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1 Einleitung

1.1 Definition und Klassifikation

Die systemische Sklerose (SSc) oder auch systeenisgklerodermie ist eine seltene
Multisystemerkrankung des gefal3fihrenden Bindegewjelie der Gruppe der Kollagenosen
zugeordnet wird. Pathognomonisch flr die SSc i# eerstarkte Synthese und Ablagerung von
Bindegewebsproteinen als extrazellulare Matrix (BZMWit daraus folgender Fibrosierung der
Haut und verschiedener innerer Organe, wie demr@atdstinaltrakt, dem Herz, der Lunge und
der Niere [2]. Die Heterogenitat dieser Autoimmukmankung findet sich nicht nur in
atiologischen Faktoren, Pathophysiologie, kliniscBeisprdgung, Ausmall und Schwere der
Organbeteiligung und immunologischen Veranderungendern auch im Krankheitsverlauf, der
Prognose und der funktionellen Beeintrachtigundggn [

Der Name Sklerodermie leitet sich aus den grietleiscBegriffen fur hart (skleros) und Haut
(derma) ab. Schon in der Antike finden sich Beectiber Menschen mit besonders harter und
fester, der Uberlieferung nach nahezu unverwundhbideait, die in einigen Aspekten an eine
lokalisierte Sklerodermie im Sinne einer Morpheaki lassen. Achilles, der Kriegsheld aus der
griechischen, und Siegfried von Xanten, der Dratiten aus der germanischen Sagenwelt,
waren zwei herausragende Helden, die eine unvemarad,Panzerhaut trugen. Bei der
systemischen Sklerodermie, wie sie heute definistt finden sich allerdings neben der
Hautverdickung zusatzlich pathologische Verandesaran einer Vielzahl innerer Organe.

Neben der fortschreitenden kutanen und viscerailemo$e gehoren strukturelle und funktionelle
Gefal3verdnderungen mit perivaskularen Infiltratemestehend aus mononuklearen
Entzindungszellen, Intimaproliferation mit Lumerexsigung von Arterien und Arteriolen sowie
Veranderung der humoralen und zellularen Immunaritmwit Ausbildung von Autoantikérpern
und eine perivaskulare T-Zell-Infiltration zur tgphen pathologischen Trias der Sklerodermie
[3 - 5]. Diese Konstellation verschiedener, abammbeh zusammen gehoérender pathologischer
Veranderungen unterscheidet die SSc von andererartklingen des Bindegewebes, wie zum
Beispiel der rheumatoiden Arthritis oder dem syssehren Lupus erythematodes, und vom

fibrotischen Umbau einzelner Organe, wie zum Beisper idiopathischen Lungenfibrose [6].

Anhand der 1980 publizierten ,preliminary critef@ the classification of systemic sclerosis”
(Tab. 1) durch das ,American College of RheumatglogACR) kann die systemische



Sklerodermie diagnostiziert werden [7]. Als Haupd#aum gilt dabei eine Sklerodermie
proximal der Fingergrundgelenke, also eine Sklerosig der Haut proximal der
Metacarpophalangeal- und/oder Metatarsophalandealkg sowie an Korperstamm, Nacken
und Gesicht. Zu den Nebenkriterien zahlen eine r8#bktylie, gribchenférmige Narben oder
Substanzverlust der distalen Fingerweichteile urad duftreten einer bilateralen basalen
Lungenfibrose. Sind das Hauptkriterium oder abardestens zwei Nebenkriterien erflllt, kann

die SSc mit einer Sensitivitat von 97 % und eingeAitat von 98 % diagnostiziert werden [7].

ACR-Klassifikaiton der SSc [7]*
Hauptkriterium Sklerodermie proximal der Fingergrgatenke

Nebenkriterien Sklerodaktylie
gribchenférmige Narben oder Substanzverlust dertaldis
Fingerweichteile

bilaterale basale Lungenfibrose

Tab. 1: ACR-Klassifikation der systemischen Skleresn 1980 *. Zur Diagnosestellung muss

das Hauptkriterium oder mindestens 2 Nebenkriteziillt sein.

1988 fuhrte LeRoy eine Unterteilung der SSc-Patiemtach klinischen Charakteristika und der
individuellen Hautbeteiligung in zwei Untergruppeim [8]. Bei der diffusen Form der SSc
(dcSSc) sind die Hautveranderungen unregelmalig Kibeperstamm, distale und proximale
Extremitaten sowie das Gesicht verteilt. Der filsdte Umbau ist rasch progredient und betrifft
neben der Haut auch die Lunge und andere inneran®r®]. Im Gegensatz dazu finden sich bei
der limitierten Form der SSc (IcSSc) Hautverdickemgur im Gesicht und an den Extremitaten
distal von Knien und Ellbogen [9]. Es dominiert diaskulare Manifestation, und sowohl die
Hautveranderungen als auch die Organfibrose igemiéin limitiert und schreitet nur langsam
voran [6].

1.2 Epidemiologie

Die SSc gehdrt zu den seltenen Erkrankungen desnditeschen Formenkreises. Die Pravalenz
weist abhangig von der Bezugsquelle eine starkeuBtg auf und wird mit 4 - 242
Krankheitsfallen/1® Einwohner angegeben [10-14]. Mit 469 Krankheitsfall® Einwohner
wird die hochste Pravalenz im Volk der nordamerngelmen Choctaw-Indianer beobachtet [15].

Die geschatzte Inzidenz variiert zwischen 0,6 uBdlL® Einwohner in Abhangigkeit von der



untersuchten Population, dem methodischen Vorgeldem Klassifikationskriterien, der
Befunderhebung, dem Untersuchungszeitraum und ddhmisehen Hintergrund der
Studienpopulation [16]. Frauen erkranken haufige6&c als Manner. Das Verhaltnis von Frauen
zu Mannern variiert in Abhangigkeit von der Sklezodieform sowie von ethnischen und
regionalen Faktoren zwischen 3:1 und 6:1. In earst kirzlich vom Deutschen Netzwerk flr
Systemische Sklerose (DNSS) publizierten Studid wie Geschlechterquote in Deutschland mit
5:1 zugunsten der Frauen angegeben [16]. Die S®desaert sich in der Regel zwischen dem

3. und 5. Lebensjahrzehnt mit einem Altersgipfeisolven dem 40. und 55. Lebensjahr [17].

1.3 Atiologie und Pathogenese

Trotz umfangreicher Bemuhungen ist es bisher rgettingen, die, der systemischen Sklerose
zugrunde liegenden, Krankheitsprozesse vollstaraigzuklaren und in ein einheitliches
atiologisches Gesamtkonzept zu integrieren. Aktwellden verschiedene &tiologische Konzepte
diskutiert, die jedoch Uberwiegend nur einzelneeksp der vielschichtigen Verdnderungen des
Immunsystems, des Gefal3systems und des Bindegeesdi@en konnen.

Einzelne sklerodermie-typische Pathologien findah sn ahnlicher Weise auch bei anderen
Erkrankungen. So sind beispielsweise immunologid&réanderungen, wie eine erhéhte Anzahl
von CD4+ T-Zellen und eine verminderte Anzahl von83 T-Zellen im peripheren Blut, auch
bei anderen Autoimmunerkrankungen, wie der rheum@boArthritis, dem Diabetes mellitus
Typ-1, dem systemischen Lupus erythematodes und $iégren-Syndrom, nachweisbar [18].
Eine endotheliale Dysfunktion zeigen auch GrafisusrHost-Reaktionen, das héamolytisch-
uramische Syndrom und die thrombotisch-thrombomnggrhe Purpura [19]. Die Aktivierung
von Fibroblasten mit erhdhter Expression membrawsg@r Adhasionsmolekile, gesteigerter
Produktion der EZM und das Nichtansprechen auf \8tachsfaktoren finden sich ahnlich auch
bei chronischen AbstolRungsreaktionen und der Pamp[R0].

Das Hauptmerkmal der SSc ist eine UberschieRendduldion von EZM durch aktivierte
Fibroblasten. Traditionelle pathogenetische ModeHlehen eine Fibrose als Folge von
chronischen Entzindungsprozessen mit Gewebezangtorwiederholter Reparation und
nachfolgend exzessiver Narbenbildung [21]. Neuemnz€pte zur Fibrogenese stellen eine
pathologische Wundheilung bzw. ein gestértes Refingen den Fokus der Betrachtungen und
bertcksichtigen dabei insbesondere Entziindungemiknoskopischen Bereich, eine gestorte

Kommunikation zwischen Entzindungszellen und ditsfigen Zellen, Veranderungen in der



immunologischen Antwort und eine fokale Fibroblagt@liferation [3]. Es resultiert eine
Aktivierung von Fibroblasten mit Uberschiel3enderafjerung und reduziertem Abbau von
Bestandteilen der EZM, wie Kollagen Typ |, Fibroniekund Glykosaminoglykanen [22]. Nach
heutigem Erkenntnisstand sind Atiologie und Pathege der SSc multifaktorielle Prozesse, die
Veranderungen in Funktion und Interaktion von Ehétzellen, Fibroblasten und mononuklearen
Zellen beinhalten, und deren einzelne Aspekte ilgdfalen umrissen werden.

1.3.1 Gefal3schadigung und Endothelzellveranderungen

Vaskulare Dysfunktionen und Endothelzellverdndeaimmgind friihe klinische Manifestationen
der SSc, die lange vor der charakteristischen Bibrong nachweisbar sind und die nicht nur als
frihe, sondern moglicherweise auch als primaregarsse in der Pathogenese der Erkrankung
bewertet werden [4, 6]. Die Bedeutung humoralentdiak fur die Entwicklung mikrovaskulérer
Schaden wurde von LeRoy bereits vor 30 Jahren ahlg@n Toxizitdt von SSc-Serum fir
kultivierte Endothelzellen experimentell nachgewies[23]. Seine Ergebnisse fasste er als
vaskulare Hypothese zur Pathogenese der SSc zusamme

Zu den spateren klinischen Manifestationen der &Soziierten Vaskulopathie z&ahlen unter
anderem kutane Teleangiektasien, Veranderungen Nagelbettkapillaren, ein pulmonaler
arterieller Hypertonus (PAH), Angiektasien im Magatrum sowie die Ausbildung einer renalen
Krise mit malignem Hypertonus [24]. Vaskulare Korkgationen, wie digitale Ulzerationen, sind
fuhrend unter den klinischen Symptomen, die die enslgualitat der betroffenen Patienten
einschranken [25]. Als auslésende Faktoren der thetizellschadigung werden neben Zytokinen
und Wachstumsfaktoren, die von perivaskular angeeeien mononuklearen Zellen sezerniert
werden, auch Granzyme, d. h. in intrazellularen n@Gla gespeicherte Serin-Proteasen,
endothelzellspezifische Autoantikdrper, Viren umgktive Sauerstoffradikale diskutiert, die in
Phasen der Ischamie und/oder der Reperfusion g@tbiNdrden [24]. Durch Verletzungen des
Endothels kommt es dann zu einer Thrombozytenaggorgan subendothelialen Strukturen und
damit zur Bildung intravaskularer Thromben mit Ieka Hypoxie der abwaérts gelegenen
Gefal3abschnitte.

DarUber hinaus findet sich in spateren Stadien Hekrankung und mit zunehmendem
fibrotischen Gewebeumbau ein erheblicher Mangeklamen und kleinsten Blutgefal3en in der
betroffenen Haut und den inneren Organen, was alenfu Hypoxie in den abh&ngigen

Gewebeabschnitten fuhrt.



Als Reaktion auf die hypoxische Stoffwechsellagend€n profibrotische Gene vermehrt
exprimiert, die Kollagen- und Transforming-Growthefor (TGF)p-Synthese aktiviert und so
die Fibrose induziert werden [4, 26]. Es entstaeht Teufelskreis aus vaskularer Hypoxie und
Endothelverletzung mit nachfolgender Uberproduktimon Zytokinen durch aktivierte
Entzindungszellen, was zu weiteren Endothelvenhgfen und in Folge dessen zu progredienter
Fibrosierung fuhrt [26].

Im Rahmen der vaskularen Erkrankungshypothesedigr&Sc als primare Gefal3erkrankung mit
unkontrollierter Reparaturphase und UberschieRedddrenbildung begriffen. Zuséatzlich zu den
strukturellen vaskularen Veranderungen spielen adgohktionelle Gefal3verdnderungen,
insbesondere eine gestorte Regulation der Gefawesite Rolle, die zu einer Minderperfusion
des Gewebes mit lokaler Hypoxie fuhren kénnen [E3].findet sich eine Imbalance zwischen
Vasodilatation und Vasokonstriktion, die sich in nen relativen Mangel von
Stickstoffmonoxid/NO und Prostazyklin und einematiglen Uberschuss von Endothelin 1 und
Angiotensin Il manifestiert [4, 6, 27]. Diese Thesigd durch verschiedene Studien unterstutzt,
die im Serum von SSc-Patienten erhthte Konzentratioder potenten Vasokonstriktoren
Endothelin 1 und Angiotensin Il nachweisen konntéleren Wirkung offensichtlich nicht
ausreichend von Vasodilatatoren ausgeglichen wekden [26].

Endothelin 1, vermittelt Uber seine Typ-A- und -BZRptoren, und Angiotensin II, vermittelt
Uber seinen Typ-1-Rezeptor, sind potente Vasoki&tmten, fur die dartber hinaus auch ein
direkter profibrotischer Effekt nachgewiesen wer#ennte [6, 26]. So fordert Endothelin 1 die
endotheliale Adhasion von Leukozyten, die Prolifiera von glatten Muskelzellen und die
Aktivierung von Fibroblasten und dartber hinaus $teigerung der Kollagen-Typ-I- und -llI-
Synthese bei gleichzeitiger Hemmung der Matrixnapabteinase (MMP)-1-Expression [6, 28,
29]. Angiotensin Il induziert, zuséatzlich zu seitgpertensiven Wirkung als Element des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS), die Prodoktvon Connective Tissue Growth Factor
(CTGF), TGFB1 und Kollagen Typ-I durch Fibroblasten [30, 31]. Tierexperimenten konnte
eine ausgepragte vaskulare Fibrosierung bei nuendez Erh6hung des Blutdrucks durch i. v.
Applikation von Angiotensin Il induziert werden [31

Uber seinen AFRezeptor induziert Angiotensin Il auBerdem diedBilg von reaktiven
Sauerstoffradikalen durch Aktivierung einer NADH/RRH-Oxidase. Die entstehenden freien
Radikale konnen Lipidstrukturen verdndern wund dangu  Strukturschédden und

FunktionseinbuRen von Zellmembranen fuhren. Neben direkten Gewebeschadigung ist



oxidativer Stress ein Stimulus fur die Produktiomipflammatorischer Zytokine [31]. Auch

werden im Rahmen von Entziindungsprozessen inflaariselie Zellen durch Angiotensin Il

rekrutiert.

Unter Berlcksichtigung dieser Ergebnisse stellear iAT;- und ETs-Rezeptoren vermittelte

biologische Effekte ein potentielles Bindeglied dawischen Vaskulopathie, fibrotischem
Gewebeumbau und Immunzellaktivierung und damit ees den drei Hauptpathologien der
SSc. In Ubereinstimmung damit wurde in SSc-betrnaffeHaut eine erhohte Expression von
Angiotensin Il und AT-Rezeptoren bei dcSSc-Patienten beschrieben [3jeNden natirlichen

Agonisten konnen auch funktionelle Autoantikdrpar apezifische Oberflachenrezeptoren
binden, Zellfunktionen modulieren und/oder stimidie und somit biologische Effekt vermitteln.
Als mogliche Kandidaten fir derartige stimuliererfdektionelle Autoantikorper gelten Anti-

AT:-R-Ak und Anti-ET.-R-Ak, von denen neue Einblicke in die Pathogendse SSc erhofft

werden.

1.3.2 Veranderungen der zellularen Immunantwort

Ein charakteristisches histologisches KennzeicrenS$6c ist das Auftreten von entzindlichen,
hauptsachlich perivaskularen Infiltraten, insbeswadn der initialen Phase der Erkrankung, was
mit einer erhéhten Kollagensynthese der umliegeriélbroblasten assoziiert ist [2, 3, 32 - 34].
Ob entzundliche Infiltrationen ein initiales Ereign oder als sekundére Folge des
Krankheitsprozesses zu werten sind, ist nicht dieftdnd geklart [3]. T-Zellen sind wichtige
Bestandteile des entzindlichen Infiltrates, undkesante eine Reihe von qualitativen und
guantitativen Veranderungen an T-Zellpopulationeshgewiesen werden, die aus peripherem
Blut oder aus betroffenem Gewebe von SSc-Patiastdiert wurden [26].

Entzindungszellen sind potentielle Kandidaten figz Broduktion verschiedener Zytokine,
Chemokine und Wachstumsfaktoren, denen eine Sehitdis bei der Aktivierung und/oder
Unterhaltung des fibrotischen Umbaus, der Produktiod/oder Degradation von Kollagen, der
Vermittlung der Leukozyten-Endothel-Interaktioneawse der Initiation der Endothel- und
Gefallveranderungen zugeschrieben wird [2, 4, 26 383

Durch T-Zellen und Makrophagen produzierte promftaatorische Zytokine, wie Interleukin
(IL)-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TGF$ und CTGF, fordern die Entzindungsreaktion, die
Fibroblastenaktivierung und verstarken die Einwanadg von Granulo- und Lymphozyten in das
betroffene Gewebe [2 - 4, 6, 37, 39]. Einige digdgpkine, wie IL-1, IL-4, IL-6 und IL-8 finden



sich in erhOohten Konzentrationen im Serum und intrdfienen Gewebe von SSc-Patienten
[3, 40 - 42]. Unter den Chemokinen gelten MCP-1 MiB-1f als potentielle Kandidaten, an der
Entstehung der SSc beteiligt zu sein. In Uberemsting damit konnte eine Uberexpression
dieser Chemokine bei SSc-assoziierter intersttiellungenerkrankung (ILD) nachgewiesen
werden [43, 44].

Aktivierte CD4+ T-Zellen und Makrophagen stellere dilauptpopulationen des entziindlichen
Infiltrates dar [2, 3, 34], jedoch finden sich aucb8+ T-Zellen im betroffenen Gewebe [45 -
47]. Th2-polarisierte T-Zellen produzieren IL-4 -8, IL-6 und IL-13. Diese Zytokine konnten in
erhohten Konzentrationen bei SSc-Patienten naclegewiwerden [6, 45, 48, 49]. Zusatzlich
zeigt die Mehrheit der SSc-Patienten erhthte Sqriegsl von CD30, das von aktivierten Th2-
Zellen exprimiert wird [48]. Im Gegensatz dazu wardrhl-Zyotkine wie INf in verminderter
Konzentration gefunden [45, 50]. Im Widerspruch dastehen die Ergebnisse anderer Studien,
die erhdhte Serumspiegel von TiNEnd IL-12, potente Stimuli der Thl-Antwort, soweeme
erhohte mMRNA-Expression verschiedener Thl-Zytokine IL-2 nachweisen konnten [45, 51,
52]. Diese Beobachtungen unterstitzten die Hypet@ser veranderten Th1l/Th2-Balance mit
Th2-Polarisation als Ursache fur die Ausbildungeei8Sc [6, 49, 53], wie sie auch fur andere
autoimmunologische und allergische Erkrankungemy Beispiel fur Asthma bronchiale und
Sarkoidose, nachgewiesen wurde [45, 54, 55]. Utiiiztswird die Hypothese der polarisierten
Immunantwort auch durch Untersuchungen am Tiernho&sd konnte im Mausmodell eine
Fibrose durch In-vivo-Transfer von Th2-Zellen inguzwerden [6].

Neben Zytokinen und Chemokinen, die sowohl parakraiso auf benachbarte Zellen zielende,
als auch autokrine Wirkung entfalten konnen, kamnAdktivierung von Fibroblasten auch durch
Zell-Zell-Kontakte und durch Zell-EZM-Interaktioneimitiiert werden [56]. Es muss davon
ausgegangen werden, dass der endgultige EffektZypokinen und Chemokinen von ihrer
lokalen Konzentration, dem perizellularen Milieududem Mischungsverhaltnis mit anderen
Zytokinen abhangt, die in ihrer Wirkung auf die IZedlen oftmals gegensétzliche Effekte haben
[4].

Im Fokus aktueller Untersuchungen stehen deshakxiiedene Schliisselmolekile, von denen
ein Einfluss auf die Immunreaktion, die Fibrosieggunnd die Gefaldschadigung angenommen
wird. Zu diesen gehdren neben TGRind CTGF auch eine Vielzahl von Chemokinen und

Zytokinen, die als potentielle Therapieziele diekénnten.



