
Im Vergleich zu Graf et al. sind die Laborwerte ,ANA Titer” und ,LDH* hinzugefligt; fiir die Daten der Kontrollgruppen
siehe Graf et al.[56]

3.2 SIGLEC1-Expression und CK in den Studiengruppen

Die hochste SIGLEC1-Expression lag in den Gruppen der juvenilen und adulten DM mit
5.272 und 5.876 mAb/cell vor sowie bei SLE (n=30) mit 7.947 mAb/cell (Median, siehe
Tabelle 3 des Manteltextes und Figure 1 der beigefugten Originalpublikation von Graf et
al.[56]). Acht von 19 (42,1%) Patient*innen mit AS hatten eine Erhéhung der SIGLEC1-
Expression (Gesamt: 1.580 mAb/cell, Median). In der IBM-Gruppe lag bei zwei von neun
Patient*innen eine erhthte SIGLEC1-Expression vor. Kein*e Patient*in mit IMNM hatte
eine erhohte SIGLEC1-Expression. In der Overlap-Gruppe fand sich bei 6 von 22
Patient*innen eine Erhdhung von SIGLEC1 (Gesamt: 1.661 mAb/cell, Median). Zwischen

den Gruppen juvenile/adulte DM und SLE ergaben sich keine statistisch signifikanten
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Unterschiede (SLE vs. adulte DM: p=0,172; SLE vs. juvenile DM: p=0,485; MWU). Alle
juvenilen DM-Patient*innen mit einer SIGLEC1-Messung im Rahmen der Erstdiagnose
hatten eine SIGLEC1-Erh6hung (n=4, Median, 13.735 mAb/cell). Bei erwachsenen DM-
Patient*innen war dies bei 77,8% der Fall (7 von 9, Median, 9.812 mAb/cell).

Die CK war bei Patientsinnen mit IMNM besonders hoch (2.118 U/l, Median). Der
niedrigste Wert lag in der Gruppe der adulten DM vor (109 U/l, Median). Die CK war im
Median bei 421 U/l in der Overlap-Gruppe und bei 62,5 U/l in der SLE-Gruppe. Fir die

gesunden Patient*innen lagen keine Daten zur CK vor.

3.3 Krankheitsaktivitat vs. SIGLEC1 und CK

3.3.1 Querschnittanalyse

Zur Untersuchung der Assoziation zwischen SIGLEC1 und der Krankheitsaktivitat
unterteilten wir die IIM-Subtypen in jeweils zwei Gruppen: Patient*innen mit PGA=5
(mittlere  bis hohe Krankheitsaktivitdt) und PGA<5 (niedrige bis mittlere
Krankheitsaktivitat). Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen lag bei
der adulten DM (p<0,001, MWU) und juvenilen DM (p<0,001, MWU) vor (siehe Figure 2
der beigefuigten Originalpublikation von Graf et al.[56]). Bei AS, IMNM und IBM lagen
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen vor (AS: p=0,056; IMNM:
p=0,143; IBM: p>0,999) (siehe Figure 3 der beigefiigten Originalpublikation von Graf et
al.[56]).

Zur Bewertung inwiefern SIGLEC1 und CK zwischen aktiver (PGA25) und inaktiver
Erkrankung (PGA<5) unterscheiden kénnen, erstellten wir ROC-Kurven. Diese ergaben
hohe Werte fir SIGLEC1 bei DM insgesamt (juvenile und adulte DM zusammen,
AUC=0,92, 95%-Konfidenzintervall: 0,83-1, p<0,001) und auch fir juvenile und adulte
DM getrennt (juvenile DM: AUC=0,97, 95%-Konfidenzintervall: 0,9-1; p=0,001; adulte
DM: AUC=0,96, 95%-Konfidenzintervall: 0,88-1; p=0,002). Die Werte der ROC-Kurven
fur die CK waren niedriger (DM gesamt: AUC=0,71; 95%-Konfidenzintervall: 0,54-0,89;
p=0,04; juvenile DM: AUC=0,94, 95%-Konfidenzintervall: 0,8-1; p=0,003; adulte DM:
AUC=0,60, 95%-Konfidenzintervall: 0,36-0,84; p=0,513) (siehe Figure 2 und eFigure S1
im Supplemental material der beigefigten Originalpublikation von Graf et al.[56]). Zur

Identifikation des besten Cut-off-Wertes wendeten wir den Youden-Index an (J =
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Sensitivitat + Spezifitéat — 1). Dieser ergab einen unteren Cut-off-Wert von 2.383 mAb/cell

(Sensitivitat 87,5%; Spezifitat 85,71%), mit einem positiven Vorhersagewert von 91,3%.

SIGLEC1 korrelierte mit dem PGA bei juvenilen und adulten DM-Patient*innen (adulte
DM: r=0,81, p<0,001 und juvenile DM: r=0,80, p<0,001; Spearman’s r). Bei der AS, IMNM
und IBM korrelierte SIGLEC1 nicht mit dem PGA (AS: r=0,14, p=0,573; IMNM: r=0,56,
p=0,146; IBM r=-0,02; p=0,975). Bei Patient*innen mit juveniler DM korrelierte SIGLEC1
signifikant mit dem CMAS (SIGLECL1 vs. CMAS: r=-0,57, p=0,046; Spearman’s r), dies
war fur die CK nicht der Fall (CK vs. CMAS: r=-0,40, p=0,180; Spearman’s r) (siehe
eFigure S2 und eFigure S3 im Supplemental material der beigefugten Originalpublikation
von Graf et al.[56]). Bei Patient*innen mit SLE korrelierte SIGLEC1 mit dem SLE disease
activity index (SLEDAI-2k) (r=0,46, p=0,013, Spearman’s r).

3.3.2 Langsschnittanalyse

In der Langsschnittanalyse wurde die Korrelation von SIGLEC1 und CK mit der
Krankheitsaktivitat untersucht (CMAS bei jDM; PGA bei aDM). Die Analyse basierte auf
den Daten von 12 juvenilen Patient*innen mit DM (insgesamt 65 Messpunkte fir
SIGLEC1 und 87 Messpunkte fir CK) und 14 adulten Patient*innen mit DM (45
Messpunkte fur SIGLEC1 und 41 Messpunkte fir CK). SIGLECL1 korrelierte signifikant
mit der Krankheitsaktivitat bei Patient*innen mit juveniler DM (SIGLEC1 vs. CMAS:
betaST=-0,70, p<0,001) und adulter DM (SIGLEC1 vs. PGA: betaST=0,54, p<0,001).
Bei juveniler DM korrelierte die CK ebenfalls mit der Krankheitsaktivitat (CK vs. CMAS:
betaST=-0,39, p<0,001), die Korrelation zwischen PGA und CK bei erwachsenen
Patient*innen mit DM war jedoch nicht signifikant (betaST=0,17, p=0,149). Die Erhéhung
beziehungsweise der Rickgang von SIGLEC1 zwischen zwei aufeinanderfolgenden
Messpunkten war assoziiert mit der Anderung in der Krankheitsaktivitat, sowohl bei
erwachsenen als auch juvenilen Patient*innen mit DM. Fur die CK waren die Ergebnisse
hier nicht signifikant. SIGLEC1 korrelierte in allen Langsschnittanalysen starker mit der
Krankheitsaktivitdit (PGA bzw. CMAS) als die CK (siehe Tabelle 4). Die
Langgschnittdaten sind in eFigure S4 und eFigure S5 im Supplemental material der
beigefligten Originalpublikation von Graf et al.[56] als Graphen dargestellt, exemplarisch

sind in Abbildung 2 die Daten von zwei Patienten zu sehen.
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Abbildung 2 Verlaufsdaten von zwei Patienten. Auf der linken Y-Achse ist jeweils die SIGLEC1-Expression bzw. die
CK angegeben (in grin bzw. blau). Auf der rechten Y-Achse ist jeweils die Krankheitsaktivitat mittels CMAS bzw. PGA
angegeben (in Rot bzw. Rosa). Der CMAS gibt Werte zwischen 0 (schwere Muskelbeteiligung) bis 52 (keine
Muskelbeteiligung) an. Der PGA gibt Werte zwischen 0 (keine Krankheitsaktivitat) bis 10 (hohe Krankheitsaktivitat) an
(A) Patient mit juveniler DM und Mi2-Autoantikorper (B) Patient mit adulter DM und MDA5-Autoantikorper.
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Tabelle 4 Langsschnittanalyse fir Patient*innen mit DM

A: DM, juvenile Patient*innen

SIGLEC1 Kreatinkinase (CK)
Korreliert SIGLEC1 bzw. CK mit CMAS im Verlauf?

n=65 n=87
CMAS alle visits? betaST=-0,70 betaST=-0,39
p<0,001 p<0,001
.. . n=53 n=53
CMAs  ubvists Tt Daer, betaST=-0,65 betaST=-0,50
p<0,001 p<0,001

Ist die Veranderung (A visit-1 und visitt) von SIGLEC1 bzw. CK mit der Veranderung im
CMAS assoziiert?

n=28 n=41
CMAS alle visitst betaST=-0,53 betaST=-0,27
p<0,001 p=0,051
nur visits mit Daten n=16 n=16
CMAS i, . . > betaST=-0,42 betaST=-0,14
fir beide Biomarker p<0,001 p=0,566
B: DM, erwachsene Patient*innen
SIGLEC1 Kreatinkinase (CK)

Korreliert SIGLEC1 bzw. CK mit PGA im Verlauf?

n=45 n=41
PGA alle visitst betaST=0,54 betaST=0,17
p<0,001 p=0,149
nur visits mit Daten n=41 n=41
PGA fir beide Biomarker? betaST=0,52 betaST=0,17
p<0,001 p=0,149

Ist die Veranderung (A visitst.1 und visitst) von SIGLEC1 bzw. CK mit der Veranderung im
PGA assoziiert?

n=31 n=25
PGA alle visits? betaST=0,48 betaST=-0,10
p=0,003 p=0,634
nur visits mit Daten n=25 n=25
PGA fiir beide Biomarker? betaST=0,60 betaST=-0,10
p=0,001 p=0,634

(A) juvenile und (B) erwachsene Patient*innen mit DM. (1) alle visitis wurden eingeschlossen, bei denen Werte fiir
SIGLEC1 und/oder CK vorlagen (2) nur visitis mit Werten fir SIGLEC1 und CK wurden eingeschlossen. betaST,
standardisierter Regressionskoeffizient; n, Anzahl; p, p-Wert; Ubersetzt und modifiziert nach Graf et al.[56]

3.4 SIGLEC1 und Therapieansprechen

Wir untersuchten, ob das Therapieansprechen (Reduktion des PGA um mindestens 20%)

mit dem Rickgang von SIGLEC1 assoziiert war. In diese Analyse konnten 14
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Patient*innen mit DM eingeschlossen werden, davon sechs adulte und acht juvenile.
Zwischen dem ersten und zweiten Messpunkt lag eine signifikante Reduktion der
SIGLEC1-Expression vor (Veranderung im Median um -10.059 mAb/cell, IQR -6.058
mAb/cell bis -12.152 mAb/cell, p<0,01, Wilcoxon-Test) (siehe Figure 2 der beigeflgten
Originalpublikation von Graf et al.[56]). Die Krankheitsaktivitdit (PGA) zwischen den
beiden Messpunkten verringerte sich deutlich (Veréanderung im Median um -76,5%, IQR
-63% bis -91%). Alle Patient*innen, die in die Analyse eingeschlossen wurden (n=14),
hatten bereits Prednisolon erhalten. Die zusatzlich verabreichten Medikamente waren
MTX (n=9), IVIG (n=9), Hydroxychloroquin (n=4), Azathioprin (n=3) und
Cyclophosphamid (n=2).