1.3.3 Veranderungen der humoralen Immunantwort

Eine gesteigerte B-Zell-Aktivitat spiegelt sich mher Prasenz von Autoantikdrpern, einer
Hypergammaglobulinamie, der Uberexpression des IBIZansduktions-Molekiils CD19, der
Vermehrung von naiven B-Zellen und dem Nachweisigegnaber aktivierter Gedachtnis-Zellen
wieder [3, 57]. Aktivierte B-Zellen konnen IL-6 unidl-10 produzieren, wodurch eine Th2-
dominierte Immunantwort mit erhohter Kollagensymsiheausgelost wird [3]. Dass B-Zellen
dariiber hinaus auch direkt an der Entstehung ehilerose beteiligt sein kdnnen, legen
Mausmodelle nahe, in denen die Elimination von Befezu einer Abnahme der fibrosierenden
Entzindungsreaktion fuhrte [58]. Da die Akkumulatieon B-Zellen in betroffenen Geweben
malfdgeblich von der Interaktion mit T-Zellen abhaisgtdie T-Zell/B-Zell-Interaktion vermutlich
fur die Pathogenese der SSc essentiell [3].

Das Vorhandensein von spezifischen Autoantikdrpeirmehr als 95 % der Patienten mit SSc ist
einer der wesentlichen Befunde und die bestbekammteinologische Veranderung der SSc [59].
Dabei finden sich neben spezifischen antinukle@metiikGrpern auch Autoantikdrper, die gegen
ubiquitar-intrazellulare Antigene sowie gegen meanitandige und l6sliche, im Serum oder in
der EZM zu findende, Antigene gerichtet sind [5%jti-Topoisomerase-I-Antikorper (Anti-Scl-
70-Ak) finden sich dabei nahezu ausschlie3lichRaienten mit dcSSc. Allerdings sind sie nur
bei 30 - 40 % dieser Patienten nachweisbar [368,Anti-Centromer-Antikdrper (ACA) lassen
sich dagegen fast ausschlief3lich bei Patientetc®&c nachweisen und sind unter diesen in 80 -
90 % der Félle zu finden [3].

Der Nachweis einer direkten Beteiligung in der Bgtnese konnte fur einige Autoantikdrper,
z. B. fur antiendotheliale Antikdrper als Apoptoshiktoren, erbracht werden. Fir andere,
insbesondere antinukledre Antikorper, fehlen bisbeetsprechende Daten [60, 61]. Obwohl
systematische Untersuchungen bislang fehlen, spne&inzelbeobachtungen in Hochrisiko-
populationen daflr, dass sklerodermie-assoziietiéo@ntikbrper zeitlich vor dem Auftreten
erster klinischer Symptome nachweisbar sein konfi&3]. Besonders bei Patienten mit
Minimalsymptomen hat der Nachweis von sklerodernymschen Autoantikdrpern diagnostische
und prognostische Relevanz [59, 62]. Neuere Untbrsugen konnten fir einige Autoantikorper
relevante longitudinale Schwankungen nachweisen,mdt klinischen Symptomen korrelierten
[63, 64].

Molekulares Mimikry ist ein mogliches Erklarungsnetid fir die Bildung spezifischer

Autoantikorper [65]. Dabei fuihren strukturelle Ubmstimmungen zwischen korpereigenen



Antigenen und Fremdproteinen, insbesondere viratelter bakteriellen Ursprungs, zur
Ausbildung spezifischer Autoantikérper. Zu den pttdlen Fremdantigenen zahlt das humane
Cytomegalie-Virus (hCMV) [4, 66]. HCMV-spezifisch&ntikdrper, zum Beispiel 1gG-Anti-
hCMV und IgA-Anti-hCMV-Antikorper, finden sich veraehrt bei SSc-Patienten [67, 68, 69].
Einige dieser Antikérper kénnen in Endothelzellele dpoptose induzieren und damit zur
Rarefizierung kleiner GefalRe beitragen [26]. Waiterist eine hCMV-Infektion mit einer
erhohten Produktion von CTGF verbunden, was seiterzur Fibroblastenaktivierung und
pathologischen Fibrosierung beitragt [70]. Zusétzkonnten Fibroblasten in Zellkulturen durch
Anti-hCMV-Antikorper aktiviert werden, so dass eihn€EMV-Infektion bei der Entwicklung der
SSc scheinbar eine direkte Rolle spielt [69].

1.3.4 Genetische Faktoren

Die SSc wird heute als komplexe polygene Erkrankgesehen, wobei das Vererbungsmuster
keinem einfachen Mendelschen Erbgang folgt [6, 7Mit Familien- und Zwillings-
untersuchungen wird nach Hinweisen auf genetisalamkheitsgrundlagen gesucht. Indizien fur
die Beteiligung genetischer Faktoren an der Entlwigl und Auspragung einer SSc sind die
weibliche Pradominanz, die familiare Haufung dekr&nkung (1,6 % gegenuber 0,026 % in der
Gesamtbevdlkerung), der positive AutoantikorperiiNegis bei Familienmitgliedern sowie eine
oftmals positive Familienanamnese fur andere Autaimerkrankungen [16, 71, 72].

Bei Zwillingen finden sich Konkordanzraten von <4 wobei sich kein Unterschied zwischen
monozygoten und dizygoten Zwillingen nachweisenstldg’3]. Auch die unterschiedliche
Pravalenz und klinische Manifestation zwischen @imen ethnischen Gruppen wird als Hinweis
auf die Beteiligung genetischer Komponenten am khmaiisprozess gewertet. Als Beispiel dafir
dient das hohe SSc-Risiko innerhalb der GruppeCtecctaw-Indianer [26]. Nicht zuletzt ist eine
SSc-positive Familienanamnese mit dem hochsten rissledrisiko fur die Entwicklung einer
SSc verbunden und mit einem friheren Krankheitsimegissoziiert [16, 72]. Dennoch ist das
absolute Risiko fur jedes Familienmitglied mit €4dlinsgesamt als gering anzusehen [72].

Mit Hilfe neuer Gentechnologien konnten bereits eeivielzahl von SSc-assoziierten
Veranderungen der genetischen Information nachgewmiewerden. So zum Beispiel eine
Haufung bestimmter HLA- und MHC-Allele sowie Vera@mdngen der TNF-Promotorregion
oder des TGH1-Gens [71, 74, 75].



1.3.5 Exogene Faktoren und Umwelteinfllisse

Auch die Exposition gegenluber exogenen Faktoren kain Ausbildung sklerodermie-typischer
Veranderungen fuhren. Zu den infrage kommendenenayg Faktoren zahlen Chemikalien, wie
Vinylchlorid, Kunstharze, organische Losungsmitiatl Pestizide, Arzneimittel wie Bleomycin,

Silikon und verunreinigte Speisedle [76]. Exogem&tbren scheinen jedoch in vielen Fallen nur
in Kombination mit einem bestimmten HLA-Typ zur Aiisung einer Sklerodermie zu fihren
[77].

1.3.6 Mikrochimerismus

Eine neuere Hypothese postuliert den bidirektiand8leansfer allogenetischer Zellen zwischen
Mutter und Fetus Uber die Plazenta als moglichéddrFan der Pathogenese der SSc. Diese, im
Gewebe auf Grund der HLAII-(DBR1)-Kompatibilitat nsestierenden Zellen (Mikro-
chimerismus) kénnten durch einen auf3eren Trigggviak werden und so eine Art chronische
Graf-versus-Host-Reaktion auslésen [78, 79]. FaseliHypothese spricht der Nachweis von Y-
Chromosomsequenzen aus Hautbiopsien von SSc-Ratiemtmit mannlichen Nachkommen
[79]. Daruber hinaus konnten aus dem Blut von Nbaogeen Zellen maternalen Ursprungs

isoliert werden, womit das Auftreten einer SScNeiliparen erklaren werden koénnte [4, 78].

1.4 Diagnostik

Anamnese, klinische Untersuchung und Réntgen-Thsiraxk die traditionellen Instrumente, um
eine Lungenbeteiligung zu diagnostizieren und aifizeeren. Jedoch gibt keines der genannten
Diagnoseverfahren Aufschluss daruber, wie hoctKdamkheitsaktivitat ist und/oder ob in kurzer
Zeit ein Krankheitsprogress droht. Das heil3t, dessagewert fir das therapeutische Handeln ist
begrenzt und weiterfhrende Diagnostik notwendig Suche nach pradiktiven Parametern fur
die Entwicklung einer Lungenfibrose wird dadurclatiwert, dass das Reaktionsspektrum der
Lunge auf lokale Noxen oder systemische Krankhmeizgsse, unabhangig vom urséchlichen
Reiz, sehr einheitlich ist. Meist handelt es sich eine (oft sterile) Entziindungsreaktion mit
Einwanderung von Makrophagen und Leukozyten odelisdigkeitseinlagerung in das
Stutzgewebe. Persistiert dieser Prozess, kommt ras Verlauf zu fortschreitendem
bindegewebigen Umbau.

Zur besseren Einschatzung aktueller Lungenveranderu und der Notwendigkeit einer

Therapie-Eskalation sind daher Lungenfunktionsdigtk, @ HR-CT-Untersuchungen,



Bronchoskopie und die Gewinnung von bronchoalveoldravage-Flissigkeit (BALF) im
klinischen Alltag etabliert. Dabei ist die Durchfilng der Lungenfunktionsdiagnostik von der
aktiven Mitarbeit des Patienten abhangig. Die bhas&opische Gewinnung von BALF ist,
ebenso wie die offene Gewinnung von Lungenbiopseém,invasives Diagnoseverfahren, auch
wenn die BALF-Gewinnung im Vergleich weniger inwagst [80]. Daher ist die Indikation streng
zu stellen, auch insbesondere im Hinblick auf dépabrelangen Krankheitsverlauf.

Im Gegensatz dazu sind HR-CT-Untersuchungen niurdsiv, von der Patientenmitarbeit
unabhangig und anderen bildgebenden Untersuchuriglwen, wie dem Réntgen-Thorax, in der
Erkennung von frihen interstitiellen Lungenverdndgen Uberlegen. Zusatzlich erhdhen
spezifische Bewertungsscores die inter- und intiigiduelle Vergleichbarkeit und damit die
diagnostische Sicherheit [80, 81].

Eine aktive Alveolitis mit einer erhdhten BALF-Z&dhl gilt als Zeichen der Krankheitsaktivitat
bei SSc [82]. Die Bronchoskopie mit BALF-Gewinnumgd Zelldifferenzierung wird zusammen
mit Lungenfunktionsuntersuchungen zur Diagnostikeeiaktiven Alveolitis empfohlen [83].
Dabei ist insbesondere eine Eosinophilie oder @leetrophilie mit dem Fortschreiten der
Erkrankung und einem schlechteren Outcome assbf@iar- 85]. In Ubereinstimmung damit
wurde in einer erst kurzlich veroffentlichten meétntrischen Studie bei einer Gruppe von 141
SSc-Patienten eine Assoziation zwischen Neutraphiér BALF und der Gesamtsterblichkeit
gefunden. Uberraschenderweise war diese Assozi@drBerucksichtigung der Schwere der
Erkrankung nicht mehr nachweisbar [85]. Einzelnéofen schlussfolgern deshalb, dass BALF-
Zellzahl und -Zelldifferenzierung nur begrenzte gnostische Informationen liefern kdnnen und
stellen damit den Stellenwert der BALF als Thergpiedlage in Frage [82, 85]. Dagegen konnte
fur HR-CT-Score und Lungenfunktionsdiagnostik eirdddktiver Wert fur die Einschéatzung
sklerodermie-assoziierter Lungenveranderungen racegen werden. Eine Kombination der
Ergebnisse beider Untersuchungsverfahren kann,r emiduellen Studie zufolge, zur
Unterscheidung von Lungenverdnderungen mit extensibzw. mildem Verlauf herangezogen
werden [16, 86].

Auch die Rolle l6slicher BALF-Marker in der Progsés der Lungenveranderungen wurde in
einzelnen Studien untersucht [3]. Obwohl die Konwmdionen einzelner Zytokine und
Chemokine, wie beispielsweise MCP-1, in der BALR \85c-Patienten erhoht ist, konnte bisher

kein sicherer Zusammenhang mit dem Verlauf derdsfkung nachgewiesen werden.



1.5 Therapie

Fur die SSc gibt es zum gegenwartigen Zeitpunkbekdiausale Therapie, mit deren Hilfe das
Fortschreiten der Erkrankung aufgehalten oder Iasigf verlangsamt werden kann. Ursache ist
nicht allein die klinische Heterogenitat, sondeuttadie eingeschréankten Kenntnisse Uber die
zugrunde liegenden zellularen und molekularen Ehtsigs- und Wirkmechanismen. Nicht
zuletzt deshalb ist eine effektive antifibrotischiberapie aktuell nur eingeschrankt mdglich.
Dennoch hat sich der klinische Verlauf von SScd?dgin auf Grund der besser beherrschbaren
Komplikationen in den letzten Jahren deutlich vedeest.

Zu den wichtigsten Therapieoptionen zahlen immupseoperende und -modulierende
Medikamente, die in zunehmendem Maf3e symptomoeieniind organspezifisch Anwendung
finden. Neben so genannten Basistherapeutika wRemleillamin, Azathioprin, Methotrexat
oder Cyclophosphamid wird eine direkte Beeinflugsuan potentiellen Schlisselmolekilen der
Pathogenese angestrebt. Die Moglichkeit der Bagsilng solcher Schliisselmolekile reicht von
der Blockierung mit Antikérpern und ihren lGslichdRezeptoren bis hin zur Aktivierung
endogener Inhibitoren und ist ein Hauptanliegen giegenwartigen Forschungsbemihungen.
Zusatzlich kommen nichtsteroidale Antirheumatikai Kelenkschmerzen, gefalRdilatierende
Medikamente, wie ACE-Hemmer und AT1-Rezeptor-Blockeei Raynaud-Phanomen und
Nierenfunktionseinschrankungen, und Prostazyklim#igten wie Epoprostenol und Endothelin-
Rezeptor-Antagonisten, wie Bosentan, bei pulmortdjgrertonie zum Einsatz.

Die verfugbaren Studienergebnisse zur klinischerk¥simkeit der eingesetzten Medikamente
sind jedoch bislang eingeschrankt und z. T. widéidgich. So konnten beispielsweise
verschiedene Studien eine Wirksamkeit von Cyclophamid bei der Behandlung der SSc-
assoziierten Lungenfunktionseinschrankungen zej§2n87]. Weiterfihrende Untersuchungen
ergaben jedoch, dass die Verbesserung der Lunddidomur voribergehend ist, und dass sich
zusatzlich kein positiver Effekt auf das Gesamtldien der mit Cyclophosphamid behandelten
SSc-Patienten zeigt, sondern vielmehr ein Verlustgaality adjusted life years (QALYS) zu
verzeichnen ist [88, 89]. Die extrakorporale Phbwpse bietet eine weitere Mdglichkeit der
Immunmodulation, die erfolgreich in der Behandlwog Hautindurationen eingesetzt wird [91].
Neben immunsupprimierenden und immunmodulierendedikhmenten haben Physiotherapie,
Ergotherapie und physikalische Mal3hahmen, wie Wamvendungen, Bindegewebsmassagen
und Elektrotherapie, einen festen Stellenwert irr déerapie und helfen, eine frihe

Bewegungsunfahigkeit zu vermeiden.



1.6 Prognose und Verlauf

Die Einschatzung der Prognose und des Krankheitaysr stellt im klinischen Alltag ein
grundlegendes Bedurfnis von Patient und Arzt das aktuell jedoch nur eingeschrankt gelingt.
Das charakteristische Fortschreiten der Fibrose deim Boden eines chronischen
Entzindungsprozesses bestimmt den Verlauf der Bkl sowie das Ausmald der
Organbeteiligung und ist ausschlaggebend fiur diérge Morbiditat und Mortalitat [81, 83, 85].
Die Lebenserwartung von Patienten mit SSc ist gégender Normalbevdlkerung deutlich
reduziert und variiert in Abhéngigkeit vom Sklerauée-Subtyp, Alter bei Diagnosestellung,
Geschlecht, Rasse sowie der Schwere der Organtetgl [16]. Das 10-Jahres-
Gesamtuberleben wird fir Patienten mit IcSSc mit % und fur Patienten mit dcSSc mit
53 - 62 % angegeben [1, 6, 13]. Damit ist die Si&edige Erkrankung des Bindegewebes mit
der hdchsten Sterblichkeit [13].

Als unabhangige Risikofaktoren sind bislang das maf$8 der Hautbeteiligung, eine
Blutsenkungsgeschwindigkeit 15 mm/h und ein Hb-Wert < 12,5 g/dl belegt [39, R&tienten
mit ausgepragter Hautsklerose haben ein erhohtkoRiir die Entwicklung einer renalen Krise
und die Ausbildung einer Lungen- und/oder Herzligteig und damit eine herabgesetzte
Lebenserwartung [39].

Die Entwicklung pulmonaler Komplikationen ist eifauptursache fur die erhdhte Morbiditat
und die Haupttodesursache unter SSc-Patienten8@1,Pulmonale Veranderungen in HR-CT-
Untersuchungen mit Entzindung und Fibrose des dtitiams, der Alveolen und des
peribronchialen Gewebes wurden bei 60 - 90 % derFEfienten beschrieben [81]. Autopsie-
Studien erbrachten vergleichbare Zahlen. Hier kemi@Sc-assoziierte Lungenveranderungen als
entscheidende Ursache fur Morbiditat und Mortalit@t74 - 95 % der untersuchten SSc-
Lungenpraparate bestéatigt werden [81]. Eine puldeorizeteiligung ist damit bei der SSc
haufiger als bei anderen Erkrankungen des Bindelgesvi33].

Eine frihzeitige Diagnose ist die Grundlage flureeangemessene Therapie der fibrosierenden
Alveolitis und kdnnte die Prognose fir SSc-Patiergeheblich verbessern. Allerdings sind die
klinischen Zeichen der interstitiellen Lungenmasiétion oftmals mild und die
Lungengerustveranderungen schleichend. Im Krardgegiauf hat ein Teil der Patienten auch in
fortgeschrittenen Krankheitsstadien eine stabilagamfunktion, wahrend bei anderen Patienten
die Lungenfibrose eine rasche Progredienz erfé2}. [Eine Lungenfibrose im Endstadium

entwickeln nur etwa 15 % der SSc-Patienten [83].



Die schlechte Prognose, die mit einer SSc-asstaieiLD einhergeht, das individuell
unterschiedliche Ansprechen auf die medikamentdwszapie und die Toxizitat der Behandlung
sind wichtige Grunde dafir, dass SSc-Patienterhofiem Risiko fur einen Krankheitsprogress

frihzeitig und sicher identifiziert werden sollten.

1.7 Zielsetzung und Fragestellung

Patienten mit SSc entwickeln im Krankheitsverlaéfitig pulmonale Komplikationen, die mit
einer erhéhten Morbiditat und Mortalitat assozigrtd [81, 83]. Urséachlich ist eine progrediente
Fibrosierung mit UberschieRender Produktion der EZMeren Entstehungs- und
Aufrechterhaltungsmechanismen bislang nicht volldig verstanden sind. Zytokine und
Chemokine scheinen dabei eine Schlisselrolle zlespund kommen somit auch als potentielle

therapeutische Ziele in Betracht.

In der vorliegenden Forschungsarbeit wurde die Katation einzelner Zytokine und
Chemokine im Serum und in der BALF von Patientert 8¢ bestimmt. Im Hinblick auf
potentielle Schlusselzytokine in der PathogeneseS&e, wurden die gewonnenen Ergebnisse
zusatzlich mit Messwerten von Patienten mit andetennischen Lungenerkrankungen und mit
Messwerten von Gesunden verglichen. DarUber hivawsle nach Korrelationen zwischen
Zytokinkonzentrationen und Lungenveranderungenbessndere der Lungenfibrose, gesucht.
Zusatzlich wurde anhand von Folgeuntersuchungen dm@édiktive Wert von

Zytokinkonzentrationen fur die Lungenfunktion arsayt.

Mit der vorliegenden Untersuchung sollen folgendebemstellungen geklart werden:

» Findet sich ein sklerodermie-typisches Zytokinmusta Serum und in der BALF und
inwieweit bestehen Unterschiede zwischen diesatebdintersuchungsmaterialien?

= Kann eine Assoziation zwischen Zytokinkonzentragionund Kklinischen Parametern,
insbesondere der Lungenfibrose, nachgewiesen wearddnhaben Zytokinkonzentrationen
einen pradiktiven Wert fur die Lungenfunktion?

= Welchen Stellenwert hat die BALF in der Diagnostikd in der Therapie SSc-spezifischer

Lungenveranderungen?
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2 Material und Methoden

2.1 Studienpopulation

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Proben von 271 Sgrendntersucht. Alle Spender wurden
einer von drei moglichen Studiengruppen zugeordimeGruppe 1 wurden Patienten mit SSc
zusammengefasst (SSc-Patienten); in Gruppe 2 Ratiedie sich aus medizinischer Indikation
einer Bronchoskopie unterziehen mussten und nicl8%c erkrankt waren (Kontrollpatienten);
und in Gruppe 3 gesunde Spender (Gesunde). Einerblitk tiber Anzahl und Verteilung der
Proben gibt Tabelle 2.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
SSc-Patienten Kontrollpatienten Gesunde
Serum BALF Serum BALF Serum
Probenanzahl| 193 38 11 27 50

Tab. 2: Probenanzahl innerhalb der 3 untersuchiggie®populationen

Die schriftliche Einwilligung fir die Gewinnung ungissenschaftliche Verwendung der
Serumproben und der BALF wurde von jedem ProbanderBeginn der Blutentnahme und der
bronchoskopischen Untersuchung eingeholt. Die Wot#rungen und die Probengewinnung
innerhalb des DNSS wurden von der lokalen Ethik-Kossion (EA1/013/705) genehmigt.

Gruppe 1 — SSc-Patienten

Alle in die Untersuchungen eingeschlossenen 193F&fenten (57 Patienten mit dcSSc und
136 Patienten mit IcSSc) erfillen die von der Aremmi Rheumatism Association definierten
Klassifikationskriterien fur SSc [7] und waren ineiaum Januar 2004 bis Dezember 2006 an
der medizinische Klinik fir Rheumatologie und Immologie der Charite Universitatsmedizin
Berlin in ambulanter oder stationarer Behandlung.

Die Auswahl der Studienteilnehmer aus dem Gesatetitol der an der Klinik behandelten SSc-
Patienten erfolgte konsekutiv. Einziges Einschlugskum war die, auf Grundlage der
international gultigen Empfehlungen, eindeutig gtet Diagnose SSc. SSc-Patienten mit akuten

bakteriellen und/oder viralen Infektionen wurdes der vorliegenden Studie ausgeschlossen.
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Der Altersmedian der 171 Frauen und 21 Manner gl Jahre mit einer Spannweite von 20
bis 84 Jahren. Bei 177 SSc-Patienten (92 %) konraetinukleare Antikdrper (ANA)
nachgewiesen werden; bei 75 Patienten fanden sithGentromer-Antikorper; bei 39 Patienten
Anti-Scl-70-Antikorper. Die Spannweite der Erkraniggdauer reichte von 0,5 bis 38 Jahre nach
Diagnosestellung (Tab. 3).

SSc-Patienten gesamt (n = 193)

klinische und demographische Charakteristik

mannlich/weiblich 21/172

Alter [a] 58 (20 - 84)
Erkrankungsdauer [a] 4(0,5-38)
mMRSS 6 (0 - 45)
Sklerodermie-typische Antikorper

antinukleare Antikorper 177 (92 %)
Anti-Scl-70-Antikdrper 39 (20 %)
Anti-Centromer-Antikorper 75 (39 %)

Tab. 3: klinische und demographische Charaktergiikie Autoantikérper des Gesamtkollektivs
der SSc-Patienten (Gruppe 1); Alter, Erkrankungedaunodified Rodnan Skin Score (mRSS) als
Median (range)

Gruppe 1.1. — SSc-Patienten mit BALF-Befund

Im Untersuchungszeitraum wurde bei 32 PatienterGidsamtkollektivs (20 Patienten mit dcSSc
und 12 Patienten mit IcSSc) eine Bronchoskopie lyefiihrt und 38 Proben BALF gewonnen.
Der zeitliche Abstand zwischen den einzelnen Untdrengen betrug stets mehr als 5 Monate.
Grundlage zur Durchfihrung der bronchoskopischetetdnochung war, neben einer auffalligen
Klinik, eine pathologisch veranderte Lungenfunktiamd/oder der Nachweis einer ILD im CT.
Innerhalb dieser Gruppe erhielten 19 Patienter?4p@ine niedrig dosierte Prednisolon-Therapie
(< 12,5 mg/d); 3 Patienten waren aktive Raucher; weitere Ex-Raucher (zum
Untersuchungszeitpunkt1 Jahr Nichtraucher).

In 27 BALF-Proben wurde eine pathologisch erhoreézahl gefunden (Tab. 4).
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SSc-Patienten mit BALF-Befund (n = 32)

klinische und demographische Charakteristik

Nichtraucher

mannlich/weiblich 8/24

Alter [a] 58,5 (30 - 70)
Erkrankungsdauer [a] 3,5(0,5-14)
mRSS 11 (0 - 31,0)
Raucher 3 (9,4 %)
Ex-Raucher 9 (28 %)

20 (62,6 %)

BALF-Daten

pathologisch erhéhte Zellzahl
eosinophile Alveolitis
neutrophile Alveolitis
gemischtzellige Alveolitis

27 (71 %)

6 (22,2 % aller patholodisa BALF)

6 (22,2 % aller patholodien BALF)
15 (55,5 % aller pathologischen BALF)

(lymphozytéar-granulozytar)
Tab. 4: klinische und demographische Charakteristid BALF-Daten aller SSc-Patienten mit

BALF-Befund (Patientengruppe 1.1); Alter, Erkrangadauer und mRSS als Median (range)

Gruppe 2 - Kontrollpatienten

In Gruppe 2 konnten 26 Patienten (15 Frauen uniddriner) verschiedener Kliniken der Charité
die
Durchfihrung einer medizinisch indizierten Brondtmse zum Nachweis/Ausschluss einer

Universitdtsmedizin Berlin aufgenommen werden. ABinschlusskriterium galt
idiopathischen ILD, Infektion und/oder malignen Eakkung. Die Untersuchungen erfolgten im
Zeitraum Juni 2004 bis August 2005 an der Klinikt nsichwerpunkt Infektiologie und
Pneumologie der Charité Universitatsmedizin Berlimter den Kontrollpatienten mit anderen
Lungenerkrankungen finden sich 12 Patienten mik@dose, 6 Patienten mit idiopathischer
ILD, 7 Patienten mit unspezifischen entziundlicheangenerkrankungen, 1 Patient mit
Alveolarproteinose.

Patienten, die an einer SSc erkrankt waren, wu@en Gruppe 2 ausgeschlossen. Weitere
Ausschlusskriterien wurden nicht definiert. Der ekimedian lag bei 45 Jahren mit einer
Streubreite von 20 bis 75 Jahren. 5 der Kontralp@én waren aktive Raucher, weitere 5

Kontrollpatienten Ex-Raucher (zum Untersuchungpeeikt> 1 Jahr Nichtraucher) (Tab. 5).
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Kontrollpatienten (n = 27)

klinische und demographische Charakteristik

mannlich/weiblich 11/16

Alter [a] 45 (20 - 75)

Raucher 5 (18,5 %)

Ex-Raucher 5 (18,5 %)

Nichtraucher 17 (63 %)

BALF-Daten

pathologisch erhdhte Zellzahl 20 (74 %)

lymphozytare Alveolitis 10 (47,6 % aller patholodisn BALF)
granulozytare Alveolitis 4 (19 % aller patholodisa BALF)
gemischtzellige Alveolitis 7 (33,4 % aller pathologischen BALF)
(lymphozytéar-granulozytar)

Tab. 5: klinische und demographische Charakterigtid BALF-Daten aller Kontrollpatienten
(Patientengruppe 2); Alter, Erkrankungsdauer un&®Rls Median (range)

Gruppe 3 - Gesunde

Die Serumproben von gesunden Personen wurden vineiadlligen Blutspendern (37 Mé&nnern
und 13 Frauen) am Institut fir Transfusionsmedidar Charité Universitdtsmedizin Berlin
gewonnen. Der Altersmedian lag bei 40 Jahren mérespannweite von 19 bis 72 Jahren.

2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung von Serum aus peripherem Blut

Die Serumproben der SSc-Patienten wurden im RahmanRoutine-Blutentnahmen wahrend
der ambulanten oder stationdren Behandlung gewomhierSerumproben der Kontrollpatienten
wurden in Vorbereitung der bronchoskopischen Untgrang oder direkt im Rahmen dieser
Untersuchung enthnommen.

Die Entnahme erfolgte nach den Regeln der medcheis Praxis aus einer peripheren Vene
(Unterarm- oder Kubitalvene) in 2,5 ml Serumrdéhrchien Zeitraum von 15 - 30 min wurde das
geronnene Blut 10 min bei 2500 rpm zentrifugierhséhlieend wurde das Serum separiert,
alliquotiert, bei -20 °C gelagert und erst unmhiitel zu den Messungen aufgetaut. Das Sediment

wurde verworfen.
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2.2.2 Bronchoskopische Gewinnung von BALF

Alle bronchoskopischen Untersuchungen wurden anKdierik mit Schwerpunkt Infektiologie
und Pneumologie der Charité UniversitatsmedizinliBe€Campus Charité Mitte nach den
Empfehlungen der deutschen Gesellschaft fir Pneagieound der American Thoracic Society
Uber die Durchfihrung diagnostischer und therapeldr bronchoalveolarer Lavage
durchgefuhrt [90, 92, 93].

Die Untersuchungen erfolgten ausschlie3lich nacldiziméscher Indikationsstellung mit den
flexiblen Fiberbronchoskopen BF-1T20 (Fa. Olympdamburg, D) oder FB-18P (Fa. Pentax,
Hamburg, D). Die Entnahme der BALF erfolgte staddaert aus einem Subsegment des rechten
Mittellappens oder alternativ aus der zum rechtber@ppen gehdrenden Lingula.

Fur die Untersuchung wurden die Patienten in diadlo sitzenden Position gelagert und waren
wach. Als Pramedikation wurden 0,5 mg Atropinsuifat. zur Vagolyse, 5 - 10 mg Diazepam
I. v. und zusétzlich 15 mg Hydrocodon s. c. zur teastillung appliziert. Im Anschluss an eine
ausflihrliche Lokalanasthesie mit 2 % Prilocainl@swmurde ein flexibles Fiberbronchoskop
transnasal oder transoral unter Sicht Uber die HBaand den rechten Hauptbronchus in das
Bronchialsystem eingefiihrt und bis in die wedgetitos vorgeschoben. In dieser Position
verschliel3t die Geratespitze in Ruheatmung atrasamatias Bronchiallumen, um das Aspirieren
der eingebrachten Spullésung zu ermdglichen.

Durch den Instrumentierkanal des Bronchoskopes evuidsgesamt 150 ml sterile, auf 37 °C
vorgewarmte physiologische Kochsalzlésung instilliend anschlieend wieder aspiriert. Die
Instillation erfolgte in Fraktionen zu je 20 ml. ¢®¥a Instillation jeder Einzelfraktion wurde
umgehend mit geringem Unterdruck aspiriert. Dadickerhaltene Volumen (Recovery) der
Einzelfraktionen (50 - 70 %) wurde zu einer Poation zusammengefasst und durch sterile
Gaze gefiltert, um grobe Verunreinigungen wie Scombeimengungen zu beseitigen. Die so
gewonnene BALF ist ein Gemisch aus dem riuckgewamezingespulten Medium und dem
epithelial lining fluid, einem dinnen Flissigkeittsf, der den Epithelien aufliegt, die die
peripheren Bronchien und Alveolen auskleiden. 8teat zu Gber 95 % alveolare Bestandteile.
Zeitnah zur Bronchoskopie, meist unmittelbar nachtnBhme, wurden die zellularen
Bestandteile der BALF durch Zentrifugation (10 rbei 1400 rpm) separiert. Die zellfreie BALF
wurde bei -20 °C gelagert und erst unmittelbardi@rZytokinmessungen aufgetaut. Das nach der
Dekantierung zurtickgebliebene Zellpellet wurde maimit PBS (Biochrom AG, Berlin, D)
gewaschen und anschlieend in 1 ml PBS aufgenomdeet00 pl der BLAF-Zellsuspension
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wurden mit Hilfe einer Zytozentrifuge auf einem @kitrager verteilt und nach Pappenheim
gefarbt. Im Anschluss daran erfolgten sequenziedidoungen nach May-Grinwald und Giemsa
(Merck, Darmstadt, D). Es wurden 600 Zellen lictkraskopisch bei 1000facher Vergrol3erung
differenziert.

Unter Bertcksichtigung vorbeschriebener Normalwgitalie angewandte BALF-Prozedur [94],
wurden folgende BALF-Zellzahlen als pathologischwedet: bei Nichtrauchern > 15 %
Lymphozyten, > 3 % neutrophile Granulozyten undfoe®,5 % eosinophile Granulozyten; bei
Rauchern > 7 % Lymphozyten, > 3 % neutrophile Gi@ayten und/oder > 0,5 % eosinophile
Granulozyten. Eine Alveolitis wurde definiert alsne Erhohung des Verhltnisses von
Entzindungszellen und/oder der absoluten Anzahl Eotziindungszellen in der BALF im
Vergleich mit Zellzahlen bei gesunden Kontrollpemo [95]. Anhand einer pathologisch
erhohten Zellzahl wurde die BALF eingeteilt in lyhgzytare Alveolitis, eosinophile Alveolitis,
neutrophile Alveolitis sowie in eine gemischtzedligAlveolitis (lymphozytar-granulozytare
Form).

Die Bestimmung der CD4/CD8-Ratio erfolgte im Roatabor mittels Duchflusszytometrie (BD
FACSCalibur™ Flow Cytometer, BD Biosciences Erendgemn, B).

2.2.3 Bestimmung von Zytokinen und Chemokinen mitie ELISA
Enzym-linked-Immunosorbent-Assays (ELISA) sind &&ate Verfahren zur quantitativen
Bestimmung von Zytokinen, Chemokinen und ProteimanMikro- und Picogrammbereich.
Grundlage dieses Messverfahrens ist eine Antigetikduper-Reaktion. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurden zum Nachweis von Zytekiund Chemokinen in Seren und BALF
Sandwich-ELISA durchgefuhrt. Neben einem konvergilem Festplatten-ELISA kam auch ein
Bead-gekoppelter ELISA zur Anwendung.

Das allgemeine Messprinzip ist eine Komplexbild@ug dem zu messenden Antigen (Zytokin)
und einem spezifischen monoklonalen Primarantiko(@aptureantikorper). Dieser Komplex
wird von einem polyklonalen enzymgekoppelten Sekwawtikorper (Detectionantikdrper)
gebunden. Das an den Detectionantikbrper gekoppaieym fihrt bei einem zugegebenen
Substrat zu einer Extiktionsdnderung, die photostwrbestimmt werden kann. Die gesuchte
Antigenkonzentration ist proportional der Auspraguer Extiktionsanderung und kann an Hand

einer Standardkurve errechnet werden.
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2.2.3.1 Quantikin® Human TGF-p1
Zur Bestimmung der Konzentration des Zytokins Tj@Fin Seren und BALF wurde das Kit
Quantikin€ Human TGFB1 der Firma R&D Systems (Wiesbaden, D) verwendet.
Dieses Kit beinhaltet eine TGFR-Mikrotiterplatte mit Captureantikdrpern beschethtden
Detectionantikdrper (mit Meerrettich-Peroxidase amlelt); einen lyophilisierten Standard; als
Farbreagenz A stabilisiertes Wasserstoffperoxid;s aFarbreagenz B  stabilisiertes
Tetramethylbenzidin; als Stopplosung verdinnte H©Okung und weiterhin Assay Diluent
(Verdiunnungslosung) fur Proben und Standard; descauffer als Konzentrat. Alle gelieferten
Materialien wurden nach Herstellerangaben angese¢&ztvendet und aufbewahrt. Zusatzlich
wurden folgende Losungen hergestellt:

1. 1 NHCL: 91,67 ml Aqua dest. + 8,33 ml 12 N H®llefk, Darmstadt, D)

2. 1,2 N NaOH/0,5 M HEPES: 75 ml Aqua dest. + 12LhN NaOH (Merk, Darmstadt, D)
+ 11,9 g HEPES (Sigma, Steinheim, D), auf 100 nlAxua dest. aufgefullt

Das Testkit ermoglicht den Nachweis von T@&F-in immunologisch aktiver Form. Zum
Aktivieren der Proben (40 ul) wurden 20 pl 1 N H@lgesetzt. Nach 10 min Inkubation wurde
mit 20 pl 1,2 N NaOH/0,5 M HEPES neutralisiert. Diem Hersteller empfohlene 20fache
Verdinnung der aktivierten Proben mit Assay Diluengab fur einige Serumproben Werte
oberhalb des Nachweismaximums des Photometersdi@sem Grund wurden die Serumproben
mit dem entsprechenden Assay Diluent 40fach verdind die Messwerte im Anschluss mit
dem Verdunnungsfaktor korrigiert. Fir die BALF ladaei 20facher Verdiinnung alle Messwerte
unterhalb der Nachweisgrenze des Photometers, lbedieaVlessungen mit S5facher Verdinnung
wiederholt wurden.

Im Anschluss an die Vorbereitung der Proben wurde $tandardreihe hergestellt, mit
Konzentrationen von 0 bis 2000 pg/ml. In die 96-MI&F-B1-Mikrotiterplatte wurden je Well
50 pl Assay Diluent vorgelegt und nachfolgend dian8ards und Proben aufgetragen
(50 pl/Well). Nach 2 Stunden Inkubation bei Raungeratur wurde der Inhalt der Platte
verworfen, die Mikrotiterplatte gewaschen (4 x 3Q0Well) und der Detectionantikérper
pipettiert (100 ul/Well). Im Anschluss an weiteré&sfunden Inkubation wurde erneut der Inhalt
der Mikrotiterplatte verworfen. Nach WiederholungsdVaschschrittes (4 x 300 pl/Well) wurden
die Farbreagenzen A und B zu gleichen Teilen gdrhised innerhalb von 15 Minuten pipettiert
(100 pl/Well). Die Inkubation erfolgte 30 MinutereibRaumtemperatur im Dunkeln. Durch
Zugabe von Stopplosung (100 pl/Well) wurde die Chemineszenz-Reaktion unterbrochen, die
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Extiktion bei einer Wellenlange von 450 nm im Mitkterplatten-Reader SLT-Spectra (SLT-
Labinstruments Deutschland GmbH, Crailsheim, D)tibest und mit Hilfe der Software
Magellar? Version 2.5 (Tecan, Crailsheim, D) ausgewertet.

Als interne Qualitatskontrolle der Messreihe wurdeom allen Proben Doppelbestimmungen

durchgeflhrt.

2.2.3.2 Bio-Plex™ Human Cytokine Assay

Im Gegensatz zu konventionellen ELISA, bei denenmr @aptureantikdrper auf einer
Mikrotiterplatte immobilisiert ist, sind bei dieseiessverfahren die CaptureantikGrper mit
fluoreszierenden 5,5 um Polystyrene-Beads konjugied bleiben in einer 96-Well-Mikropore-
Filterplatte in Losung. Durch Zusatz eines Detewittikbrpers entsteht nach dem Prinzip der
Antigen-Antikorper-Reaktion im Versuchsablauf eiSandwich-Formation aus farbcodiertem
Bead (konjugiert mit Captureantikorpern), Zielmalln (Zytokin) und biotynilierten
Detectionantikérpern, welche nach Substratzusatardkszieren. Die Messung erfolgt mit dem
Bio-Plex™ Array Reader (Bio-Rad Laboratories, MiUexchD), der im Durchflussverfahren die
Fluoreszenzintensitat pro farbcodiertem Bead int&sh identifiziert und der Bio-Plex™
Manager-Software 4.1 (Bio-Rad Laboratories, Mun¢chBh mit deren Hilfe die ermittelte
Fluoreszenzstarke quantifiziert wird. Der Einsatiesdr Technik erméglicht die parallele
Bestimmung unterschiedlicher Zytokine in einer RrobAuf Grund der Vvielfaltigen
Kombinationsmadglichkeiten der zu messenden Zytokimget die Firma Bio-Rad Laboratories
die benétigten Reagenzien in einzelnen Kits an, elsprechend des Versuchsaufbaus
kombiniert werden konnen. Bei den im Rahmen derliaggnden Arbeit durchgefuhrten

Versuchen kamen folgende Produkte zum Einsatz:

1. Bio-Plex™ Cytokine Reagent Kit: beinhaltet nebdem Probenpuffer und dem
Waschpuffer, die Verdinnungslésung fir die Deteeidikorper, Streptavidin-
Phycoerythrin (Streptavidin-PE) und sterile Mikrogd-ilterplatten mit entsprechenden
Abdeckfolien

2. Bio-Plex™ Human Serum Diluent Kit: besteht aus ez#ps-spezifischer
Verdinnungslésung (Diluent) fir Serumproben unch&eds

3. Bio-Plex™ Human 17-Plex Panel: enthalt als vaegejte Reagenzien die Beadldsung

(Antikorper-konjugierten Beads), die Detectionadtper und den lyophilisierten
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Standard fur die parallele Bestimmung von 17 Zyteki Der 17-Plex-Panel wurde flr
die 1. Versuchsreihe eingesetzt (Tab. 6).