3.5 SIGLEC1 und Prednisolon

Wir verglichen die SIGLEC1-Expression zwischen allen DM-Patient*innen (juvenile und
adulte) mit und ohne Einnahme von Prednisolon bei visit 1. Hier zeigte sich eine
niedrigere SIGLEC1-Expression in der Gruppe mit Prednisolon, jedoch ohne statistische
Signifikanz. In die anschlieBende Analyse wurden nur Patient*innen mit aktiver
Erkrankung eingeschlossen. Hier fand sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied (siehe
Abbildung 3). Eine signifikante Korrelation zwischen SIGLEC1 und der Prednisolon-Dosis

pro Tag bei visit 1 liel3 sich nicht nachweisen (r=-0.2, p=0.23, Spearman’s rank).
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Abbildung 3 SIGLEC1-Expression und Prednisolon. Die Abbildung zeigt die SIGLEC1-Expression bei visit 1 bei
bereits etablierter Therapie mit Prednisolon vs. ohne Prednisolon. (A) bei allen juvenilen und adulten Patient*innen mit
DM (n=38): Median 3.096 mAb/cell (mit Prednisolon) vs. 9545 mAb/cell (ohne Prednisolon), p= 0,0546, MWU. (B) bei
allen juvenilen und adulten Patient*innen mit DM und aktiver Erkrankung (PGA 25, n=24): Median 6.816 mAb/cell (mit
Prednisolon) vs. 13.301 mAb/cell (ohne Prednisolon), p=0,1339, MWU; eigene Darstellung

3.6 Myositis-Spezifische Antikdrper

Unter den juvenilen Patient*innen mit DM war der NXP2-Autoantikdrper (n=6) am
haufigsten, bei sechs Patient*innen wurde kein MSA detektiert. Bei adulten Patient*innen
mit DM waren anti-MDA5 (n=6) und anti-TIF1y (n=6) am h&ufigsten, bei zwei
Patient*innen konnte kein MSA nachgewiesen werden. Bei 17 von 19 Patient*innen mit
AS konnten Anti-Jol-Autoantikorper nachgewiesen werden. Patient*innen mit ULRNP-
Autoantikdrpern hatten tberwiegend (4 von 5) die Diagnose einer Mischkollagenose und
waren der Overlap-Gruppe zugeordnet. Ein Patient mit ULRNP war histopathologisch der

IBM zuzuordnen.

Die Verlaufe der Langsschnittanalyse sind in eFigure S4 und eFigure S5 des
Supplemental material der beigefiigten Originalpublikation von Graf et al. dargestellt.[56]
Hier lassen sich die SIGLEC1- und CK-Verlaufe bei DM-Patient*innen je nach
Autoantikdrper (MSA) nachvollziehen. In Abbildung 2 sind exemplarisch zwei Verlaufe
dargestellt (1x Mi2, 1x MDAD).
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3.6.1 Myositis-Spezifische Antikérper vs. SIGLEC1-Expression

Zur Untersuchung, ob die SIGLEC1-Expression je nach MSA Unterschiede aufwies,
fuhrten wir eine Subgruppenanalyse durch. In Abbildung 4A ist die SIGLEC1-Expression
aller Patient*innen mit [IM und aktiver Erkrankung bei visit 1 zu sehen, unterteilt nach
MSA. Figure 4B der beigefligten Originalpublikation von Graf et al.[56] zeigt zudem die
SIGLEC1-Expression bei Patient*innen mit inaktiver Erkrankung. In der Gruppe der
Patient*innen mit aktiver Erkrankung ergab sich eine erhdohte SIGLEC1-Expression bei 5
von 5 Patient*innen mit TIF1y-Autoantikdrpern, 6 von 7 mit MDA5-Autoantikdrpern, 4 von
5 mit NXP2-Autoantikérpern, und 2 von 3 mit Mi2-Autoantikdrpern (alle assoziiert mit
DM). Bei Patient*innen mit aktiver Erkrankung und AS-assoziierten Autoantikérpern
kamen erhthte Werte fur die SIGLEC1-Expression bei anti-Jol1 (5 von 11), anti-PL-12 (2
von 2) und anti-PL-7 (1 von 1) vor. Die mit IMNM assoziierten Autoantikdrper anti-SRP
und anti-HMGCR waren nicht mit einer Erhéhung der SIGLEC1-Expression assoziiert.
Eine Assoziation mit dem zusatzlichen Vorliegen von MAA (anti-Ro52, anti-Ku, anti-
U1RNP) liel3 sich nicht nachweisen. Alle Patient*innen mit ULRNP-Antikérpern hatten
eine hohe SIGLEC1-Expression (n=5, 12.327 mAb/cell, Durchschnitt), ohne dass sich

eine Assoziation zur Krankheitsaktivitat ergeben hat.

3.6.2 Myositis-Spezifische Antikérper vs. CK

Abbildung 4B stellt die CK aller Patient*innen mit IIM und aktiver Erkrankung (PGA=5)
bei visit 1 dar, unterteilt nach MSA. Bei Patientinnen mit MDA5- und TIF1y-
Autoantikdrpern lag bei lediglich 1 von 5 beziehungsweise 2 von 5 eine erhdohte CK (>190
U/l) vor. Besonders hohe CK-Werte zeigten sich bei 2 von 3 Patient*innen mit Mi2-
Autoantikdrpern. Die CK-Werte der Patient*innen mit ULRNP-Antikdrpern waren erhoht,
mit einem Durchschnitt von 646,5 U/l (ein fehlender Wert).
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Abbildung 4 SIGLEC1 und CK vs. MSA bei lIM-Patient*innen mit aktiver Erkrankung (A) Die Abbildung zeigt
SIGLEC1 aller IIM-Patient*innen mit aktiver Erkrankung (PGA=5) bei visit 1 (n=45), unterteilt nach Myositis
Spezifischem Antikorper (MSA). Die gestrichelte Linie gibt den Grenzwert von 2400 mAb/cell an. Abbildung modifiziert
nach Graf et al.[56] (B) Die Abbildung zeigt die Kreatinkinase (CK) aller IIM-Patient*innen mit aktiver Erkrankung
(PGA=5) bei visit 1 (n=42), unterteilt nach MSA. Fehlende Werte (n=3) in den Gruppen ,PL7* ,MDAS5" ,kein MSA*;
die gestrichelte Linie gibt den Grenzwert von 190 U/I an; zur Ubersichtlichkeit wurde die Y-Achse in zwei Abschnitte
mit unterschiedlicher Skalierung unterteilt (0-7.000 U/l und 7.000 bis 20.000 U/l); eigene Darstellung.