4. Bio-Plex™ Human Cytokine Singleplex Assay: umfB8Badltésung, Detectionantikorper
und lyophilisierten Standard fir die Bestimmungesirausgewahlten Zytokins. Fur die
2. Versuchsreihe wurden 7 Singleplex Assays zwneifiestset kombiniert (Tab. 6).

Alle gelieferten Materialien wurden nach Herstellggaben angesetzt, verwendet und
aufbewahrt. Zum Waschen der Mikropore-Filterplattaritels Vakuum wurde der Aurum™
Vacuum Mainfold der Firma Bio-Rad Laboratories (Mban, D) verwendet. Ein Waschschritt
besteht aus 3-maligem Pipettieren von 100 pl Wasdédp pro Well und anschlie3ender
Vakuumfiltration. Die Starke des Vakuums wurde duf 2 mmHg eingestellt. Im ersten
Arbeitsschritt wurden die Proben 1:3 mit dem spesigezifischen Diluent verdinnt und eine
Standardreihe angefertigt mit Konzentrationen vg@b lbis 32.000 pg/ml. Auf der Mikropore-
Filterplatte wurden 150 pl Probenpuffer pro Weltgelegt und nachfolgend vakuumfiltriert. Im
Anschluss daran wurde die Bead-Arbeitslosung miemi Vortex 15 - 20 s grundlich verwirbelt
und sofort auf die vorbereitete Mikropore-Filtetpdaaufgetragen (50 pl/Well). Nach einem
Waschschritt (3 x 100 ul/Well) erfolgte das Pipattn der Standards und Proben (50 pl/Well)
mit anschliel3ender Inkubation fir 30 min bei Raungeratur, durch Alufolie verdunkelt, auf
einem Mikrotiter-Plate-Shaker bei 300 rpm. Nach lddubation wurde der Platteninhalt mittels
Vakuum entfernt und die Platte erneut gewaschen 180ul/Well). Im Anschluss daran wurde
der Detectionantikdrper aufgetragen (25 pl/Well)d whie Mikropore-Filterplatte fur weitere
30 min inkubiert.

Daflr wurde die Platte erneut, mit Alufolie verdeitk auf einem Mikrotiter-Plate-Shaker bei
300 rpm gelagert. Nach Entfernung des Plattenistthltch Vakuumfiltration und Wiederholen
des Waschschrittes (3 x 100 ul/Well) wurde StremiavPE-LOsung aufgetragen (50 pl/Well)
und die Mikropore-Filterplatte nochmals fir 10 nverdunkelt auf dem Mikrotiter-Plate-Shaker
bei 300 rpm inkubiert. Wéahrend dieser Zeit wurde @&o-Plex™-Array-Reader mit den
mitgelieferten Calibratoren geeicht. Es folgte &trter Waschschritt (3 x 100 pl/Well) mit
nachfolgendem Resuspendieren (125 ul/Well) undrdiefend das Auslesen der Platte.

Als interne Qualitatskontrolle der Messreihe wurdem allen Proben Doppelbestimmungen
durchgefuhrt. Die ermittelten Zytokinkonzentratianaurden entsprechend der Menge des

BALF-Ruckflusses korrigiert.
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1. Versuchsreir 2. Versuchsreil
Serum BALF Serum BALF
SSc-Patienten n=>58 n=33 n=135 n=>5
Kontrollpatienten n=11 n=24 n=3
Gesunde n=>50
Zytokine IL-18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, |IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, MCP-1, TNFe,
IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, MIP-1B
MCP-1, MIP-3, TNFu, G-CSF,
GM-CSF, INFy

Tab. 6: Ubersicht tiber Probenumfang und -verteilsmgie die mit Bio-Plex™ Human Cytokin
Assay gemessenen Zytokine in der 1. und 2. Verseities

2.2.4 Bestimmung von Anti-ATi-R-Antikérpern und Anti-ET A-R-Antikbrpern mittels
Festplatten-ELISA

Zur Bestimmung von Antikdrpern gegen den AngiotedkiTyp-I-Rezeptor (Anti-AT-R-Ak)
sowie gegen den Endothelin-Typ-A-Repeztor (AntisERFAK) wurde ein Festplatten-Sandwich-
ELISA der Firma CellTrend GmbH (Luckenwalde, D) wendet. Die Messungen wurden durch
die Firma Celltrend GmbH mittels eines patentrechteschiitzten Verfahrens durchgefthrt [96,
97]. Dabei wurden humane rekombinante,;AJezeptoren und ExfRezeptoren als feste Phase
verwendet, an die die, im zugegebenen und zu masseBerum vorhandenen Anti-AR-Ak
bzw. Anti-ETa-R-Ak binden.

Als Detectionantikdrper wurden peroxidase-markieétei-lgG-Ak verwendet (Jackson, USA).
Da Antikorper gegen den Angiotensin-lI-Typ-I-Rezeptind gegen den EIRezeptor bislang
nicht kommerziell erworben werden kdnnen, diente S8erumprobe eines SSc-Patienten als
Positiv-Kontrolle. Die, in der 1:800 verdiinnten @aprobe gemessenen Anti-AR-Ak- und
Anti-ETA-R-Ak-Spiegel wurden als eine Konzentration von W@fits definiert. Probenwerten
> 20 units gelten als anti-AIR-Ak- bzw. anti-ET-R-Ak-positiv. Die Spezifitat des Anti-AFfR-
AK-ELISA sowie des Anti-ET-R-Ak-ELISA wurde experimentell unter Verwendungsde
korrespondierenden rekombinanten Rezeptors gepviifteiner dosisabhéngigen Abnahme der
Antikorperbindung fur das entsprechende Antigen nkendie Spezifitdt des verwendeten
Testverfahrens bewiesen werden.

Die Serum- und BALF-Proben wurden in randomisieReihenfolge analysiert. Die Untersucher

waren fur alle weiteren Untersuchungen und Untdénsngsergebnisse verblindet. Als interne
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Qualitatskontrolle wurden von allen Proben Doppstipemungen durchgefihrt. Es wurde eine

Inter-Assay-Variabilitdt von 7,3 % und eine Intrasay-Variabilitat von 5,75 % erreicht.

2.2.5 Bestimmung des hCMV-Infektionsstatus

Die Beurteilung des hCMV-Infektionsstatus der S&tdhten erfolgte sequenziell unter
Verwendung direkter und indirekter Untersuchung&been. In einem ersten Schritt wurden
virus-spezifische 1gG- und IgM-Antikdrper direkt i®erum der SSc-Patienten mittels ELISA
bestimmt. Diese serologische Untersuchungsmethimh¢ der Feststellung des Infektionsstatus.
Eine Einschéatzung der Aktivitat der hCMV-Infekti®t damit jedoch nicht ausreichend mdglich.
Aus diesem Grund wurde im Anschluss zusatzlichvitede dsDNA in der BALF und im Serum
mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nashigsen.

Die Messungen wurden im Institiut fir medizinisch@rologie, Charité Campus Mitte
durchgefuhrt. Nur SSc-Patienten mit positiver Seg und zusatzlich positivem Nachweis von
Virus-DNA im Serum und in der BALF wurden in derriregenden Arbeit als hCMV-positiv
bertcksichtigt.

2.2.6 Erhebung der klinischen Parameter

2.2.6.1 Bestimmung der Erkrankungsdauer

Fur SSc-Patienten wurde der Zeitpunkt der Erstdiagrdefiniert als das erstmalige Auftreten
sklerodermie-typischer Symptome nach Klassifikatder ACR [7] aul3er einem Raynaud-
Phanomen. In der vorliegenden Arbeit entsprichtKliankheitsdauer der Zeitspanne zwischen

der Erstdiagnose und dem Zeitpunkt der Probenemteah

2.2.6.2 Klassifikation der Hautveranderung

Die Einschatzung des Schweregrades der Hautver@mglerfolgte durch erfahrene Untersucher
der Klinik fir Immunologie und Rheumatologie der &iké Universitatsmedizin Berlin auf
Grundlage des mRSS. Dieser in der Literatur viélfaeschriebene Score [98] klassifiziert die
Auspragung der Hautveranderungen semiquantitatidaard einer 4-Punkte-Skala.

Nach Palpation wurden Hautdicke und Hautfaltelung felgt bewertet: 0 = normale, nicht
verdickte Haut; 1 = schwache Hautdickung; 2 = métgutverdickung; 3 = schwerwiegende
Hautverdickung. Die Bewertung erfolgte an 17 defiten Hautarealen. Das sind im Einzelnen:

Gesicht, frontaler Thorax, Abdomen, Oberarme, Umtee, Hande, Finger, Oberschenkel,
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Unterschenkel und FiRRe. Innerhalb eines Hautatsadsimmt der Bereich mit der starksten
Auspragung der Verhartung den vergebenen PunktertmRSS ergibt sich durch Summation
der Einzelpunktwerte in den 17 definierten Hauti@regdTab. 7). Die Unterscheidung in IcSSc
und dcSSc erfolgte an Hand der Kriterien von LeB)y(Tab. 8).

Schweregrad mRSS

0 Normalbefund 0

1 geringe Hautveranderungen 1-14
2 malige Hautveranderungen 15 - 29
3 schwerwiegende Hautveranderungen 30-39
4 Finalstadium 40 +

Tab. 7: Beurteilung der Hautverdnderung anhanddeSS

Symptome/Befunde| diffuse Form (dcSSc) limitierte F@ltsSc)

Hautbefall Stamm und Akren betroffen Sklerose, Oddekrose im
Bereich von Handen, FiufRen und
Unterarmen oder Gesicht

Raynaudph&nomen| Beginn meist erst nach Auftreterseit Jahren bis Jahrzehnten
von Hautverdnderungen (meist in
Verlauf eines Jahres)

Organbeteiligung frihes Auftreten: interstitielle spates Auftreten vor allem von
Lungenerkrankung, oligurisches |pulmonaler arterieller Hypertonie;
Nierenversagen, gastrointestinale| ohne Lungengerusterkrankung,
Beteiligung, Myokardbeteiligung | Trigeminusneuralgie,
Hautverkalkungen,
Teleangiektasien,
Osophagusmotilitatsstorungen

Kapillarmikroskopie| dilatierte und destruierte dilatierte, selten destruierte
Nagelfalzkapillaren Nagelfalzkapillaren
Autoantikdrper Anti-Topoisomerase (ca. 30 %), |Anti-Centromer-Antikorper (bei 70-

keine Anti-Centromer-Antikdrper |80 % der Patienten)
Tab. 8: Einteilungskriterien zur Unterscheidung 8&c in eine diffuse und eine limitierte Form

(nach LeRoy)
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2.2.6.3 Lungenfunktionsdiagnostik

Die Lungenfunktionsdiagnostik erfolgte im Rahmen ambulanten oder stationaren Behandlung
im Pneumologischen Funktionsbereich der Charitévérsitatsmedizin Berlin am Campus
Charité Mitte. Zur Bestimmung der statischen undnadgischen Lungenvolumina, des
Atemwegswiderstandes sowie der CO-DiffusionskapafidLCO) wurden in sitzender Position
eine Spirometrie und eine Ganzkorperplethysmogeagrchgefihrt (Siregnost FD 40/FD 91,
Fa. Siemens, Erlangen, D; MasterScreen Body, Faegeda Wiuirzburg, D).
Lungengerusterkrankungen, wie z. B. eine Lungea$br gehen typischerweise mit einer
restriktiven Ventilationsstérung einher. In der hegenden Arbeit wurden zum Nachweis einer
restriktiven Lungenfunktionsstérung die Totale Langapazitat (TLC), die Forcierte
Vitalkapazitat (FVC) und die DLCO herangezogen. DieC beschreibt das nach maximaler
Inspiration in den Lungen vorhandene Gasvolumen antspricht damit der Summe aus
Residualvolumen und Vitalkapazitat. Die FVC entsipri dem Lungenvolumen, das nach
maximaler Ausatmung maximal wieder eingeatmet werkienn. Ab einem Messergebnis von
FVC < 85% wurde die FVC als reduziert und als Zeicteiner Organbeteiligung bei SSc
gewertet. Die Einteilung des Schweregrades erfaigteand einer 5-Punkte-Skala mit folgender
Bedeutung: Restriktionsgrad 0: FVC > 85 % (normB&gstriktionsgrad 1: FVC = 70 - 84 %
(leicht reduziert); Restriktionsgrad 2: FVC = 569 % (maRig eingeschrénkt); Restriktionsgrad
3: FVC = 35 - 50 % (stark reduziert); Restriktiorasty4: FVC < 35 % (massiv reduziert).

Die Bestimmung der DLCO dient der sensiblen Erkewgnwon Stdrungen der pulmonalen
Diffusionsstrecke. Bei der hier zur Anwendung gekmnen Single-Breath-Methode atmet der
Patient nach maximaler Ausatmung ein GasgemischO#£& % Kohlenmonoxid (CO), 9 %
Helium (He) und Luft langsam Uber ein Mundstick meat ein und nach 10 s Luftanhalten
wieder vollstéandig aus. Die CO-Differenz zwischen-eind ausgeatmeter Luft ist ein Mal3 fur
den alveolo-kapillaren CO-Transfer, aus dem untntiBksichtigung des Alveolarvolumens die
Diffusionskapazitat der Lunge berechnet werden k&mne DLCO < 85 % wurde als reduziert
gewertet. Auch die Abnahme der DLCO wurde anhandret-Punkte-Skala quantifiziert. Dabei
bedeutet Diffusionsgrad 0: DLCO > 85 % (normal)tfiBionsgrad 1: DLCO = 70 - 84 % (leicht
reduziert); Diffusionsgrad 2: DLCO = 50 - 69 % (nwieduziert); Diffusionsgrad 3: DLCO
< 50 % (stark reduziert).

Alle Messwerte der Lungenfunktionsdiagnostik wurdanhand von Normwerten gréf3en-,

geschlechts- und alterskorrigiert.
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2.2.6.4 Nachweis einer pulmonalen arteriellen Hypé&onie (PAH)

Nach der European Society of Cardiology ist die PAefiniert als eine Steigerung des
pulmonalen Mitteldrucks Uber 25 mmHg in Ruhe undri®@0 mmHg bei Belastung (60W) [99].
Die Diagnose einer PAH wurde in der vorliegendemelr indirekt mittels Echokardiographie
gestellt. In verschiedenen Studien konnte gezeigtden, dass die Echokardiographie als
nichtinvasive Untersuchungsmethode eine hohe Satigitund Spezifitat besitzt, verglichen mit
der Rechtsherz-Katheder-Untersuchung als Goldstdndder Diagnostik [100, 101].
Entsprechend dieser Definition und in Ubereinstimmmit den Kriterien des DNSS wurde eine
PAH bei einem mittleren pulmonal-arteriellen DruekdO0 mmHg diagnostiziert [16].

2.2.6.5 Nachweis einer Lungenfibrose mittels HR-CUind visueller Analyse

Bei klinischen Hinweisen auf eine Lungenbeteiliguoey SSc und Ausschluss anderer méglicher
Ursachen fur eine Lungenfibrose sowie bei Kranldpedgress wurde eine HR-CT des Thorax in
Ruckenlage bei maximaler Inspiration erstellt. (fiba CT-Scanner: Aquilion16/Aquilion 64;
GE-Arbeitsstation). Der maximale zeitliche Abstandwischen CT-Aufnahmen und
Bronchoskopie mit BALF-Gewinnung betrug 3 MonateerMindet fur alle weiteren
Untersuchungsergebnisse bewerteten zwei Radiologabhhangig voneinander die Aufnahmen
anhand eines von Warrick etablierten Scores, mifeHilessen sowohl die Schwere der
Lungengertstverdnderungen als auch deren Ausmaite¢werden konnen [80]. Dabei wurden
in Abh&ngigkeit der computertomographischen Befuinligende Punktwerte vergeben: 1 Punkt
= Milchglaszeichnung, 2 Punkte = irregulare Pleugagen, 3 Punkte = septale/subpleurale
Linien, 4 Punkte = Honigwabenmuster, 5 Punkte =pkurale Zysten. Bei einem maximalen
Punktwert von 15 Punkten sind alle Auffalligkeiteamchweisbar.

Der zweite Teil des Scores reflektiert die Auspriggaler Erkrankung und deren Verteilung in
den einzelnen Lungenabschnitten: 1 Punkt bei Bgteiy von 1 - 3 bronchopulmonalen
Segmenten, 2 Punkte bei Beteiligung von 4 - 9 bropalmonalen Segmenten und 3 Punkte bei
Beteiligung von > 9 bronchopulmonalen Segmenter. Bilder wurden mit hochauflésendem
Feldkern im Lungenfenster erstellt (FensterlageO-3U (Hounsfield units), Fensterbreite
1500 HU), Rekonstruktionsschichtdicke 0,5 mm Rekoh$ionsabstand 0,75 mm). Zur
Abschatzung der intraindividuellen Reproduzierbarkeeurteilte einer der Radiologen alle CT-

Aufnahmen zu drei verschiedenen Zeitpunkten memimMindestabstand von 24 Stunden.
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2.2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse und die graphische Ddwstgl der Ergebnisse erfolgte unter
Verwendung des Statistikprogramms GraphPad Prigersion 3.02 (GraphPad Software, San
Diego, Kalifornien) fur Microsoft, Windows. Zum Vergleich von unverbundenen Stichpro
wurde ausschlie3lich der nicht-parametrische Manhithvgy Test verwendet, unter der
Voraussetzung, dass die Messwerte nicht normaleiltervaren. Der Unterschied in der
Auspragung eines Merkmals wurde als statistischnifdi@nt angesehen, wenn die
Irrtumswabhrscheinlichkeit unter 5 % lag (p < 0,0bjneare Korrelationen wurden mit dem
Pearson Korrelationskoeffizienten gepruft.

Mit Hilfe des Statistikprogramms SP3S/ersion 15.0 (Statistical Package for the Social
Sciences, Chicago, lllinois) wurden folgende Patemi& einer logistischen Regressionsanalyse
betrachtet: Patientenalter, Geschlecht, DLCO, FWR-CT-Score, mRSS, neutrophile und
eosinophile Alveolitis sowie BALF-Zytokinkonzentiaen. Fir eine anschliefende multivariate
Analyse wurden Parameter der univariaten Analyse mWerten < 0,1 ausgewahlt. In einer
zweiten multivariaten Analyse wurden die BALF-Zytakonzentrationen getrennt betrachtet.
Standen von einem Patienten mehrere Proben zutiyerf, wurden die Messwerte vor dem
Einschluss in die statistische Analyse gewichtet.

Auf Grund des Pilotcharakters der vorliegenden Btwbn Patienten mit einer seltenen

Erkrankung erfolgte keine Adjustierung der p-Werdeh multipler Testung.



3 Ergebnisse

Im Rahmen von Voruntersuchungen wurden in einerteersVersuchsreihe die
Serumkonzentrationen von 17 Zytokinen in 69 Probestimmt (SSc-Patienten n = 58,
Kontrollpatienten n = 11). Eine Zusammenstellungatelysierten Zytokine und Chemokine
mit den entsprechenden GruppengrofRen der ersteawiten Versuchsreihe findet sich in
Tabelle 6. Die statistische Auswertung der Zytokimkentrationen zeigte fir SSc-Patienten,
verglichen mit Kontrollpatienten mit anderen Lungdrankungen, erhdhte Konzentrationen
fur IL-7 (Median 2,09 pg/ml bzw. 0,0 pg/ml; p = 03b), IL-8 (Median 1,93 pg/ml bzw.
0,0 pg/ml; p = 0,0026) und IL-10 (Median 0,3 pg/baw. 0,0 pg/ml; p = 0,0341) sowie
verminderte Konzentrationen fir MIR-1(Median 40,41 pg/ml bzw. 79,66 pg/mi;
p = 0,0081). Keine statistisch signifikanten Untbiede der Serumkonzentrationen fanden
sich bei der Analyse von G-CSF, GM-CSF, Ig-1L.-2, IL-4, IL-6, IL-13, MCP-1 und TNE:.

Die Messwerte von IL-5, IL-12, IL-17 und INFwaren sowohl in der Gruppe der SSc-
Patienten als auch in der Gruppe der Kontrollp&iemnterhalb der Nachweisgrenze.

Fur die zweite Versuchsreihe mit grol3erem Stichgnonfang, wurde unter
Berlcksichtigung dieser Ergebnisse und der aktudlieeratur, aus den 17 Zytokinen der
ersten Versuchsreihe IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, MCR-MIP-13 und TNF. ausgewahlt. Zur
Erhohung der statistischen Aussagekraft wurde dreip@engroRe der SSc-Patienten
verdreifacht. Zuséatzlich wurden 50 Proben von gdeanSpendern untersucht. Nachfolgend

sind die Ergebnisse aus beiden Versuchsreihen mengefasst dargestellt.