3.7 Vergleich zwischen der SIGLEC1-Expression auf Monozyten im Blut und der

Expression von ISG15/MxA im Muskelgewebe

17 Patient*innen hatten eine Muskelbiopsie und eine SIGLEC1-Messung im Blut mit
maximal 7 Tagen Abstand zueinander und konnten in die Analyse eingeschlossen
werden (aDM: n=6; jDM: n=2; AS: n=3; IMNM: n=1; IBM: n=1; Overlap: n=4). In sieben
von 17 Muskelbiopsien (41,2%) konnte eine vermehrte Expression von ISG15 und/oder
MxA nachgewiesen werden (siehe Abbildung 5A). Exemplarisch sind die Farbungen von
drei Patient*innen und eine*r gesunden Proband*in in der Abbildung 5B dargestellt. Alle
Patient*innen mit Nachweis von ISG15/MxA in der Muskelbiopsie hatten eine erhthte
SIGLEC1-Expression auf Monozyten im Blut, bei einem der Patienten lag jedoch lediglich
eine minimale Erhéhung vor (Patient ADO30 mit AS; MSA: anti-Jo1; MAA: anti-R052, anti-
PM-Scl100; 2.449 mAb/cell). Drei Patient*innen mit SIGLEC1-Erh6hung im Blut waren
negativ fur ISG15/MxA im Muskel — bei aktiver Erkrankung (PGA 7/8/10). Diese hatten
eine anti-TIF1y-positive DM, eine anti-MDA5-positive DM ohne Muskelbeteiligung und
eine DM ohne MSA (siehe dazu auch eTable S1 im Supplemental material der
beigefligten Originalpublikation von Graf et al.[56]). Die durchschnittliche Zeit zwischen
der SIGLEC1-Messung im Blut und der Entnahme der Muskelbiopsie waren drei Tage
(Spannweite: 0-7 Tage).[56]
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Abbildung 5 Expression von SIGLEC1 im Blut und ISG15/MxA im Muskel (A) Vergleich zwischen SIGLEC1 im
Blut mit der Expression von ISG15/MxA im Muskel (n=17) (B) exemplarische Darstellung der immunhistochemischen
Farbungen von drei Patient*innen und einem Gesunden; Patient AD0O05 (adulte DM; kein MSA; MAA: anti-Ro52;
SIGLEC1: 13.301 mAb/cell) hatte trotz erhéhtem SIGLEC1 im Blut keine ISG15/MxA-Farbung im Muskel. Patient
ADO010 (IBM; kein MSA, MAA: anti-Ro52, anti-U1RNP, anti-Ku; SIGLEC1: 9.281 mAb/cell) hatte eine positive Farbung
fur MxA, eine ISG15-Farbung war jedoch nur auf einigen Makrophagen zu sehen, Muskelfasern waren nicht angefarbt.
Bei Patient AD042 (adulte DM, MSA: anti-NXP2; kein MAA; SIGLEC1: 16.295 mAb/cell) liel? sich sowohl ISG15 als
auch MxA anféarben.[56] HD, healthy donor. Abbildung ibernommen aus Graf et al.[56]
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4  Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die SIGLEC1-Expression auf Monozyten war bei Patient*innen mit DM signifikant erhdht
und korrelierte sowohl bei adulten als auch bei juvenilen DM-Patient*innen mit der
Krankheitsaktivitat. Bei AS, IMNM und IBM war die SIGLEC1-Expression dagegen nicht
signifikant erhdht. Ein klinisch relevantes Therapieansprechen (Reduktion des PGA) ging
bei DM-Patient*innen mit dem Rickgang von SIGLEC1 einher. Eine Assoziation von
bestimmten MSA und SIGLEC1 liel3 sich nicht nachweisen. Alle Patient*innen mit Typ-I-
Interferon-Aktivitat in der Muskelbiopsie hatten eine erhdhte SIGLEC1-Expression im
Blut.

4.2 Einbettung der Ergebnisse in den aktuellen Forschungsstand

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eine Korrelation der SIGLEC1-Expression mit der
Krankheitsaktivitat bei Patient*innen mit DM. Dies bestatigt zahlreiche Studien, die die

Typ-I-Interferon-Aktivitat bei der DM mit anderen Methoden untersucht haben.[31-40]

Es gibt bisher nur wenige Langsschnittuntersuchungen, die eine Korrelation der Typ-I-
Interferon-Aktivitdt mit der Krankheitsaktivitat Gber mehr als zwei Messpunkte hinaus
untersuchten. In ihrem Umfang ist unsere Analyse mit der von Greenberg et al.
vergleichbar.[36] lhnen lagen 53 Messpunkte von insgesamt 12 erwachsenen
Patient*innen mit DM/PM vor. Sie untersuchten ein Set aus 13 Typ-I-Interferon-
stimulierten Genen im Blut mittels qtPCR und fanden eine signifikante Korrelation mit
einem retrospektiv festgelegten Krankheitsaktivitatsscore. Die in unserer Studie
nachgewiesene Korrelation von SIGLEC1 mit der Krankheitsaktivitat basiert auf den
Daten von 26 juvenilen und adulten DM-Patient*innen mit insgesamt 110 Messpunkten.

Lerkvaleekul et al. untersuchten die SIGLEC1-Expression auf Monozyten bei 21
Patient*innen mit neu diagnostizierter, juveniler DM — ebenfalls mittels
Durchflusszytometrie.[55] Die Querschnittanalyse ergab eine Korrelation von SIGLEC1
mit der Krankheitsaktivitat. Zur Messung der Krankheitsaktivitat wurden ebenfalls PGA
und CMAS, sowie zusatzlich ein Score zur Messung der Hautbeteiligung (The Cutaneous
Assessment Tool, CAT) verwendet. Lerkvaleekul et al. konnten zudem zeigen, dass
SIGLEC1 in der Vorhersage des Therapieansprechens einem mittels RT-gPCR
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gemessenen Score aus funf Interferon-stimulierten Genen (MX1, IFI44, IF144L, LYG6E,
IFIT3) Uberlegen war. Unsere Studie ergab ebenfalls die Korrelation von SIGLEC1 mit
der Krankheitsaktivitat. Zusatzlich konnten wir diesen Zusammenhang fur die

Langsschnittdaten zeigen.