Die statistische Auswertung aller untersuchten e&mnoérfolgte primér fir Serum und BALF
getrennt. Zusatzlich konnten fur einige SSc-Patientuund Kontrollpatienten zeitnah
gewonnene Serum-BALF-Paare gebildet und auf ein@gliohen Zusammenhang zwischen

Serum- und BALF-Zytokinkonzentrationen analysieerden.

3.1 Zytokinmessungen im Serum

Es wurden insgesamt 254 Serumproben (SSc-Patienteri93, Kontrollpatienten n = 11,
Gesunde n = 50) analysiert, um sklerodermietypiscyiekinmuster zu identifizieren und
maogliche  Assoziationen zwischen  Zytokinkonzentragi®o und dem  Klinischen

Erscheinungsbild zu verifizieren.



Zu Beginn wurden die Zytokinspiegel aller SSc-Rd#@a und gesunden Spender, ungeachtet
maoglicher klinischer Untergruppen, miteinander Vielgen. Dabei fanden sich fir SSc-
Patienten erhohte Konzentrationen von IL-6, IL1#8lund MCP-1. Im Gegensatz dazu sind
die Konzentrationen von IL-10 und TMAmM Serum von SSc-Patienten verglichen mit
Gesunden signifikant vermindert (Tab. 9). Sowohl ®8c-Patienten als auch bei Gesunden
ist TGF$1 das Zytokin mit der hdchsten Serumkonzentratjepdpch ohne signifikanten
Konzentrationsunterschied zwischen beiden Gruppeah.(9).

Zytokin SSc-Patienten Gesunde p-Wert
(n=193) (n =50)
IL-6 1,69 (0 - 341) 0 (0-78,97) <0,0001 ***
IL-7 2,3 (0 - 15,85) 1,825 (1,1 - 4,87) 0,0451 *
IL-8 5,41 (0 - 2953) 2,83 (0-12,51) 0,001 ***
IL-10 0,37 (0 - 25,26) 0,45 (0,37 - 4) 0,0039 **
IL-12 0,84 (0 - 121,4) 0,0 (0-17,18) 0,0684
MCP-1 91,02 (0 - 562) 66,62 (19,72 - 217,2) 0,0368
MIP-1B 115,8 (0 - 747,4) 104,2 (46,5 - 183,3) 0,2551
TNFa 0,0 (0-76,57) 0,52 (0,1-1,8) <0,0001 ***
TGF$ 280,4 (67,4 - 1000) 304,2 (63,57 - 716,6) 0,9325

Tab. 9: Zytokinkonzentrationen [pg/ml] im Serum v8$c-Patienten und Gesunden. Die
Zellenwerte entsprechen Median (range), p-Werteh ndann Whitney Test entsprechen
*p < 0,05, *p < 0,01, **p < 0,001.

3.1.1 Serum-Zytokinkonzentrationen und Lungenparameer

Von 183 SSc-Patienten waren die Ergebnisse von enfmgktionsuntersuchungen zum
Zeitpunkt der Serumgewinnung verfuigbar. Anhand d#kisions- bzw. Restriktionsgrades
erfolgte die Einteilung in Untergruppen und anse®dind die statistische Auswertung
bezuglich  charakteristischer  Serum-Interleukinkonzzgionen.  Die  Alters-  und

Geschlechtsverteilung sowie Erkrankungsdauer un8#stnd in Tabelle 12 aufgelistet.

mannlich/weiblich Alter [a] Erkrankungsdauer [a] mMRSS
Diffusionsgrad
0 (n =60) 7/53 58 (23 - 78) 4(0,5-32) 4(0-36
1 (n =59) 4/55 56 (20 - 80) 4 (0,5 -33) 6 (0-29
2 (n=44) 5/39 56 (28 - 82) 4 (0,5 - 38) 8(0-44
3 (n=20) 4/16 59,5 (27 - 84) 4 (0,5 - 24) 85(4})24




Restriktionsgrad
0 (n = 129) 12/117 59 (24 - 82) 4 (0,5 - 38) 4(0-25
1 (n=35) 6/29 56 (20 - 84) 5(0,5-17) 7(0-36
2 (n = 14) 1/13 45 (27 - 70) 3,5(0,5 - 22) 14 (0 - 44)
3(n=1) 0/1 59 4 6
4(n=1) 1/0 57 4 9

Tab. 12: demographische Charakteristik von SSeR&mn an Hand von Diffusionsgrad und
Restriktionsgrad, Angabe von Alter, Erkrankungsdauel mRSS als Median (range)

SSc-Patienten mit Diffusionsgrad O zeigen, verglicimit SSc-Patienten mit Diffusionsgrad
> 1, keine signifikanten Unterschiede zwischen dgtoldnkonzentrationen im Serum. Bei
SSc-Patienten mit Diffusionsgrad 2 verglichen mit SSc-Patienten mit Diffusionsgrad
finden sich erhdhte Konzentrationen von IL-6 (Medi&745 pg/ml bzw. 0,81 pg/ml) und
IL-7 (Median 2,67 pg/ml bzw. 2,12 pg/ml) (Abb. 1).
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Abb 1: Interleukinkonzentrationen im Serum von $%tienten mit uneingeschrankter
Diffusionskapazitat (DLCO = 0) und reduzierter Dafonskapazitat (DLCQ 2)

Erfolgt die Einteilung der SSc-Patienten anhand Restriktionsgrades in 2 Untergruppen,
finden sich im Serum von SSc-Patienten mit Restrilsigrad> 1 wiederum erhéhte IL-6-

Konzentrationen verglichen mit SSc-Patienten mistRidtonsgrad 0 (Median 3,72 pg/ml
bzw. 1,08 pg/ml; p = 0,0105). Dartiber hinaus koreite negative Korrelation von DLCO-
Einzelmesswerten mit IL-7-und IL-10-Serumkonzemndran und zusatzlich eine negative



Korrelation von FVC-Einzelmesswerten mit IL-6- un@iGF-Serumkonzentrationen

nachgewiesen werden (Tab. 13).

IL-6 IL-7 IL-10 TGF-p
DLCO [%)] Pearson -0,179¢ -0,152¢
p-Wert 0,03224 * 0,0411*
FVC [%] Pearson -0,917: -0,160:
p-Wert 0,0093 ** 0,0340 *

Tab. 13: Korrelation von DLCO und FVC mit Zytokimkoentrationen im Serum von SSc-
Patienten, p-Werte nach Pearson Korrelation enthpre *p < 0,05, **p < 0,01. Gezeigt

werden nur die Zytokine mit signifikanter Korretai zu Lungenfunktionsparametern.

SSc-Patienten mit HR-CT-gesicherter Lungenfibrose =( 46) zeigen gegenuber SSc-
Patienten ohne Lungenfibrose (n = 128) hoch skgnifi erh6hte Serumkonzentrationen von
IL-6 (Median 6,175 pg/ml bzw. 0,81 pg/ml; p < 0,0Qund TGFB (Median 372,5 pg/ml
bzw. 258,7 pg/ml; p = 0,0023). Die Ubrigen im Serbestimmten Zytokine zeigten keine
signifikanten Konzentrationsunterschiede. Abscldref3wurden die Zytokinkonzentrationen
im Serum von SSc-Patienten in Abhangigkeit vom Mgen einer echokardiographisch
gesicherten PAH analysiert (n = 36). Dabei findem $ei SSc-Patienten mit PAH erhdhte
Serum-IL-6-Konzentrationen verglichen mit SSc-Rdga ohne PAH (p < 0,0001; Mean
26,47 pg/ml bzw. 5,599 pg/ml).

3.1.2 Serum-Zytokinkonzentrationen und Lungenparameer im Zeitverlauf

Im Folgenden wurde untersucht, ob eine Verschleshteder Lungenfunktion mit spezifisch
veranderten Interleukinkonzentrationen in Serunozgst ist. Im Rahmen dieser Analyse
wurde eine Abnahme der FVC bzw. der DLCO von 10 rerhalb eines Jahres als
objektivierbares Mald einer Verschlechterung der damfunktion angesehen, sofern der
Diffusions- bzw. Restriktionsgrad in der Folgeusteshung einem Weg 1 entsprach. Die
Ergebnisse einer Folgeuntersuchung innerhalb elabses nach Serumgewinnung standen
fur 141 SSc-Patienten zur Verflgung. Insgesamt teus®i 41 SSc-Patienten eine
Verschlechterung der DLCO diagnostiziert werdert, @mer Spannweite von 11,9 - 61,1 %.
Eine Abnahme der FVC um mindestens 10 % fand sictbai 3 der 141 SSc-Patienten, mit
einer Spannweite von 10,1 - 36,5 %. Bei diesent&ifan fand sich zusatzlich eine deutlich
reduzierte DLCO (Diffusionsgrad 2 - 4).



Der statistische Vergleich der Zytokinkonzentragionim Serum von SSc-Patienten mit
stabiler DLCO zu Patienten mit Verschlechterung B&ICO ergab keinen signifikanten
Unterschied in den Konzentrationen der gemessen&rkide. Einzig die Anti-AT-R-Ak-
Spiegel sind bei Patienten mit VerschlechterungldeZO signifikant hdher als bei Patienten
mit unveranderter DLCO (p = 0,039).

3.1.3 Assoziation von Anti-AT-R-Ak, Anti-ET a-R-Ak, Serum-Zytokinen und klinischen
Parametern

Gemessen wurden die Anti-AR-Ak- und die Anti-ET-R-Ak-Konzentrationen im Serum
von 193 SSc-Patienten und 50 gesunden SpenderiRdéderenzbereich wurde nit20 units
festgelegt. Anhand dieses Referenzbereiches ezfolgt der vorliegenden Arbeit die
Unterscheidung in Antikdrper-positive bzw. Antikérpnegative Proben.

Unter den SSc-Patienten zeigte sich eine groRediiistimmung der Konzentrationen beider
Antikdrper. Im Einzelnen fanden sich bei 174 SStdd#en (90,2 %) gleichsinnige Anti-
ETa-R-Ak- und Anti-AT:;-R-Ak-Spiegel. Unter den restlichen 19 Proben kenkein
eindeutiger Trend nachgewiesen werden. 8 Probeennanti-AT,-R-Ak-positiv aber anti-
ETa-R-Ak-negativ und weitere 11 Proben waren anti-A&RFAk-negativ und anti-EJ-R-Ak-
positiv. Wahrend das Verhdaltnis von Antikdrper-pesn zu Antikdrper-negativen SSc-
Patienten nahezu 1:1 betragt, sowohl fur AntiARFAK als auch Anti-ET-R-Ak, finden sich
unter den gesunden Spendern lediglich 4 Personé)(&nit positivem Anti-AT-R-Ak-
Status. Anhand der hier vorgestellten Untersuchmndsmben SSc-Patienten eine
hochsignifikant erhdhte Anti-AFR-Ak-Konzentration verglichen mit gesunden Spender
(Median 20,05 units bzw. 11,2 units; p < 0,0001).

Fur SSc-Patienten sind die demographischen Dater Beriicksichtigung der Anti-ATR-
Ak-Konzentrationen in Tabelle 10 zusammengefasatubter den gesunden Spendern nur 4
Personen positive Anti-ATR-Ak-Spiegel aufwiesen, wurde ein Vergleich dertikarper-
positiven bzw. Antikdrper-negativen Untergruppe @ufind der geringen Anzahl Antikdrper-
positiver Spender nicht durchgefuhrt. Bei SSc-Patie zeigte die Analyse der
Zytokinmessungen in Abhangigkeit vom Anti-AR-Ak- bzw. Anti-ETs,-R-Ak-Status
erhohte IL-6-, IL-7- und IL-10-Serumkonzentrationeowie schwach signifikant verminderte
MIP-1B-Konzentrationen bei SSc-Patienten mit positiventik&mperstatus (Tab. 10).

Auch hinsichtlich der klinischen und demographischitarameter unterscheiden sich SSc-
Patienten mit  positivem bzw. negativem Antikorpatiss. So sind  die
Lungenfunktionsparameter DLCO und FVC bei Patiemténpositiven Anti-AT,-R-Ak bzw.



positiven Anti-ET-R-Ak signifikant vermindert gegenlber SSc-Patientenit den
entsprechenden negativen Antikérpern. Dariber Birsod anti-AT-R-Ak- bzw. anti-EL-
R-Ak-positive SSc-Patienten junger und erkrankeaihdr an SSc als Antikdrper-negative
SSc-Patienten. Bei gesunden Spendern war eine esol8liersabhangigkeit des
Antikdrperstatus nicht nachweisbar. Zusatzlich sibei anti-AT;-R-Ak-positiven SSc-
Patienten die durchschnittliche Erkrankungsdaugriesaer mRSS signifikant erhoht (Tab.
10). Im Gegensatz dazu zeigen sich bei einer Uilieny der SSc-Patienten anhand der Anti-

ETa-R-Ak fur die beiden letztgenannten Parameter ketagstischen Unterschiede.

SSc-Patienten
Parameter anti-AFFR-Ak-positiv  anti-AT;-R-Ak-negativ p-Wert

(> 20 units) (n=99) (< 20 units) (n = 94)
BALF-Zytokinkonzentration [pg/ml]
IL-6 2,93 (0 - 108,8) 0,5 (0 -341,0) 0,0013 **
IL-7 2,6 (0 - 15,85) 2,12 (0 -7,23) 0,0008 ***
IL-8 5,72 (0 - 1720) 4,94 (0 - 2953) 0,3754
IL-10 0,39 (0 - 25,3) 0,21 (0-12,4) 0,0473 *
IL-12 0,0 (0-121) 0,84 (0 - 15,3) 0,5978
MCP-1 86,7 (0 - 366) 91,9 (13,0 - 562) 0,6253
MIP-1p 102 (0 - 747,4) 125,6 (12,94 - 484,6) 0,0134 *
TNFa 0,0 (0 - 76,6) 0,0 (0 - 23,6) 0,7431
TGF 302 (67,4 - 1000) 273,6 (91,5 - 1000) 0,1094
klinische und demographische Charakteristik Mediange)
Alter [a] 56,0 (20 - 84) 59,0 (23 - 80) 0,0474 *
Alter bei Diagnose [a] 48,5 (16 - 84) 54 (20 - 76) (B9 **
Erkrankungsdauer [a] 4,0 (0,5 - 38,0) 3,0 (0,5 033, 0,0352 *
weiblich/ménnlich 10/89 11/83
MRSS 6 (0 - 45) 4 (0-22) 0,0032 **
DLCO [%] 70,3 (19,6 - 112) 82,0 (10,6 - 11) 0,0008* **
FVC [%)] 85,5 (43,3 - 133) 98,9 (29,3 - 127) 0,0001* **
Lungenfibrose 44 (44,4 %) 12 (12,8 %)

Tab. 10: Serum-Interleukinkonzentrationen und klthie und demographische Charakteristik
von SSc-Patienten mit positivem Anti-AR-Ak-Status im Vergleich mit SSc-Patienten mit
negativem Anti-AT-R-Ak-Status. Die Zellenwerte entsprechen Mediaandge), p-Werte
nach Mann Whitney Test entsprechen *p < 0,05, *@&1, **p < 0,001.



Zusatzlich zu den statistischen Unterschieden heiscSSc-Patienten mit positiven bzw.
negativen Antikorperspiegeln finden sich negativerrlationen von Anti-EA-R-Ak-
Spiegeln und dem Alter der SSc-Patienten (p = @PB2arson r = -0,2153) sowie Anti-AT
R-Ak-Spiegeln und dem Alter der SSc-Patienten bhagbosestellung (p = 0,0013; Pearson
r =-0,2323). Im Unterschied dazu korreliert di&fankungsdauer weder mit den Anti-AT
R-Ak-Konzentrationen (p = 0,0928; Pearson r = 09)28och mit den Anti-EA-R-Ak-
Konzentrationen (p = 0,1575; Pearson r = 0,1032). g&sunden Spendern konnte keine
Korrelation von Anti-AT-R-Ak-Konzentrationen im Serum und dem Spenderalter

nachgewiesen werden (p = 0,2155; Pearson r = -B)178

Die geringe Anzahl der gesunden Spender mit pesitidnti-AT;-R-Ak-Konzentrationen

(n = 4) lasst einen Vergleich mit Antikbrper-pogitin SSc-Patienten (n = 99) nicht zu, jedoch
wurden die gesunden Spender mit negativem Ant-RIAk-Status (n = 46) und die SSc-
Patienten mit negativem Anti-AIR-Ak-Status (n = 94) miteinander verglichen.

Dabei zeigten sich schwach signifikant erhdhte Koationen von IL-6, IL-8, MCP-1 und
MIP-1pB im Serum von Antikérper-negativen SSc-Patientarsdfzlich fanden sich niedrigere
Konzentrationen von IL-10 und TNFbei SSc-Patienten im Vergleich zu Gesunden mit
jeweils negativem Anti-AFR-Ak-Status (Tab. 11).

SSc-Patienten und Gesunde mit negativen Anti-RFAntikérpern (< 20 units)
Zytokin SSc-Patienten Gesunde p-Wert
(n=94) (n = 46)
IL-6 0,5 (0 - 341,0) 0,0 (0 -78,97) 0,0105 *
IL-7 2,12 (0 - 7,23) 1,79 (1,07 - 4,87) 0,6320
IL-8 4,94 (0 - 2953) 3,135 (0 - 12,51) 0,0324 *
IL-10 0,21 (0-12,4) 0,45 (0,37 - 4,0) 0,0003 ***
IL-12 0,84 (0 - 15,3) 0,0 (0-17,18) 0,0559
MCP-1 91,9 (13,0 - 562) 62,11 (19,72 - 217,1) 00028
MIP-13 125,6 (12,94 - 484,6) 105,6 (46,5 - 183,3) 0,0254
TNFa 0,0 (0 - 23,6) 0,52 (0,09 - 1,8) <0,0001 ***
TGF 273,6 (91,5-1000) 304,2 (63,57 - 716,6) 0,2217

Tab. 11: Interleukinkonzentrationen im Serum vonc-f£8tienten und Gesunden mit
negativem Anti-AT-R-Ak-Status (< 20units). Die Zellenwerte entspeatiMedian (range),

p-Werte nach Mann Whitney Test entsprechen *p §,0:0p < 0,001.



3.2 Zytokinmessungen in der BALF

Zur Bestimmung sklerodermie-spezifischer Zytokinkemtrationen in der BALF wurden
insgesamt 65 Proben von 32 SSc-Patienten und 2&rddlpatienten untersucht. Zunachst
wurden die Messwerte aller Patienten ungeachtet lioh@&g klinischen Untergruppen
miteinander verglichen. Im Vergleich der Gesamtgeip fanden sich bei SSc-Patienten
signifikant niedrigere IL-6-Konzentrationen undrgitkant hohere IL-7-Konzentrationen als
bei Kontrollpatienten mit anderen Lungenerkrankum@gab. 14). Alle anderen gemessenen
Zytokine zeigten keine signifikanten Konzentratiom®rschiede. MCP-1 war das Chemokin
mit der hochsten Konzentration, sowohl in der BAldh SSc-Patienten als auch in der von

Kontrollpatienten.

Zytokin SSc-Patienten Kontrollpatienten p-Wert
IL-1 1,02 (0-17,2) 0,735 (0-24,1) 0,6545
IL-2 3,56 (0 - 50,3) 0,86 (0 -9,3) 0,1047
IL-4 2,42 (0 - 22,9) 0,38 (0-6,7) 0,1568
IL-6 18,3 (1,7 - 177) 25,5 (6,3 - 567) 0,0224 *
IL-7 4,2 (0-17,4) 1,95 (0 - 8,7) 0,0181 *
IL-8 85,7 (5,9 - 794) 47,6 (0 - 375) 0,1147
IL-10 2,15 (0-6,7) 2,06 (0-4,7) 0,1055
MCP-1 51,6 (0 - 2000) 42,6 (14,4 - 1080) 0,5099
MIP-1B 45,9 (4,2 - 350) 51,7 (2,8 - 693) 0,8158
TNFa 1,19 (0 - 8,1) 0,65 (0 - 7,5) 0,4124
G-CSF 30,2 (1,4 - 191) 32,2 (0-157) 0,7259

Tab. 14: Zytokinkonzentrationen [pg/ml] in der BALRon SSc-Patienten und
Kontrollpatienten. Die Zellenwerte entsprechen Medirange), p-Werte nach Mann Whitney

Test entsprechen *p < 0,05.

3.2.1 spezifische Zytokinkonzentrationen in der BAE von SSc-Patienten

Um die Bedeutung lokaler Zytokin- und Chemokinkarizgtionen im Rahmen von

Entzindungsprozessen einschatzen zu konnen, wuddeninterleukinmessungen unter
Bertcksichtigung der BALF-Zellzahl analysiert. Einanhand der BALF-Zellzahl

diagnostizierte Alveolitis wurde bei 27/38 Probemn\SSc-Patienten (71 %) und bei 20/27

Proben von Kontrollpatienten (74 %) gesichert. Widabelle 15 aufgezeigt, finden sich bei



SSc-Patienten mit sklerodermieassoziierter Alvisodipezifische Interleukinveranderungen in
der BALF. Der Vergleich der BALF-Zytokinkonzentratien von SSc-Patienten mit und ohne
Alveolitis zeigte signifikant erhdhte Werte fur R,-1L-6, IL-7 und IL-8 sowie erhthte Werte
fur MCP-1 bei Vorliegen einer Alveolitis (Tab. 15).

Im Gegensatz dazu ergab der Vergleich von Kont@atimten mit und ohne Alveolitis ein
differentes Interleukinmuster. Hier fanden sichtérie Konzentrationen von G-CSF, MIB-1

sowie TNFa bei Vorliegen einer Alveolitis (Abb. 2a undl.b

Kontrollpatienten
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Abb. 2a und bsignifikante Konzentrationsunterschiede [pg/ml] vBRCSF, MIP-B und
TNFa in der BALF von Kontrollpatienten mit und ohne &hitis



Patienten mit einer Alveolitis auf Grund andererkrBnkungen als einer SSc zeigen
signifikant niedrigere IL-7-Werte als SSc-Patientait Alveolitis (Tab. 15). Im Gegensatz
dazu finden sich, &hnlich wie im Vergleich der Ge&guppen, die IL-6-Werte bei

Kontrollpatienten mit Alveolitis gegeniber SSc-Baten mit Alveolitis erhoht, flr diese

Untergruppen jedoch nicht mehr mit einem signifiieanp-Wert (Median 25,5 pg/ml bzw.

20,9 pg/ml; p = 0,14).

12 der Kontrollpatienten mit Alveolitis waren anrisa@idose erkrankt. Der Altersmedian
dieser Untergruppe lag bei 47 Jahren (range 30 Jd&We), das Geschlechterverhaltnis
mannlich/weiblich betrug 4/8. Drei der Sarkoidogepden waren aktive Raucher und 3
weitere Patienten Ex-Raucher. Bei allen Sarkoidasepten konnte eine krankheitstypische
lymphozytare Alveolitis bronchoskopisch gesichedraen. Die statistische Analyse ergab
signifikant erhéhte Konzentrationenen fur IL-7, 8.und MCP-1 bei Patienten mit SSc und
gesicherter Alveolitis gegentber den Sarkoidoseptgn (Tab. 15).

Patienten der Kontrollgruppe mit Alveolitis bei ILReigen signifikant erhohte MIPB1
Konzentrationen gegeniber SSc-Patienten mit Altiepkowie signifikant niedrigere IL-7-
und IL-10-Konzentrationen (Tab. 15). Der Altersnaaddieser Untergruppe lag bei 67 Jahren
(range 24 - 78 Jahre). Von den 6 Patienten waneriBlich, 1 Patient war aktiver Raucher,
1 Patient Ex-Raucher.

Vergleicht man die BALF-Zytokinspiegel von SSc-aten mit denen von gesunden
Spendern ohne Lungenerkrankung finden sich die &atnationen von IL-8, MCP-1, MIPB1
und TNFe erhoht (Tab. 15). Erhohte TFKonzentrationen finden sich auch bei sarkoidose-
assoziierter Alveolitis verglichen mit gesunden 18pn (Median 1,2 pg/ml bzw. 0 pg/ml;
p = 0,01). Analog verhalten sich die G-CSF-Konzaidnen (Median 33,5 pg/ml bzw.
25,2 pg/ml; p = 0,0278).

Zytokin [pg/ml] SSc-Patienten Kontrollgruppe p-Wert
Median (range) Median (range)

SSc-Patienten mit Alveolitis (n = 27) und SSc-Rdga ohne Alveolitis (n = 11)
IL-2 5,67 (0 - 50,3) 0,86 (0 - 7,57) 0,0349
IL-6 20,9 (1,66 - 177) 13,5 (6,24 - 20) 0,0481
IL-7 4,88 (0,75 - 17,4) 1,95 (0 - 5,76) 0,0496
IL-8 105 (14,9 - 794) 47,1 (5,86 - 223) 0,0123
MCP-1 92,2 (14,1 - 2001) 24,1 (0-97,5) 0,0018




Zytokin [pg/ml] SSc-Patienten Kontrollgruppe p-Wert
Median (range) Median (range)
SSc-Patienten mit Alveolitis (n = 27) und Kontraitgenten mit Alveolitis (n = 20)
IL-7 4,88 (0,75 - 17,4) 1,95 (0 - 8,65) 0,0037
SSc-Patienten mit Alveolitis (n = 27) und Kontraitgnten mit Sarkoidose (n = 12)
IL-7 4,88 (0,75 - 17,4) 1,95 (0 - 8,65) 0,037
IL-8 105 (14,9 - 794) 46,3 (13 - 192) 0,0184
MCP-1 92,2 (14,1 - 2001) 38,5 (18,2 - 152) 0,04
SSc-Patienten mit Alveolitis (n = 27) und Kontreitignten mit ILD (n = 6)
IL-7 4,88 (0,75 - 17,4) 2,0(0-3,97) 0,0423
IL-10 2,23 (1,27 - 6,74) 1,74 (0 - 2,06) 0,0297
MIP-13 46,0 (24,6 - 350) 127 (56,2 - 693) 0,0073
SSc-Patienten mit Alveolitis (n = 27) und gesungeriler ohne Lungenerkrankung (n = 6)
IL-8 105 (14,9 - 794) 31(0-112) 0,0143
MCP-1 92,2 (14,1 - 2001) 31,6 (14,4 - 42,6) 0,0051
MIP-1p 46,0 (24,6 - 350) 21,6 (2,77 - 58,8) 0,0048
TNFa 1,19 (O - 8,06) 0,0 (0 -0,6) 0,010

Tab. 15: Zytokinkonzentrationen [pg/ml] in der BAM®&n SSc-Patienten mit Alveolitis und
verschiedenen Kontrollgruppen. Die Zellenwerte preishen Median (range), p-Werte nach
Mann Whitney Test. Gezeigt werden nur die Zytokimé signifikanten Unterschiede

zwischen den einzelnen Untergruppen.

3.2.2 Zytokinspiegel in Abhangigkeit der BALF-Zelldfferenzierung

Anhand vorbeschriebener Normalwerte Uber den Zediljeder BALF [94] wurde eine
Unterteilung der BALF bei erhéhten Zellzahlen insimophile, neutrophile, lymphozytare
und gemischtzellige Alveolitis vorgenommen. Untend&Sc-Patienten mit auffalliger BALF
wurden 6 BALF-Proben als eosinophil, 6 weitere agsutrophil und die Ubrigen 15 als
gemischtzellig (granulozytar/lymphozytar) charaisiert.

Unter den SSc-Patienten fand sich keine BALF-Praobe lymphozytarer Alveolitis, im
Gegensatz zu den Proben der Kontrollpatientendemen 13 als lymphozytar charakterisiert
wurden. Mit 60,2 Jahren hatten die SSc-Patientenewsinophiler Alveolitis das hdchste
durchschnittliche Alter. Fir SSc-Patienten mit nepitiler oder gemischtzelliger Alveolitis
bzw. mit unauffalliger BALF betrug das Durchschsetter 52,7; 51,9 bzw. 55,3 Jahre. SSc-

Patienten mit eosinophiler Alveolitis waren ausidbich Nichtraucher, wahrend sich unter



den SSc-Patienten mit neutrophiler Alveolitis 4 Eaucher und unter den SSc-Patienten mit
gemischtzelliger Alveolitis 8 Ex-Raucher und 2 a&tRaucher fanden.

Bei Patienten mit SSc fanden sich erhdhte IL-8-Kmmationen bei Vorliegen einer
neutrophilen und gemischtzelligen Alveolitis (Madid54 pg/ml bzw. 105 pg/ml) verglichen
mit SSc-Patienten mit unauffalliger BALF-Zelldiflmnzierung (Median 47,1 pg/ml) (Abb.
3a). Vergleichbare Ergebnisse fanden sich auchM@P-1 (Median 133 pg/ml bzw.
117 pg/ml und 24,1 pg/ml) (Abb. 3b).

Zusatzlich fanden sich bei SSc-Patienten mit nehiter Alveolits erhdhte IL-6-Konzen-
trationen im Vergleich mit SSc-Patienten ohne Aliso (Median 23,6 pg/ml bzw.
13,5 pg/ml; p = 0,0022). SSc-Patienten mit gemahger BALF zeigten erhohte IL-2-
Konzentrationen im Vergleich mit SSc-Patienten olheaolitis (Median 5,87 pg/ml bzw.
0,86 pg/ml; p = 0,0251).

Um nachzuweisen, dass Zytokinkonzentrationen in 8&LF nicht nur sekundare
Phanomene auf Grund verschiedener zellularer Béistiten sind, wurde sowohl die
prozentuale als auch die absolute Zahl der verdehi@n zellularen Bestandteile mit den
BALF-Zytokinkonzentrationen von SSc-Patienten sovaa Kontrollpatienten korreliert.

Es fanden sich signifikante Korrelationen verscarezt Zytokine mit der Haufigkeit sowie
mit der absoluten Anzahl neutrophiler Granulozysemvohl bei Patienten mit SSc als auch
bei Kontrollpatienten (Tab. 16). Allerdings stimmeéie, mit absoluter oder relativer Anzahl
von Neutrophilen korrelierenden Zytokine von SSadPdien nicht vollstdndig mit denen der
Kontrollpatienten Uberein. Zusétzlich zeigten diaLB-Zytokinkonzentrationen der SSc-
Patienten im Gegensatz zu denen der Kontrollpamentediglich Korrelationen zur
prozentualen und absoluten Anzahl neutrophiler \camyten, aber nicht zur Anzahl von

eosinophilen Granulozyten oder Lymphozyten (Tal). 16
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Abb. 3a und b): IL-8- und MCP-1-Konzentrationen B8c-Patienten in Abhangigkeit von
der BALF-Zelldifferenzierung. Verglichen wurden di&ytokinkonzentrationen von SSc-
Patienten mit eosinophiler, neutrophiler und gehtzgliger (granulozytar/lymphozytar)

Alveolitis mit denen von SSc-Patienten mit BALF-R@lbefund.



GCSF

IL1R

IL-2

IL-4

IL-6

IL-8

IL-10

MCP-1

MIP-113

TNE

SSc-Patienten (n = 38)

prozentuale Zellzahl

eosinophile Granulozyten

Lymphozyten

0,392*

neutrophile Granulozyter

0,490*4

0,369*

0,433*

0,544*

6047+

0,628***

0,622***

absolute Zellzahl [Zellen/m| Ruckflul3]

eosinophile Granulozyten

Lymphozyten

neutrophile Granulozyten

0,672**

* 0,489**

0,599**

0,549**

Kontrollpatienten (n = 26)

prozentuale Zellzahl

eosinophile Granulozyten

0,647*4

* 0,412

0,541**

0,669%9*

0,575**

0,586**

0,592**

0,770***

0,526**

0,813***

Lymphozyten

0,594**

neutrophile Granulozyter

0,490*

0,512**

0,472*

0,453*

absolute Zellzahl [Zellen/mI Ruckflul3]

eosinophile Granulozyten

0,532*4

0,924**r

0,585**

0,608

D,869***

Lymphozyten

0,627**

0,425*

-0,396*

0,772%**

neutrophile Granulozyter

0,912**%

0,544**

0,718*

m**

0,852***

0,647*

Tab. 16: Korrelation der prozentualen und absoldglizahlen [BALF Zellen/ml Ruckflul3] mit verschieden BALF-Zytokinen [pg/ml] von SSc-
Patienten und Kontrollpatienten. Zellenwerte erm@spen den Korrelationskoeffizienten nach PearseMyepe nach Pearson Korrelation
entsprechen *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001.



3.2.3 BALF- Zytokinkonzentrationen und Lungenparameer bei SSc-Patienten

Wie aus Tabelle 15 ersichtlich, sind in der BALFnv&Sc-Patienten mit Alveolitis

verschiedene Zytokine gegeniber SSc-Patienten Alveelitis erhdht. MCP-1 ist dabei das
Zytokin mit der hochsten Konzentration im Vergleidowohl zu SSc-Patienten ohne
Alveolitis als auch zu gesunden Spendern ohne Lnerfeankung. Eine geringere, aber
trotzdem signifikante Konzentrationserhéhung bet-8&tienten mit Alveolitis fand sich fir

IL-4, IL-6, IL-7 und IL-8 gegenluber SSc-Patientdme Alveolitis (Tab. 15).

In der vorliegenden Arbeit fand sich eine negatfwerelation zwischen der DLCO und der
Konzentration von IL-2, IL-4 und MCP-1 in der BAlW®Nn SSc-Patienten. Auch fir die FVC
und die BALF-Konzentrationen von IL-4, IL-8 und M@P fand sich eine negative

Korrelation (Tab. 17). Eine schwach signifikanteyaiive Korrelation lief3 sich fir die TLC

und IL-4- und IL-8-Konzentrationen nachweisen. Biarkste Korrelation der TLC fand sich
mit MCP-1 (Tab. 17).

IL-2 IL-4 IL-8 MCP-1
DLCO [%)] Pearson -0,39( -0,53¢ -0,40¢ -0,44:
p-Wert 0,025 0,0013 0,012 0,006
FVC [%] Pearson -0,50¢ -0,39¢ -0,441
p-Wert 0,0028 0,016 0,006
TLC [%] Pearson -0,36% -0,331 -0,412
p-Wert 0,040 0,04 0,01
HR-CT-Score Pearson 0,36z
p-Wert 0,030

Tab. 17: Korrelation von Zytokinkonzentrationendar BALF und den Lungenfunktions-
parametern DLCO, FVC, TLC sowie dem HR-CT-Score $®c-Patienten. Die Zellenwerte
entsprechen den p-Werten nach Pearson Korrelation.

Fur 36 SSc-Patienten liegt eine HR-CT zum Zeitputét BALF-Gewinnung vor, an Hand
derer das Ausmalfd der Lungenveranderungen mitteds &cores eingeschatzt wurde. In der
Auswertung zeigte ausschlie3lich die BALF-Konzetmra von MCP-1 eine schwach
signifikante Korrelation mit dem HR-CT-Score (Tdly). Zuséatzlich fanden sich bei SSc-
Patienten mit einem HR-CT-Score 20 (n = 17) erhéhte MCP-1-Konzentrationen in der
BALF verglichen mit SSc-Patienten mit geringererdtischen Lungenverdnderungen
(n = 19) und einem HR-CT-Score 15 (Median 97,5 pg/ml bzw. 40,6 pg/ml; p = 0,0407)
(Abb. 4).
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Abb. 4: MCP-1-Konzentration in der BALF bei SSciPaten mit milden (HR-CT-Score
< 15) und ausgepragten (HR-CT-Scer0) fibrotischen Lungenverdnderungen.

3.2.4 BALF-Zytokinkonzentrationen und Lungenparameer im Zeitverlauf

Der Zusammenhang von Zytokinkonzentrationen in &&LF und einer moglichen
Progredienz der Lungenveranderungen wurde untev&fetung von 35 Proben von 29 SSc-
Patienten untersucht. Alle SSc-Patienten, von denenrere Proben bertcksichtigt wurden,
gehorten zur Gruppe der Patienten mit Lungenerknagén im Endstadium (endstage ILD).
Die Messwerte dieser Mehrfachproben wurden flr dtatistischen Untersuchungen
entsprechend gewichtet. Fir die Auswertung sta@8evierlaufsuntersuchungen in Form von
HR-CT-Aufnahmen und 27 Lungenfunktionsuntersuchangeur Verfigung. Das
durchschnittliche Zeitintervall zwischen der Emstid der Folgeuntersuchung betrug fir die
HR-CT-Untersuchung 58 Wochen und flr die Lungenfiamisuntersuchung 49 Wochen. Als
Kriterium fur eine signifikante Verschlechterung rdeungengerusterkrankung galt die
Zunahme des HR-CT-Scores3 Punkte und/oder die Abnahme der TEQAO0 % in einem
Zeitraum von 2,5 Jahren. Von den untersuchten $fefRen erfillten 10 Patienten die
Kriterien fur eine progressive ILD.

Um das Ausmal’ der Verschlechterung der Lungenfomigenauer zu spezifizieren, wurden
aus der Patientengruppe mit progressiver ILD die-B&ienten mit einer endstage ILD
gesondert betrachtet. Endstage ILD wurde defirabrtdas Angewiesensein auf zusatzliche
Sauerstoffzufuhr oder als Tod des betroffenen R@meinnerhalb eines Zeitraums von 38
Monaten. 6 der 10 SSc-Patienten mit progressiveD lerfillten diese Kriterien.



Altersspektrum, Geschlechterverteilung, Erkrankdager und Raucherstatus der einzelnen

Untergruppen finden sich in Tabelle 18.

Gesamtgruppe |SSc-Patienten |SSc-Patienten miSSc-Patienten mit
der SSc-Patientemit stabiler ILD |progressiver ILD |endstage ILD
n=29 n=19 n=10 n==6
klinische und demographische Charakteristik Mediange)
Alter [a] 59,0 (37 - 72) 61 (37 -72) 53 (38 - 63)** 9441 - 59)**
Erkrankungs-3 (2 - 16) 3(2-16) 3(2-14) 3 (10- 14)
dauer [a]
Raucher/ 3/7/19 1/3/15 2/4/4 1/4/1
Ex-Raucher/ | (10/24/66 %) (5/16/79 %) (20/40/40 %) (17167117 %)
Nichtraucher
weiblich/ 22/7 15/4 713 4/2
mannlich
MRSS 103 (0 - 31) 14 (0 - 31) 10,5 (0 - 24) 11,5 (@) 2
HR-CT-Score 13,5 (0 - 27) 13,8 (0 - 27) 13 (0 - 27) Q7 - 27)
TLC [%] 81,2 (47,2 - 124) 82,1 (47,9 - 124) 79,4 @7104) 65,4 (47,2 - 97,1)*
FVC [%)] 75,7 (29,3 - 108) 84,4 (41,5 - 1088,8 (43,3 -92,7)** 62,2 (43,3 - 72,6)**
DLCO [%] 61,6 66,7 53,6 36,6
(20,4 -108,3) [(32,9-108,3) (20,4 - 68,4)** (20 - 68,4)**
Neutrophile 4,3 (0 - 49) 2(0-9) 14,5 (3 - 49)*** 16,5 (4 - 38¥
[%]
Makrophagen82 (39 - 98) 87,5(39-98) | 73(41-93)* 74 (49 -91)
[%]
Tod 4 (14 %) 1 (6 %) 3 (30 %) 3 (50 %)
immunsuppressive Therapie zum Zeitpunkt der BALRviBaung
MTX/MMF 10 1 9 7
AZA/andere | 12 8 4
keine 12 7 5 3

Tab. 18: Serologische und klinische Charakterisbh SSc-Patienten mit stabiler ILD im
Vergleich mit SSc-Patienten mit progressiver ILDeodeiner Lungenerkrankung im
Endstadium (endstage ILD). Die Zellenwerte entdpeacMedian (range), p-Werte nach
Mann Whitney Test entsprechen *p < 0,05, **p < 0,6tp < 0,001. MTX = Methotrexat,
MMF = Mycophenolatmofetil, AZA = Azathioprin



Bereits zum Zeitpunkt der BALF-Gewinnung ist nelgem DLCO auch die FVC signifikant
reduziert bei denjenigen  SSc-Patienten, die einenrankbeitsprogress im
Beobachtungszeitraum erleiden (Abb. 5). Jedoctliéste Assoziation nicht so ausgepragt wie

fur Zytokinkonzentrationen oder fir das Auftretémee neutrophilen Alveolitis.
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Abb. 5: FVC und DLCO [%] von SSc-Patienten mit g&b progressiver und endstage ILD
innerhalb von 38 Monaten. Die Ergebnisse der Luhgetionsdiagnostik wurden zum

Zeitpunkt der BALF-Gewinnung erhoben.

Der Vergleich der SSc-Patienten unter Beachtundg=déwicklung der Lungenfunktion ergab
erhohte BALF-Konzentrationen verschiedener Zytokwee IL-6, IL-8, MCP-1 und TNE
bei SSc-Patienten mit progressiver ILD bzw. ILD Endstadium (Tab. 19). Weiterhin ist der
Anteil von SSc-Patienten mit neutrophiler Alvedlitunter den SSc-Patienten mit einer
Verschlechterung der Lungenfunktion erhéht. Im Gesgéz dazu fand sich keine Assoziation
zwischen dem HR-CT-Score oder dem mRSS mit einegrBssion der Lungenerkrankung

(Tab. 18).