Bei Patient*innen mit AS war die Expression von SIGLECL1 niedriger als bei Patient*innen
mit DM. In einigen Studien wurde gezeigt, dass fir die Atiopathogenese der AS vermehrt
Typ-lI-Interferone eine Rolle spielen.[32,62] Reed et al. und Pinal-Fernandez et al. fanden
hingegen auch eine erhodhte Typ-I-Interferon-Aktivitdt im Blut beziehungsweise in
Muskelbiopsien von Patient*innen mit AS.[32,63] Auch in unserer Studienpopulation
hatten einige AS-Patient*innen (42,1%) eine hohe SIGLEC1-Expression. Da SIGLEC1
Uberwiegend durch Typ-I-Interferone reguliert wird,[48,64] spricht dies fur eine Typ-I-
Interferon-Aktivitdt auch bei AS. Hier stellt sich vor allem die Frage, ob es sich um
Subtypen von AS handelt. Die Rolle von Typ-I-Interferonen bei AS sollte daher weiter

untersucht werden.

Nur zwei von neun Patient*innen mit IBM hatten eine erhdhte SIGLEC1-Expression.
Beide waren positiv fur Ro-Autoantikorper und einer zusatzlich fir UL1RNP-
Autoantikdrper. Fur Anti-Ro und U1RNP-Autoantikérper wurde bereits eine Assoziation
mit Typ-I-Interferonen nachgewiesen.[65] Der Patient mit Antikbrpern gegen U1RNP
zeigte auch in der immunhistologischen Untersuchung der Muskelbiopsie (MxA/ISG15)
eine Typ-l-Interferon-Aktivitat (Patient AD010, siehe Abbildung 5). Studienergebnisse
bezuglich der Typ-I-Interferone bei IBM sind bisher widerspriichlich.[32,66,67] Die IBM
wird noch immer spéat diagnostiziert und der Krankheitsverlauf lasst sich medikamentds
kaum beherrschen.[2] Ob der Nachweis einer erhdhten Typ-I-Interferon-Aktivitat bei
einzelnen IBM-Patient*innen zusatzliche Therapieoptionen bietet, muss weiter erforscht

werden.

Bei Patient*innen mit IMNM war die SIGLEC1-Expression nicht erhdht. Bisher liegen nur
wenige Studien vor, die die Interferon-Aktivitat bei Patient*innen mit IMNM untersucht
haben. Diese zeigten eine — wenn uberhaupt — geringe Erhéhung sowohl der Typ-I- als
auch der Typ-ll-Interferon-Aktivitat in Muskelbiopsien.[32]

Bisher gibt es nur wenige Studien, die Unterschiede zwischen einzelnen MSA und der
Typ-I-Interferon-Signatur erforscht haben. Wahrend Allenbach et al. und Soponkanaporn

et al. eine niedrigere Aktivitat von Interferon-stimulierten Genen in Muskelbiopsien bei
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Patient*innen mit MDA5-positiver DM fanden, konnten Pinal-Fernandez et al. keine
Unterschiede zwischen den verschiedenen MSA finden.[32,68,69] Andere Studien
wiesen eine besonders hohe Interferon-Aktivitat im Blut beziehungsweise in Hautbiopsien
von MDAS5-positiven DM-Patient*innen nach.[70,71] Reed et al. kamen dagegen zu dem
Ergebnis, dass bei Patient*innen mit Anti-Synthetase-, TIF1y- und Mi-2-Autoantikérpern
die hochste Typ-I-Interferon-Aktivitat im Blut vorliegt.[63] Ein Vergleich der Studien ist nur
eingeschrénkt mdoglich, da auch hier unterschiedliche Methoden zur Messung der
Interferon-Aktivitat verwendet wurden. Unsere Ergebnisse zeigten die héchste SIGLEC1-
Expression bei Patient*innen mit MDA5- und TIF1y-positiver DM. Insgesamt konnten wir
jedoch keine klare Assoziation von MSA und SIGLEC1 finden. Das Vorliegen bestimmter
Autoantikorper allein lasst somit noch keine Aussage Uber die Typ-I-Interferon-
Aktivierung zu, sodass die Bestimmung eines Typ-l-Interferon-Biomarkers hier

zusatzliche Informationen liefert.

Fur die Uberwachung der Krankheitsaktivitat ergaben die vorliegenden Daten eine
Uberlegenheit von SIGLEC1 gegeniiber der CK bei Patient*innen mit juveniler und
adulter DM. Demgegenuber stellt die CK bei Patient*innen mit klassischerweise hohen
CK-Werten wie bei IMNM und AS einen guten Verlaufsparameter dar.[29] Die CK ist ein
unspezifischer Parameter und ist unter anderem nach koérperlichem Training, bei
medikamentds-toxischem Muskelschaden und anderen Ursachen von Myopathien
erh6ht.[29] In den Daten der vorliegenden Studie hatten Patient*innen mit MDA5- und
TIF1y-positiver DM eine hohe SIGLEC1-Expression, aber zumeist keine CK-Erhéhung.
Normwertige CK wurde bei Patient*innen mit den genannten Autoantikdrpern auch in
anderen Studien bereits beschrieben.[14,72], womit der Detektion einer Typ-I-Interferon-
Aktivierung ein gewisser Nutzen zukommen wirde. Dennoch ist auch die SIGLEC1-
Expression unspezifisch und wird von anderen Faktoren wie beispielsweise viralen
Erkrankungen beeinflusst. Die Kombination mit weiteren diagnostischen Parametern wie
der klinischen Symptomatik, Autoantikérpern und Informationen aus Muskelbiopsien sind

deshalb nétig, um die Diagnose einer 1IM zu sichern.

In unserer Studie hatten alle Patient*innen mit erhdhter Expression von ISG15 und/oder
MxA in der Muskelbiopsie eine erhthte SIGLEC1-Expression im Blut. Drei Patient*innen
mit DM (MDAS/TIF1y/ohne MSA) hatten bei aktiver Erkrankung zwar eine erhohte Typ-I-
Interferon-Aktivitat im Blut, aber nicht im Muskel. Im Gegensatz dazu zeigten Walsh et
al., dass bei Patient*innen mit DM einige Interferon-induzierte Gene (wie ISG15 und MxA)
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zwar stark hochreguliert im Muskel aber nur gering im Blut zu finden sind.[34]
Moglicherweise ist von einer unterschiedlichen Interferon-Signatur und -Aktivitat je nach
Zelltyp und Gewebe auszugehen,[41] beispielsweise bei Patient*innen mit geringer Haut-
/Muskelbeteiligung sowie bei Vorliegen bestimmter Antikorper wie MDAS. Gallay et al.
pladieren daher flr ein gewebespezifisches Panel aus Interferon-stimulierten Genen.[41]

Die klinischen oder therapeutischen Implikationen sind hier jedoch noch unklar.

4.4 Starken und Limitationen der Studie

Mit der vorliegenden Arbeit kébnnen wir einige der bisherigen Ergebnisse von Studien
bestétigen, die die Typ-I-Interferon-Signatur bei IIM untersucht haben. Im Unterschied zu
anderen Typ-l-Interferon Biomarkern ist SIGLEC1 mittels Durchflusszytometrie
bestimmbar und kdnnte damit leicht fur den klinischen Alltag etabliert werden. Eine Starke
unserer Studie ist die relativ hohe Anzahl an Proband*innen sowie die Erfassung der
Verlaufsdaten im Langsschnitt. Wir konnten sowohl fur adulte als auch fur juvenile
Patient*innen signifikante Ergebnisse finden. Als eine der ersten Studien untersuchten

wir, ob eine Korrelation der Typ-I-Interferon-Aktivitat im Blut und im Muskel vorliegt.

Eine Limitation der Studie ist, dass in den retrospektiven Daten flr erwachsene
Patient*innen keine ausreichend verfligbaren klinischen Scores zur Messung der
Muskelkraft vorlagen, wie es bei juvenilen Patient*innen in Form des CMAS der Fall war.
Wir griffen daher auf den PGA zuriick, der jedoch zumeist retrospektiv erfasst werden
musste. Um einen moéglichen Bias zu minimieren wurden die fehlenden PGA-Werte von
zwei behandelnden Rheumatolog*innen festgelegt, die fir den SIGLEC1-Wert verblindet
waren. Letztlich ware die prospektive Erfassung des Manual Muscle Test-8 (MMT-8) fur
die Erfassung der Muskelkraft ein objektiveres Instrument gewesen, auch um die
Aussagekraft der Studie zu erhdhen. Zusatzlich wéare eine vergleichende Analyse
verschiedener Typ-I-Interferon-Biomarker interessant gewesen, die aufgrund des

retrospektiven Designs unserer Studie nicht durchgefihrt werden konnte.

Zusatzlich konnten einige Analysen nur mit wenigen Patient*innen durchgefihrt werden.
Insbesondere die Analyse der Assoziation einzelner MSA mit der SIGELC1-Expression

war hierdurch limitiert.

Durch die Therapie mit Glukokortikoiden kann die Typ-I-Interferon-Signatur reduziert

werden, was zugleich ein wichtiger therapeutischer Effekt ist.[45,49,51,73] Bei
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Patient*innen mit DM zeigte sich in unserer Studie kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen mit und ohne Behandlung mit Prednisolon. Dennoch lasst sich
der Einfluss von Prednisolon (und anderen immunsupprimierenden Medikamenten)

insbesondere bei den Langsschnittdaten nicht vollstandig ausschliel3en.

Weiterhin muss bei der Interpretation von SIGLEC1 im klinischen Alltag beachtet werden,
dass das Typ-I-Interferon-System nicht spezifisch fiir autoimmune Erkrankungen ist. So
wurde die Hochregulierung von SIGLEC1 beispielsweise auch fir die koronare
Herzkrankheit[74] und virale Infektionen beschrieben.[75,76]

4.5 Implikationen fur die klinische Anwendung und zukinftige Forschung

Wie oben beschrieben, wurde die Erhéhung der Typ-I-Interferon-Aktivitat bei der DM und
anderen autoimmunen Erkrankungen bereits in zahlreichen Studien nachgewiesen.
Bisher hat sich jedoch keine Methode bzw. kein Biomarker zur Messung der Typ-I-
Interferon-Aktivitat im Blut fir den klinischen Alltag durchgesetzt. Ein solcher Biomarker
konnte im klinischen Alltag fur die Stratifizierung von Patient*innen, die Uberwachung der
Krankheitsaktivitdt oder einer Interferon-inhibitorischen Therapie sowie des
Therapieansprechens Anwendung finden. In einer Ubersichtsarbeit von Rodriguez-Carrio
et al. wurde auf die fehlende Harmonisierung und Standardisierung der verschiedenen
Methoden zur Messung von Typ-I-Interferonen eingegangen.[77] Dies durfte mit daftr
verantwortlich sein, dass die Messung der Typ-I-Interferon-Aktivitat bisher nicht im
klinischen Alltag Einzug gehalten hat. Zur Harmonisierung der Studien und ihrer
Ergebnisse wurden sogenannte EULAR points to consider vorgeschlagen. Diese betonen
beispielsweise, dass verschiedene Methoden auch verschiedene Phasen in der
Aktivierung des Interferon-Systems messen und daher unterschiedliche Informationen
mit sich bringen kdnnen. Bisher kann kein Messverfahren die Gesamtheit der Typ-I-
Interferon-Aktivierung abbilden. Weiterhin gibt es fir die Typ-l, Typ-ll und Typ IlI-
Interferone zwar unterschiedliche Rezeptoren, im komplexen System der
Signalkaskaden kommt es jedoch zu einer Uberlappung. Die Effekte der Interferone
lassen sich daher nicht vollstandig trennen. Weiterhin betonen die points to consider,
dass zwar die Aktivierung des Typ-I-Interferon-Systems bei Erkrankungen wie SLE oder
[IM mit der Krankheitsaktivitat korreliert, der Nutzen fur den klinischen Alltag jedoch noch