[pg/ml] |alle BALF- BALF-Proben |BALF-Proben bei |BALF-Proben bei

Proben bei stabiler ILD |progressiver ILD endstage ILD
(n=35) (n=19) (n=16) (n=12)
GCSF | 28,2 (1,4-191) | 239 (1,4-45)| 34,1(20,29191 |32,6 (20,2 - 50.6)*
IL-1  |0,9(0-17,2) 0,5 (0 - 2,8) 1,3 (0,3 - 17,2)** 31(0,3 - 17,2)*
IL-2  [3,6 (0-24,9) 0,9 (0 - 7,6) 5,7 (0 - 24,9)* 57,8 - 24,9)*
IL-4  |0,4 (0 - 22,9) 0(0-4,6) 3,5 (0 - 22,9)** 5,2 {®2,9)*

IL-6  [15,8 (1,7 - 104,6)| 13,1(6,2-30,7) 21,4 (11704,6)** |21,4 (1,7 - 104,6)**
IL-8  |71,1(5,9 - 794,5) 43,7 (5,9 - 209,8) 105,5 (22794,5)* | 124,2 (53,8 - 794,5)**
MCP-1|47,1 (0 - 1924,8)| 44,6 (0-1924,8) 92,2 (142000,5)** | 139,4 (26,7 - 2000,5)**
MIP-1R| 45,5 (4,2 - 119,9) 39,5 (4,2 - 111|3) 53,9624119,9) 53,9 (35 - 107,1)
TNFa |0,9 (0-8,1) 0,3 (0 - 3,6) 1,7 (0 - 8,1)*** 1,9 (B;1)**

Tab. 19 Zytokinkonzentrationen in BALF-Proben voilscSPatienten mit stabiler ILD,

progressiver ILD bzw. einer Lungenerkrankung im $&adium (endstage ILD). Die
Zellenwerte entsprechen Median (range), p-Werteh ndann Whitney Test entsprechen
*p < 0,05, *p < 0,01, **p < 0,001.

Mit Hilfe einer univariaten logistischen Regressanalyse konnten junges Alter, niedrige
DLCO-Werte, hohe IL-2- und TNFKonzentrationen sowie der Nachweis einer neuttephi
Alveolitis als Pradiktoren fir eine progressive Ilniit p-Werten < 0,05 identifiziert werden.
Mit p = 0,023 besitzt die neutrophile Alveolitisten den genannten Parametern die hdchste
Vorhersagekraft fur die Progression der ILD. Analdazu ergab die univariate Analyse
niedrige DLCO- und FVC-Werte sowie hohe IL-2-Konizationen und den Nachweis einer
neutrophilen Alveolitis als Pradiktoren fur die &tklung einer ILD im Endstadium mit
p < 0,05. Die in der univariaten Analyse identifi@ potentiellen Pradiktoren fir den
Krankheitsprogress mit p-Werten < 0,1 wurden im dhhgss in einer multivariaten
Regressionsanalyse getestet. Die Variablenselektiamden mit dem Verfahren der
schrittweisen ,forward selection und ,backward esgion“ vorgenommen. Auf Grund des
kleinen Stichprobenumfangs ergaben sich dabei himdene Kombinationen der einzelnen
Indexparameter. Fur die progressive ILD wurden Aliésr und die neutrophile Alveolitis in
beiden Verfahren selektiert, entweder in Kombirmatait FVC oder mit IL-2 und IL-7. In der
kleinen Gruppe der SSc-Patienten mit endstage ligakesich ein pradiktiver Wert fir die
neutrophile Alveolitis zusammen mit hohen IL-1-Kenmrationen und reduzierter FVC.
Zusatzlich wurden in einer weiteren Analyse die BAZytokine separat analysiert. Dabei

war IL-2 in Kombination mit IL-8 der beste Pradikfoir einen schweren Krankheitsverlauf.



3.2.5 hCMV-Infektionsstatus und Zytokinkonzentrationen in der BALF

Der mogliche Zusammenhang einer CMV-Infektion npiezfischen Veranderungen der
Zytokinkonzentrationen in der BALF konnte an 55 i untersucht werden (SSc-Patienten
n = 30, Kontrollpatienten n = 25). Bei 7/30 der S&tienten (23,3 %) und 3/25 der
Kontrollpatienten (12 %) wurde mit Hilfe des direktserologischen AntikGrpernachweises
und zusatzlich mit Hilfe quantitativer PCR aus BAEEllen eine aktive hCMV-Infektion
gesichert. Bei den hCMV-positiven SSc-Patienterdéansich signifikant erhohte MCP-1-
Konzentrationen verglichen mit SSc-Patienten olokIW-Reaktivierung (Median 529 pg/mi
bzw. 47,1 pg/ml; p = 0,0199).

Alle anderen gemessenen Zytokine zeigten keinefikignten Konzentrationsunterschiede.
Dartber hinaus fand sich bei SSc-Patienten mittipesnt hCMV-Infektionsstatus eine
ausgepragtere Lungenbeteiligung, die sich in eieendhten HR-CT-Score sowie in einer
reduzierten TLC im Vergleich zu hCVM-negativen S&atienten ausdrickt (Tab. 20).

SSc-Patienten

Parameter hCMV-positiv hCMV-negativ p-Wert
HR-CT-Score 27,00 (19,67 - 27,00) 12,00 (0 - 27,00) 0007 **
TLC [%] 62,35 (47,90 - 83,0) 80,00 (50,90 - 115,0) 043 *
FVC [%)] 55,6 (55,0 - 91,5) 72,25 (29,3 - 108,0) 0,2628
DLCO [%] 64,4 (20,4 - 117,0) 46,3 (36,6 - 80,0) 0,3136

Tab. 20: HR-CT-Score und Lungenfunktionsparameter 8Sc-Patienten in Abhéngigkeit
vom hCMV-Infektionsstatus. Die Zellenwerte entspiest Median (range), p-Werte nach
Mann Whitney Test entsprechen *p < 0,05, **p < 0,01

In der vergleichenden Betrachtung von hCMV-negati8&c-Patienten und hCMV-negativen
Kontrollpatienten mit anderen Lungenerkrankungerdéam sich bei SSc-Patienten niedrigere
IL-6-Konzentrationen (Median 16,58 pg/ml bzw. 24,6d/ml; p = 0,0113) und hohere
IL-7-Konzentrationen (Median 3,555 pg/ml bzw. 1,9%9ml; p = 0,0253). Im Vergleich der
jeweils hCMV-positiven Untergruppen ergab sich k@&ines der gemessenen Zytokine ein

signifikanter Konzentrationsunterschied.



3.3 Assoziation von Zytokinkonzentrationen in Serunmund BALF

Abschlieend wurde untersucht, ob und in wieweih édusammenhang zwischen
Zytokinkonzentrationen im Serum und in der BALF teeen. Zur Analyse wurden Paare
gebildet aus zeitnah gewonnenen Serum- und BALBdraovon SSc- und Kontrollpatienten.
Der maximale Abstand zwischen der Gewinnung debé&rovurde auf 14 Tage begrenzt.
Unter Bericksichtigung dieses Einschlusskriteritmsnten fir 22 SSc-Patienten (7 Manner
und 15 Frauen) und 11 Kontrollpatienten (4 Mannett @ Frauen) mit anderen chronischen
Lungenerkrankungen Serum-BALF-Paare gebildet werdar durchschnittliche zeitliche
Abstand bei der Gewinnung der Proben betrug 1 rexifnal 12 Tage). Die Auswertung der
Serum-BALF-Paare der SSc-Patienten ergab einzig Ilfé8 eine positive Korrelation
zwischen Serum-Konzentration und BALF-Konzentrat{jpn= 0,0009; Pearson r = 0,6581).
Die Auswertung der Serum-BALF-Paare der Kontrolgraten ergab fur keines der
untersuchten Zytokine eine signifikante Korrelatiamwischen Serum- und BALF-

Konzentration.



4 Diskussion

Die SSc ist eine seltene Erkrankung, die durch emeemehrte Ablagerung von EZM
gekennzeichnet ist. Dabei fihrt ein Entzindungsgseznoch ungeklarter Ursache unter
Beteiligung des Gefal3systems zu einer ZerstérumgAdrophie von betroffenen Strukturen, zu
fibrotischem Umbau und letztlich zum Verlust vong@nfunktionen. Die Expression von EZM-
Genen ist normalerweise streng reguliert durch -pawad/oder autokrin-wirkende I6sliche
Mediatoren sowie durch Zell-Zell-Kontakte, lokalgpgéxie und Interaktion mit der umgebenden
EZM [6]. Die intensiven Bemuihungen der letzten @alimaben das Verstandnis fur die
Krankheitsprozesse, die der SSc zugrunde liegeneitert und erfassen im Wesentlichen
Veranderungen des GefalRsystems, des Bindegewebés deés Immunsystems. Die
Uberproduktion von EZM durch aktivierte Fibroblastast, nach dem gegenwartigen
Erkenntnisstand, das Resultat einer komplexen dktien verschiedener Zellarten, wie
Endothelzellen, Lymphozyten, Makrophagen und Filastlen, die durch eine Vielzahl von
Mediatoren gesteuert werden [6].

Entzindungsmediatoren spielen eine entscheidentle IR® der Rekrutierung und Aktivierung
von Entzundungszellen. Veranderten Zytokin- undr@tigdnkonzentrationen werden deshalb in
der Atiopathogenese der SSc eine bedeutende Rmjksezhrieben. Bereits in friihen Stadien der
Erkrankung und noch vor der vermehrten Ablagerumy Bindegewebsproteinen im betroffenen
Gewebe lassen sich entzindliche, hauptsachlictvgsiulare Infiltrate mononuklearer Zellen
nachweisen. Veranderte Zytokinkonzentrationen kemmitei SSc-Patienten vor allem im Serum
und in betroffener Haut, aber auch in der BALF mgsfiesen werden. In der verfligbaren
Literatur werden bei SSc-Patienten eine Vielzalm ¥gtokinen beschrieben, flir die signifikante
Veranderungen der Konzentration in verschiedeneridhe nachgewiesen werden konnten.
Jedoch stellen nur wenige Untersuchungen einengean veranderten Zytokinkonzentrationen

und klinischen Parametern sowie zum Krankheitsuéhar.

In der vorliegenden Arbeit wurden Zytokin- und Clakimkonzentrationen im Serum und in der
BALF von SSc-Patienten, Kontrollpatienten und gem Spendern gemessen, untereinander
und mit klinischen Parametern verglichen und ini8eang gesetzt. Ziel war es, diejenigen

Zytokine zu identifizieren, die in der Atiologie diiPathogenese der systemischen Sklerose eine



Schlusselstellung inne haben und damit potentiglerapeutische Ziele fir die Behandlung
sklerodermie-assoziierter Fibrose darstellen konmerden hier vorgestellten Untersuchungen
zeigten SSc-Patienten mit Alveolitis im VergleialhRatienten mit Alveolitis anderer Genese und
auch im Vergleich zu SSc-Patienten ohne Alveolitipische Zytokinverdnderungen in der
BALF. Dazu gehéren neben erhéhten IL-7- und IL-8¢la erhohte MCP-1-Konzentrationen.
Auch im Serum von SSc-Patienten fanden sich vdrglicmit gesunden Spendern erhohte
Konzentrationen von IL-7, IL-8 und MCP-1 und zus$étr erh6hte Konzentrationen von IL-6,

IL-10 und TNFa, was unter Berticksichtigung der wissenschaftlicha@aratur als Beleg fur

einen krankheitsspezifischen Pathomechanismus gewesgrden kann.

4.1 MCP-1 als Marker einer Lungenfibrose

Fir MCP-1 konnte auch im Rahmen anderer Studiee emdhte Konzentration bei SSc-
Patienten mit und ohne Alveolitis nachgewiesen weydveshalb viele Autoren MCP-1 eine
Schlusselstellung in der Entwicklung einer SSc-aissten Lungenfibrose zuschreiben [36, 38,
102, 103]. MCP-1 gehort zur Superfamilie der C-G@bkine und ist ein potenter

Chemoattractant fur mononukleéare Zellen, hauptgdtiionozyten und Makrophagen, aber
auch fur Endothelzellen [38, 104, 105]. MCP-1 wixal Patienten mit kirzlich beginnender SSc
in hohen Konzentrationen von mononukleéren Zelled dermalen Endothelzellen exprimiert,
was die Vermutung nahe legt, dass MCP-1 bereits die frihen Phasen der

Krankheitsentwicklung involviert ist [38]. In-viv8tudien wiesen zusatzlich eine Beteiligung
von MCP-1 an der Entstehung und Aufrechterhaltungleser Erkrankungen, darunter
Arteriosklerose, Rheumatoide  Arthritis, Asthma, dgathische Lungenfibrose,

Glomerulonephritis mit Halbmondbildung und inteistle Nierenfibrose nach [36, 38, 106 -
108]. Bei Sarkoidose gehen erhohte MCP-1-Serumepiemem klinischen Ruckfall voraus

[109].

Zusatzlich stitzen im Tiermodell gewonnene Datea 8chlisselrolle von MCP-1 bei der
Entstehung einer SSc-assoziierten Lungenfibrosg B® konnte im Tiermodell die Hemmung
der biologischen MCP-1-Wirkung mit Anti-MCP-1-Antikpern die Entwicklung einer

Bleomycin-induzierten Fibrose durch Reduktion detl&genproduktion verhindern. Der gleiche
Effekt zeigte sich auch nach pharmakologischer ldde der MCP-1-Wirkung [36, 110].

Weiterhin entwickelten Mause mit defektem CCR-2ndeichtigsten MCP-1 Rezeptor, keine



bleomycininduzierte Lungenfibrose [111]. Nach bréfpem Erkenntnisstand wirkt MCP-1 direkt
als proinflammatorisches Chemokin unter Bildungesinnflammatorischen Millieus, das die
Fibroblastenfunktion und Kollagensynthese beeisflusZusatzlich zeigt es eine indirekte
Wirkung Uber Steigerung der Kollagen-I-Genexprassio Fibroblasten Uber eine Modulation
von TGF$ [36].

Es konnte nachgewiesen werden, dass dermale Fastehl keine funktionellen MCP-1-
Rezeptoren exprimieren und dass MCP-1 damit keid@ekten Einfluss auf dermale
Fibroblasten austiben kann. Statt dessen beeinMGBt1 die T-Zell-Polarisierung und induziert
die Differenzierung in IL-4-produzierende Th2-ZellelL-4 wiederum steigert signifikant die
Produktion von Kollagenen und anderen EZM-Bestalaitaiber die Bindung an seine IL-4-
Rezeptoren auf Fibroblasten. Glykosaminoglykanege dn Rahmen des fibrotischen
Gewebeumbaus in SSc-betroffener Haut akkumulidr@aden MCP-1 tber lonenbindungen und
dienen so als lokales Reservoir, das den profdmbén Effekt von MCP-1 zusatzlich verstarkt
[112].

Die in der hier vorgestellten Untersuchung gefumdemegative Korrelation von IL-4-
Konzentrationen in der BALF und der eingeschranktengenfunktion mit reduzierter FVC,
TLC sowie DLCO unterstiitzen diese Ergebnisse. Zzlisht konnte gezeigt werden, dass
Patienten die eine SSc-assoziierte progressive Ibbw. ILD im Endstadium im
Beobachtungszeitraum entwickelten, erhdhte IL-48@i in der BALF aufwiesen. In der
vorliegenden Arbeit fand sich dariber hinaus eisatmmenhang zwischen erhohten MCP-1-
Spiegeln und einer anhand von HR-CT-Score und Lunfogétionsparametern diagnostizierten
Lungenfibrose. Damit scheint die Blockade der MCGBidaktivitéat im Rahmen einer ,targeted
therapy”“ bei SSc vielversprechend. Da die Ansammluon mononuklearen Zellen durch
komplette Blockade von MCP-1 jedoch nicht vollstgnthemmbar ist, scheinen zusatzlich
andere Zytokine an der Migration von mononukle&elen beteiligt zu sein.

Darlber hinaus beschreiben bisherige Studien einektd Beeinflussung der Kollagen-I-
Genexpression durch MCP-1 lber die Modulation v&#3 [36]. Im Tiermodell konnte gezeigt
werden, dass die Hemmung von MCP-1 zu reduzier@®fi-Spiegeln und in der Folge zu einer

reduzierten Prokollagensynthese und Nierenfibriketé [113].



4.2 TGF4 beeinflusst die Balance zwischen Synthese und Dadation von EZM

TGFJ ist sowohl an der Regulation physiologischer Rinngsprozesse, insbesondere an
Wundheilung und Gewebereparatur, als auch an pagischer Fibrosierung, wie
uberschiel3ender Narbenbildung beteiligt [6]. TEsFer&ndert die Balance zwischen Synthese
und Degradation der EZM [3]. Es induziert einen #ets der Synthese von Matrixkomponenten
bei gleichzeitiger Hemmung der matrix-proteolytisohAktivitat [3, 114, 115]. Zusatzlich spielt
es eine essentielle Rolle bei der Angiogenese Iderunregulation, der Zellproliferation, der
axialen Entwicklung der Skelettmuskulatur und deldfferenzierung [4, 6, 116]. So kann die
Differenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasteturch TGFB induziert werden [6].
Myofibroblasten sind spezialisierte Fibroblastene dontraktile Eigenschaften von glatten
Muskelzellen aufweisen und Kollagene und andere EB#dtandteile produzieren [117].

Im Rahmen der physiologischen Wundheilung kdnnenoflyoblasten voriibergehend im
Granulationsgewebe nachgewiesen werden. Nach Alsschider Wundheilung werden
Uberzahlige Myofibroblasten durch Induktion von Apuse eliminiert [118]. Persistieren die
Myofibroblasten dagegen, entsteht in der Folge pethologische Fibrosierung mit verfestigter
und kontrahierter EZM, wie sie fur die SSc charaktsch ist [118]. Eine Persistenz von
Myofibroblasten konnte in Fibroblastenkulturen rgeliesen werden, die aus SSc-betroffener
Haut gewonnen wurden [53]. In Ubereinstimmung migésdn Beobachtungen gelang eine
Reduktion der Myofibroblastenformation in betro#erHaut durch die Behandlung mit Anti-
TGF$-Antikdrpern [119]. Auch im Tiermodell konnte durctie Blockade der TGB-
Bioaktivitat mittels Anti-TGFB-Antikérper und Applikation von léslichen TGFRezeptoren
die Fibroseentwicklung gehemmt werden [53, 120].

Um das profibrotische Profil von BALF und von Serbei SSc-Patienten abschatzen zu kénnen,
wurden in der hier vorgestellten Arbeit TGFSpiegel bestimmt. TGB-wird als Proteinkomplex
sezerniert, bestehend aus dem aktiven P&femodimer und zwei Prosegmenten, dem so
genannten Latency Associated Peptide (LAP) [121¢s® Komplexbildung dient dem Schutz
des aktiven TGH- vor schnellem proteolytischen Abbau, da die Haltszeit von TGH im
Plasma nur wenige Minuten betragt. In vivo wird F@HBurch proteolytische Spaltung des LAP
mittels Proteasen wie Plasmin, Kathepsin D, Pras@n3 oder Elastase, aktiviert. In vitro wird
die Aktivierung durch Zugabe von Saure und ansBeirelem Neutralisieren erreicht. Mittels

kommerzieller Enzymimmunoassays folgt im Anschlass die Aktivierung die quantitative



Bestimmung der TGB-Konzentration. Im Unterschied zu anderen Studiemrde in der
vorliegenden Arbeit die BALF nicht vorbehandelt, sdaheifdt, sie wurde nicht durch
Ultrafiltration konzentriert, da angenommen wurdass eine Vorbehandlung die Stabilitat und
Integritat der Inhaltsstoffe beeinflussen und vdein kann. Bedauerlicherweise waren die TGF-
B-Spiegel der BALF-Proben mit Hilfe des verwendetehlSA von R&D Systems allesamt
unterhalb der Nachweisgrenze und somit nicht dietdddr. Zum gleichen Ergebnis kommt eine
andere Studie, bei der die T@GHKonzentration in der BALF ebenfalls mit oben gemiam
ELISA bestimmt wurde und bei der ebenfalls alle TsKonzentrationen unterhalb der
Nachweisgrenze lagen, obwohl die BALF durch Ultnaftion 4 - 10fach konzentriert wurde
[83]. Im Gegensatz dazu war eine Bestimmung von-B&hR Serum mit Hilfe des verwendeten
ELISA problemlos mdglich. Daraus lasst sich scHhlgern, dass die geschilderten Probleme
der TGFg-Bestimmungen nicht im Messverfahren sondern imetdnichungsmaterial begrindet
sind. Als ursachlich kommen dabei sowohl eine etdd&tonzentration proteolytischer Enzyme in
entziindlich veranderter BALF als auch ein veramstegH-Wert in Betracht, wodurch die
molekulare Integritat der TGpdsoformen beeinflusst werden kdnnte. Latentes Pddnnte so
aktiviert und in der Folge auf Grund der kurzenbdadrtszeit abgebaut werden.