nicht hinlanglich geklart ist.[77]
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Bisher werden insbesondere gene scores verwendet, um die Aktivitat des Typ-I-
Interferon-Systems zu messen. Ein aktueller Vorschlag zur Harmonisierung der gene
scores beinhaltet sechs Interferon-stimulierte Gene: SIGLEC1, IFI27 (Interferon alpha
inducible protein 27), IFI44L (Interferon induced protein 44 like), IFIT1 (Interferon induced
protein with tetratricopeptide repeats 1), ISG15 und RSAD2 (radical S-adenosyl
methionine domain containing 2).[78] Insgesamt sind gene scores jedoch schwierig zu
standardisieren und reagieren trage auf Ver&nderungen.[79] In Transkriptomdaten
konnte eine erhohte Expression von SIGLEC1 nachgewiesen werden.[54] SIGLECL1 qilt
als Teil der Typ-I-Interferon-Signatur.[47,48,64] In unserer Studie verwendeten wir die
Durchflusszytometrie zur Messung der SIGLEC1-Expression auf Monozyten. Diese

Methode steht bereits in vielen Laboren zur Verfiigung.

Ergebnisse aus der direkten Messung von Interferonen mittels konventionellem ELISA
bei Patient*innen mit SLE zeigten bisher eine niedrige Sensitivitat.[50] Eine weitere
Moglichkeit besteht in der direkten Messung von Interferon alpha im Serum mittels
SIMOA (interferon-alpha single-molecule array), einem hochsensitiven digitalen ELISA.
Dies wurde bereits fur verschiedene autoimmune Erkrankungen inklusive der juvenilen
DM untersucht.[80,81] Ein Vergleich zwischen der durchflusszytometrischen Messung
von SIGLEC1 und der direkten Messung von Interferon alpha mittels SIMOA ware sehr
interessant, da beide vielversprechende Biomarker fur den klinischen Alltag darstellen.
Insgesamt bleibt noch ungeklart, auf welcher Ebene die Messung des Typ-I-Interferon-
Systems stattfinden sollte, um ein maoglichst reprasentatives Ergebnis Uber seine

Gesamtheit zu erhalten.
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5 Schlussfolgerungen

Die durchflusszytometrische Messung der SIGLEC1-Expression auf Monozyten im
peripheren Blut gibt Auskunft Gber die individuelle Typ-I-Interferon-Aktivitat bei
Patientinnen mit 1IM und korreliert mit der Krankheitsaktivitat und dem
Therapieansprechen bei juveniler und adulter DM. Wie bereits fir andere
inflammatorische rheumatische Erkrankungen gezeigt, stellt SIGLEC1 damit fur
Patientinnen mit DM einen vielversprechenden Typ-I-Interferon-Biomarker fir den

klinischen Alltag dar.
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ORIGINAL RESEARCH

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% ClI
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). SIGLEC1 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 [IM 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

5
1

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).

» SIGLEC1 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
activity despite its shortcomings in subtypes
of dermatomyositis.” 6

diagnosis and monitoring of disease

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 myopathies,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 dermatomyosilis.7 120 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 interferonopathies.”” *** 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 cell-specific approach to analysing
type I interferon activity by measuring cell surface
expression of SIGLECI on monocytes by flow cytometry
could be advantageous.""S The utility of SIGLECI assess-
ment by flow cytometry has been shown very recently in
juvenile dermatomyositjs,"’7 adult and juvenile systemic
lupus erythematosus,25 el
syndrome,” genetic interferonopathies™ and viral infec-
tions including COVID-19,” 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

. s 82 qin oy
systemic sclerosis,”” Sjogren’s
JOF

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-
sitaitsmedizin 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 SIGLEC1 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.

SIGLEC1 expression in whole blood was determined
by flow cytometry using a highly standardised quantita-
tive assay (online supplemental eText S1), as described by
Stuckrad ef 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
monocyles.mi The lower limit of quantitation of this assay
was 1200 monoclonal antibodies bound per cell (mAb/
cell). The reference range for the expression of SIGLECI
in healthy controls was determined to be less than 2400
mAb/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-MDADS, anti-SRP, anti-Mi2, anti-OJ, anti-E]J,
anti-PL7, anti-PL12, anti-Jol and anti-SAE) and myositis-
associated autoantibodies (anti-Ku, anti-PM75, anti-
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
et al”” CMAS is a validated tool to measure muscle
strength and endurance in juvenile idiopathic inflamma-
tory myopathies.”” * 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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a Connective tissue diseases

SIGLECI expression measurement at our clinic. We did
not investigate an association of SIGLECI 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 25) 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 ez al?y.

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 SIGLECI 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 SIGLEC1 /creatine
kinase, respectively, in juvenile dermatomyositis and (2)
PGA score and SIGLEC1 /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 Workshop.” 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 SIGLECI (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), immune-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 ami—Ku*). In the
overlap group, six patients showed elevated SIGLEC]
levels: four with mixed connective tissue disease (ant-
UIRNP"), one with anti-Ku antibodies, and one with
overlap to juvenile systemic lupus erythematosus. In
patients with systemic lupus erythematosus, SIGLEC1
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<b (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).
SIGLECL 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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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; SIGLECH, sialic acid binding Ig-like lectin
1.

first visit

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), SIGLEC1 correlated with disease
activity in juvenile (SIGLECI 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
eFigure 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 1ISG15/
MxA status in muscle tissue

Of the 17 muscle samples eligible for IHC staining (inclu-
sion criteria: 7 days or less between SIGLEC] measure-
ment and muscle biopsy), 7 (41.2%) were positive for
ISG15 and/or MxA. The average time between SIGLEC1-
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
clevation (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 SIGLEC1 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 SI).

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 al’
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

6
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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% Cl —0.85 to —0.54
n=53
betaST=-0.65; p<0.001
95% Cl —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% Cl -0.77 to -0.29
n=16
betaST=-0.42; p<0.001
95% Cl -0.71 to -0.14

n=87

betaST=-0.39; p<0.001
95% Cl -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% CI -0.62 to -0.08
n=16

betaST=-0.14; p=0.566
95% CI -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% Cl 0.34 to 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% Cl 0.16 to 0.79
n=25

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

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

n=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% CIl -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; SIGLECH1, 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 SIGLECI—which is mostly
type 1 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 syn(lr()me.17 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 AD010). 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.
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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
ADOO5 (adult DM, SIGLECT1 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, SIGLECT1 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
SIGLECI 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
myositis-specific 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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Patient  Clinical Myositis- Myositis- SIGLEC1, MxA ISG15
ID diagnosis specific associated mAb/cell status status
antibodies antibodies (blood) (muscle) (muscle)
(MSA) (MAA)
AD029 AS Jol Ro52 5721 0 1
ADO31  AS Jol Ro52 2568 0 0
ADO030  AS Jol Ro52, PM-Scl100 2449 0 1
ADO039 DM (adult) Mi2 Ro52 1769 0 0
ADO042 DM (adult) NXP2 - 16295 1 1
ADO005 DM (adult) - Ro52 13301 0 0
ADO41 DM (adult) TIFly - 9545 0 0
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eTable S1 Subgroup analysis of SIGLECI expression (in blood) versus MxA and ISG1S status (in
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eFigure S4 Longitudinal graphs of SIGLEC1 vs. CMAS and creatine kinase vs. CMAS for all
juvenile DM patients with at least two visits; PGA, Physician Global Assessment; CMAS, Childhood
Myositis Assessment Scale
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eFigure S5 Longitudinal graphs of SIGLEC]1 vs. PGA and creatine kinase vs. PGA for all adult DM
patients with at least two visits; PGA, Physician Global Assessment; CMAS, Childhood Myositis
Assessment Scale

Graf M, et al. RMD Open 2022; 8:e001934. doi: 10.1136/rmdopen-2021-001934

63



BMJ Publishing Group Limited (BMJ) disclaims all liability and responsibility arising from any reliance

Supplemental material placed on this supplemental material which has been supplied by the author(s) RMD Open

3
e

gﬂ

o
a,

.
o
e .
. -
o °
; ; |
0 5000 10000 15000 20000 25000 0 5000 10000 15000 20000 25000
SIGLEC1 oK
c. D,
©
@
-
o~ . s s e o~ oe
.
o
L T T
0 000 10000 L 200 0 1000 2000 3000 4000 5000

SIGLEC1

CK

eFigure S6 Visualization of the results of longitudinal data analysis (see Table 2) of A) SIGLEC1
vs. CMAS for juvenile DM patients (absolute values); B) Creatine kinase (CK) vs. CMAS for juvenile
DM patients (absolute values); C) SIGLECI vs. PGA for adult DM patients (absolute values); D)
Creatine kinase (CK) vs. PGA for adult DM patients (absolute values)

eText S1: Laboratory measurement of SIGLEC1

SIGLEC1 expression was determined by flow cytometry using a highly standardized quantitative assay.
Briefly, 25ul of EDTA-anticoagulated whole blood was incubated with 10 pl of mouse-anti-human
antibody cocktail containing phycoerythrin (PE)-labeled anti-CD169 monoclonal antibody (mAb)
(labeled at a fluorochrome/protein ratio of 1:1), allophycocyanin (APC)-labeled anti-CD14 mAb and
KromeOrange-labeled anti-CD45 mAb for 15 min at room temperature (RT) in the dark (all antibodies
from Beckman Coulter, Krefeld, Germany). Red blood cells were then lysed by adding 500ul of Versa-

Lysis solution (Beckman Coulter) to each reaction tube. After incubation for 30 min at RT in the dark,
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samples were centrifuged for 5 min at 200 x g at RT. Samples were then washed once with 1000 ul PBS
containing 2% fetal calf serum (FCS) and centrifuged again for 5 min at 200 x g at RT. Stained samples
were acquired on a 10-color flow cytometer (Navios, Beckman Coulter) and analyzed using the Navios
software. During each analytical run, QuantiBRITE™ PE tubes (BD Biosciences) were acquired to
convert the fluorescent channel 2 (FL2) mean fluorescent intensity (MFI) signals on CD14* monocytes
to monoclonal antibodies bound per cell (mAb/cell) values. FL2 MFI values and absolute values for PE
molecules (as specified by the manufacturer) for each QuantiBRITE™ bead population were used to
perform linear least square regression analysis to determine the best calibration value, which then was
used to convert the FL2 MFI values of monocytes in the analytical sample to the amount of PE-labeled

CD169 mAb bound per monocyte (mAb/cell).

Patients with a (preliminary) clinical
diagnosis of idiopathic inflammatory
myopathies (IIM) (n=140)

Excluded (n=44):

« insufficient clinical information
« different or unclear diagnosis
* no assessment of SIGLEC1 expression

Confirmed IIM-diagnosis (n=74)

Control group 1 (n=22):

Control group 2:

Juvenile Adult « overlap myositis (n=16) Control group 3:
dermatomyositis || dermatomyositis o mixed connective tissue Sytemic lupus Healthy
(n=17) (n=21) disease (n=5) erythematosus (n=30) individuals (n=19)

« systemic sclerosis (n=1)

Immune mediated
necrotizing
myopathy (n=8)

Antisynthetase
Syndrome (n=19)

eFigure S7 Flow diagram of study participants
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eFigure S8 A-B Negative control stainings with an irrelevant antibody for MxA: As a negative
control we used the species specific antibody (rabbit polyclonal) nNOS (neuronal nitric oxide synthase)
at the same dilution (1:100). This is an antibody that we use in every muscle biopsy work-up to
demonstrate integrity of the sarcolemma or lack of staining in e.g. denervation processes. The
macrophages, endothelial cells and the sarcoplasm are not stained by nNOS. nNOS can similarly be
used as a negative control with the species specific antibody (rabbit polyclonal) for ISG15 at a dilution

1:50.
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