Letztlich kann mit Hilfe der hier présentierten Ebgisse die Rolle von TGFin der BALF, wie
sie durch andere Studien nahe gelegt wird, nichurtbdt werden. Weiterfihrende
Untersuchungen sollten dementsprechend zumindestBéé.F-pH-Wert bertcksichtigen und
evtl. auch auf andere Untersuchungsverfahren zgrédkn. Beispielsweise gelang einer
Forschunggruppe die Bestimmung der TGRonzentrationen auch in der BALF, mit Hilfe
eines CCL-64-Bioassays [122].

Im Serum von SSc-Patienten fanden sich Uberwieg@h@ TGFB-Spiegel. Insgesamt war es
das Zytokin mit der héchsten mittleren Serumkonagiain. Die negative Korrelation von TGF-
B-Serumkonzentrationen und FVC sowie die hoch skpnt erhéhte TGEB-Konzentration bei
SSc-Patienten mit HR-CT-gesicherter Lungenfibrosegegiber SSc-Patienten ohne
Lungenfibrose unterstreichen die Annahme vorausyggser Arbeiten, die TGE- eine
wesentliche Rolle in der Atiopathogenese der SSeemen. Insgesamt gilt es jedoch bei der
Interpretation der TGB-Messergebnisse zu beachten, dass BG&Gkch in vivo nur zu einem
kleinen und nicht genau bestimmbaren Anteil in dg@dch aktiver Form vorliegt und dass sich

seine Wirkung in der Krankheitsentstehung und imarkkheitsverlauf evtl. auch aus dem



Verhéltnis von aktiver zu latenter Form ableitetmUliese Fragen zu beantworten, sind
weiterfuhrende Studien notwendig, in denen TgsKenzentrationen in Abhéngigkeit vom

Aktivitdtszustand analysiert werden sollten.

4.3 IL-8-BALF-Konzentrationen bei ILD

Auch andere Zytokine, wie beispielsweise IL-6 uheB] wurden bereits in vorangegangenen
Studien als mdgliche Bausteine in der Pathogenes8$c diskutiert.

IL-8 ist ein Mitglied der CXC-Chemokin-Familie undkann von einer Vielzahl von
inflammatorischen und nicht-inflammatorischen Zelggebildet werden [84, 123]. IL-8 wirkt auf
neutrophile Granulozyten stark chemotaktisch undivigkend, woraus eine vermehrte
Degranulation und eine gesteigerte Adharenz an tBetiellen und Matrixproteinen resultiert
[83, 84, 124]. Bei fibrosierenden Lungenerkrankungsind Alveolar-Makrophagen die
Hauptproduzenten von IL-8 [84, 123]. In Epithelkalturen korreliert die IL-8-Konzentration
mit der Anzahl der neutrophilen Granulozyten [8Ahalog dazu konnte auch in der hier
vorgestellten Arbeit eine starke Korrelation voR8iBALF-Konzentrationen und der Anzahl der
neutrophilen Granulozyten sowohl bei SSc-Patiealsrauch bei Kontrollpatienten mit anderen
pulmonalen Erkrankungen nachgewiesen werden. IleB8zi€ntrationen werden vor allem im
Zusammenhang mit ILD, wie der idiopathischen Luridpease, der Sarkoidose und der
hypertensiven Pneumonie beschrieben [83]. Ein é¢dsORisiko fur die Entwicklung einer SSc
scheint mit einem Polymorphismus des IL-8-Gens Aassb zu sein [125]. Erhohte IL-8-
Konzentrationen im Serum und in der BALF von SStidPéen wurden auch in anderen Studien
bestétigt ebenso eine verstarkte Expression voB Hurch SSc-betroffene Fibroblasten und
Alveolar-Makrophagen [102, 124, 126, 127].

In der vorliegenden Arbeit fanden sich deutlich d@hlL-8-BALF-Konzentrationen bei SSc-
assoziierter Alveolitis als bei Sarkoidose-assoareAlveolitis. Weiterhin konnte eine negative
Korrelation von IL-8-BALF-Konzentrationen und eirsgphirankter FVC bzw. TLC bei SSc-
Patienten nachgewiesen werden. Diese Ergebnisseksimform zu den Ergebnissen anderer
Studien, die ebenfalls eine Korrelation von erhibhte 8-Konzentrationen und eingeschrankter
Lungenfunktion nachweisen konnten und die IL-8 désleine Schltisselrolle in der Pathogenese

von ILD zuweisen [127]. Dafur spricht auch die aendvorliegenden Daten vorgenommene



multivariate Analyse der BALF-Zytokine, in der hohe2-Spiegel in Kombination mit hohen

IL-8-Spiegeln pradiktiv fir eine schlechte Progndse Lungenveranderungen sind.

4.4 Bedeutung von Th17-Zellen bei Autoimmunerkrankmgen

In den letzten Jahren wurde eine neue SubpopulatanCD4+ T-Helferzellen identifiziert, die
selektiv IL-17 produzieren und aus diesem Grund7théllen genannt werden [128, 129]. Von
diesen Thl7-Zellen werden sich neue Einsichtenienlthmunregulation und Immunabwehr
sowie in die Pathogenese von Autoimmunitat undamfhatorischen Erkrankungen erhofft [129,
130]. Im Mausmodell findet, in Gegenwart von TGkmd IL-6 als entscheidende Co-Faktoren,
eine Differenzierung von naiven Th-Zellen in Thl&H&n statt. Im Gegensatz dazu ist die
Bedeutung von TGIB-fur die Entwicklung humaner Thl7-Zellen bislangtsty [129]. Hier
scheint neben IL-6 eher ILBlund IL-23 fur die Differenzierung in Th17-Zellessentiell [129,
130]. Erste Studien unterstiitzen die BedeutungNulv-Zellen bei autoimmunologischen bzw.
chronisch-inflammatorischen Erkrankungen. So wuntheVergleich zur Anzahl im peripheren
Blut, eine erh6hte Anzahl von IL-17-mRNA-exprimiaden Zellen im Liquor von Patienten mit
Multipler Sklerose gefunden [129]. Weiterhin kormteerschiedene Studien hohe IL-17-Serum-
Konzentrationen beim systemischen Lupus erythmatodem Morbus Crohn, der Psoriasis und
der SSc nachweisen [129].

IL-17 stimuliert die Produktion von IL-1 und TNFdurch Makrophagen und Uber diesen Weg
die Kollagenproduktion in Fibroblasten. Weiterhinrdvdie Produktion von IL-1, IL-6 und
Adhasionsmolekilen in Endothelzellen stimuliertsveair Aktivierung und zur Chemotaxis von
Neutrophilen beitragt [3]. Insgesamt sind jedocke diisher zur Verfigung stehenden
Erkenntnisse noch keinesfalls ausreichend, um dike Rron Th1l7-Zellen in der Pathogenese
humaner Autoimmunerkrankungen beurteilen zu kénnen.

In der hier vorliegenden Untersuchung wurden diebmgtimmenden Zytokine nicht unter
Berucksichtigung der neu entdeckten Thl7-Zellen gew&hlt. Im Rahmen der
Voruntersuchungen wurden aber dennoch IL-17-Komagohen im Serum von 58 SSc-
Patienten und 11 Kontrollpatienten und in der BAM®GNn 32 SSc-Patienten und 24
Kontrollpatienten bestimmt. Sowohl bei SSc-Patierdés auch bei Kontrollpatienten lagen alle
Messwerte unterhalb der Nachweisgrenze, so dassiaef Bestimmung von IL-17 in der

2. Versuchsreihe verzichtet wurde. Mdgliche loKaftekte von IL-17 im Sinne einer parakrinen



Wirkung konnen jedoch nicht ausgeschlossen werdsh sind mit Hilfe der vorliegenden
Untersuchung nicht beurteilbar.

Andere Zytokine, wie beispielsweise IL-23, die inorizept der Th17-Zellen aktuell diskutiert
werden, wurden in beiden Versuchsreihen nicht geemedDennoch kdnnte die hoch signifikant
erhdhte Konzentration von IL-6 und ThEn Serum von SSc-Patienten verglichen mit gesunden
Spendern sowie in der BALF von SSc-Patienten miteglitis verglichen mit SSc-Patienten
ohne Alveolitis bzw. mit gesunden Spendern ohnegemerkrankung auf einen IL-17- bzw.
Th17-Effekt hinweisen. Die Induktion der IgM-, Ig@nd IgA-Produktion durch Th17-Zellen
spricht zusatzlich fir eine Beteiligung von Thl7l&e an der Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen und bietet damit ein inteagtss Ziel fur weiterfUhrende
Untersuchungen. Insgesamt stellen Th1l7-Zellen eunelversprechenden neuen Ansatz in der
Pathogenese der SSc dar.

Zusammenfassend konnten in einer grol3en AnzahBtodien fur eine Vielzahl von Zytokinen
spezifische Veranderungen nachgewiesen werden. Mabgi zum Teil unterschiedliche
Zytokine als relevant ermittelt wurden, kann vonr déariabilitat des Patientenklientels
hinsichtlich Alter, Geschlecht, Erkrankungsdaueésherige und/oder aktuelle immunsuppressive
Medikation, Raucherstatus, Rasse und Prasenz ispgbeif Autoantikorper abhangig sein.
Zuséatzlich  konnten auch  Unterschiede in der Zytwlassung, hinsichtlich
Untersuchungsmaterial, Untersuchungsmethode urdligtader einzelnen Faktoren eine Rolle
spielen. Die unterschiedliche Halbwertszeit versglner Zytokine kann zu einer Unter- bzw.
Uberbestimmung fiihren, ebenso wie verschiedeneviészustande, Unterschiede im pH-Wert
oder Veradnderungen der Konzentration im Zeitverlaufsatzlich missen bei der Betrachtung
der komplexen biologischen Auswirkungen von Zytekirund Chemokinen auf Zielzellen und
Zielgewebe die Nettoeffekte verschiedener Zytokind deren Inhibitoren in der perizellularen
Umgebung, d. h. die relativen Konzentrationen zamiier beriicksichtigt werden. Aus diesem
Grund sollten in weiterfihrenden Untersuchungenenetler Betrachtung einzelner Zytokine
auch Zytokinmuster bei SSc Patienten bestimmt werde



4.5 Anti-AT 1-R-Ak und Anti-ET A-R-Ak als funktionelle Autoantikrper

Neben Veranderungen der Immunantwort und eineremgsten EZM-Produktion stellt die
Imbalance zwischen vasokonstriktiven und vasodilata Faktoren einen wesentlichen Faktor in
der Pathogenese der SSc dar, die sich unter andererh6hten Konzentrationen der potenten
Vasokonstriktoren Angiotensin 1l und Endothelin liderspiegeln [26, 30]. Sowohl fir
Angiotensin Il als auch Endothelin 1 wurde nebem deasokonstriktiven ein profibrotischer
Effekt nachgewiesen [6, 29 - 31]. In Tierexperingnkonnte eine vaskulare Fibrosierung durch
I. v. Applikation von Angiotensin Il induziert sowiidurch Blockade des RAAS die Entwicklung
einer Herz- und Nierenfibrose verhindert werden, [B31, 132]. Diese Beobachtungen haben
bereits klinische Relevanz in der Behandlung von-B&ienten. So werden ACE-Hemmer und
AT:-Rezeptor-Blocker in der Therapie von SSc-bedingt#arenfunktionsstorungen und der
Raynaud-Symptomatik, sowie EsFRezeptor-Blocker bei pulmonaler arterieller Hyparé
erfolgreich eingesetzt [133, 134].

Darlber hinaus kann Angiotensin Il die Bildung \®awuerstoffradikalen durch Aktivierung einer
NADH/NADPH-Oxidase induzieren [31]. Dem entspreatiewurde ein erhdhtes Mafl} an
Lipidperoxidation bei SSc-Patienten im Vergleichgasunden Spendern gefunden [135]. Neben
der direkten Gewebeschadigung ist oxidativer Stregs Stimulus fir die Produktion
proinflamatorischer Zytokine [31, 136]. Zusatzlikbnnte in einer erst kirzlich veroffentlichten
Studie nachgewiesen werden, dass humane T-Zellérallen funktionellen Elementen des
RAAS ausgestattet sind und ARezeptoren auf ihrer Zelloberflache exprimiere3gjL

In der hier vorliegenden Arbeit wurden Autoantikérpim Serum von SSc-Patienten und
gesunden Spendern gemessen, die gegen denbaiv. den EJ-Rezeptor gerichtet sind. Die
Ergebnisse sind Bestandteil einer grol3en, noclt meridffentlichten Studie an der medizinischen
Klinik fir Rheumatologie und Immunologie der ChériUniversitatsmedizin Berlin, die die
agonistische Rezeptoraktivierung durch diese Anp&d im Sinne einer funktionellen
Autoimmunitat, ihren lokalen und systemischen Bffekowie die Mdoglichkeiten der
therapeutischen Blockade untersucht.

So genannte funktionelle stimulatorische Autoanpled sind fur die Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen, wie zum Beispiel der Autoiomiiyreoiditis vom Typ Hashimoto,
verantwortlich und werden zunehmend auch im Rahdeer§Sc als neues Erklarungsmodell der

pathologisch veranderten Immunantwort diskutie®7]1 Bislang konnten bei SSc-Patienten



agonistische  Autoantikdrper gegen  Platelet-Deri@dwth-Faktor(PDGF)-Rezeptoren
nachgewiesen werden. Die Autoren dieser Untersughwthlussfolgerten, dass die
rezeptoraktivierenden Autoantikdrper tUber eine téekse Induktion von Sauerstoffradikalen an
der Aktivierung von Fibroblasten beteiligt sind §13

Agonistisch wirkende Autoantikdrper am AngiotenHiTyp-I-Rezeptor wurden bei anderen
Erkrankungen wie der Praeklampsie gefunden [1839]Gegensatz dazu wurden Anti-£=R-Ak
beim Menschen bislang noch nicht nachgewiesen.emhier untersuchten Gruppe der SSc-
Patienten fand sich eine hohe Ubereinstimmung vani-AT;-R-Ak und Anti-ET.-R-Ak-
Konzentrationen. Als mdgliche Ursache fir diesesin®dimen kommen beispielsweise eine
Kreuzreaktivitat oder aber eine krankheitsspedifstleterodimerbildung der beiden Antikérper
in Betracht. Zum besseren Verstandnis der Rezemtfiguration sowie der Anti-AFR-Ak- bzw.
Anti-ETA-R-Ak-Rezeptor-Bindungsstellen sind weiterfihrendtgersuchungen erforderlich, um
daraus eine gezielte Modulation und potentielleapeutische Ziele zu entwickeln.

Insgesamt fanden sich bei SSc-Patienten mit hohentik@perkonzentrationen eine
ausgepragtere Hautbeteiligung mit hohem mMRSS soeiee starkere Auspragung der
Lungenfunktionsstorung mit reduzierter DLCO und FEV@nalog zu den erhohten
Antikdrperkonzentrationen waren bei den hier unielgen SSc-Patienten auch erhohte
Serumkonzentrationen der Th2-Zytokine IL-6 und -fiachweisbar, was ein Indiz fur eine
humorale Immunantwort ist und mit hohen Antikdrperkentrationen im Einklang steht. Es ist
naheliegend, dass das Ausmal3 der Immunantwort ienduspragung der profibrotischen AT
bzw. ETi-Rezeptor-vermittelten Wirkung erstens von der Kameation der frei zirkulierenden
funktionellen Autoantikorper, zweitens vom lokalemtzindlichen Milieu und drittens von der
Rezeptorkonzentration im Zielgewebe abhangig ishéHAntikorpertiter sind deshalb mit einem
schwereren klinischen Verlauf und mit einem rasehdé¢rankheitsprogress assoziiert.

Im Gegensatz zu anderen SSc-spezifischen Autoapekd, wie Anti-Scl-70-Ak oder ACA, fur
die bislang kein SSc-spezifischer Wirkungsmechansmachgewiesen werden konnte, und die
deshalb als krankheitsspezifisches Epiph&nomen rgetweerden, konnten Anti-ATR-Ak und
Anti-ETA-R-Ak eine aktive Rolle im Krankheitsgeschehen lgpieund damit kinftig zur
Identifikation von Patienten mit hohem Risiko fichsvere Komplikationen bzw. schlechter
Prognose beitragen. Unter der Voraussetzung, delssaach in gréReren Studien signifikante

Unterschiede zwischen SSc-Patienten mit positivegativem Antikdrperstatus bezuglich des



Schweregrades der Erkrankung sowie des Ausmale®m@nbeteiligung finden, wére eine

Integration des Autoantikdrperstatus in das tradélle Klassifikationssystem der SSc zu
diskutieren. Ein solches Klassifikationssystem, dlasr die reine Diagnosefindung hinaus auch
prognostische Aussagen ermoglicht, ware ein wiehti§chritt zu einer phasengerechten und

frihzeitigen Therapie.

4.6 Stellenwert der BALF in der Diagnostik und Therpie der SSc

Sehr eindrucksvoll und bisher nicht beschrieben $8c-Patienten, ist die Assoziation von
erhdhten Zytokinspiegeln in der BALF, dem Anti-AR-Ak- bzw. Anti-ETa-R-Ak-Status und der
Verschlechterung einer ILD sowie der EntwicklungDILim Endstadium innerhalb eines
Zeitraumes von 38 Monaten.

In der hier vorgestellten Arbeit zeigten spezifisstranderte Zytokinkonzentrationen in der
BALF, wie zum Beispiel erhdhte MCP-1-Konzentrationeine starkere Assoziation mit der
Entwicklung einer SSc-assoziierten ILD als der HR-&tore und/oder die Ergebnisse der
Lungenfunktionsdiagnostik, was in Kenntnis andd?ablikationen uberrascht, die fur HR-CT-
Befunde und Lungenfunktionsparameter einen prachkti Wert fur die Entwicklung der
Lungenfunktion ermitteln konnten, nicht jedoch BALF-Ergebnisse [16, 81, 86]. Allerdings
wurden in diesen Untersuchungen vorrangig der BZEeHRgehalt und die BALF-
Zelldifferenzierung, nicht jedoch spezifische Zytdtonzentrationen ausgewertet, so in der
kirzlich veroffentlichten Scleroderma Lung StudyL$$ Hier konnte eine Assoziation von
pathologisch erhdhter BALF-Zellzahl und eingeschtén Lungenfunktion, jedoch kein
pradiktiver Wert der BALF-Ergebnisse, fir die Entllung der Lungenfunktion nachgewiesen
werden [16, 80, 81]. In der univariaten Regressaiaa/se wurde auch in der hier vorgestellten
Arbeit ein pradiktiver Wert der neutrophilen Alvéd fur die Progression der SSc-assoziierten
Lungenerkrankung gefunden. Dartber hinaus konntehdden Vergleich mit Kontrollpatienten
gezeigt werden, dass die veranderten Zytokinkonagomen nicht einfach nur das Verhaltnis der
BALF-Zellzahlen widerspiegeln. Weiterfuhrende Ustechungen der SLS-Daten zeigten
lediglich eine schwache Korrelation von HR-CT-Beafan, wie der Milchglaszeichnung, und
pathologischen BALF-Veranderungen [81].

Auch in der vorliegenden Arbeit fanden sich beiiggn Patienten mit neutrophiler Alveolitis

und/oder erhdhten Zytokinkonzentrationen Normwénteler Lungenfunktion und im HR-CT-



Score. Inwieweit HR-CT-Befunde akute ILD widerspmigund damit dieselbe Pathologie wie
die BALF abbilden, lasst sich zum gegenwartigenpeikt nicht abschlie3end beurteilen. Bei
Betrachtung dieser Fragestellung muss bericksichigrden, dass BALF-Proben nur die
Veranderungen innerhalb eines begrenzten Lungehaitsc in der Regel des rechten
Lungenmittellappens, reprasentieren, welcher tyy@seeise heterogenen Krankheitseinflissen
ausgesetzt ist, wahrend mit einer HR-CT-Untersughdi&s gesamte Lungenvolumen bewertet
wird. Diese Tatsache kann fur die, in den genanriémdien schwache Korrelation von
Bildgebung und BALF-Resultaten verantwortlich sgéh, 26].

Einige Studien belegen, dass die interlobularen etdohiede der BALF-Zellzahl und
-Zelldifferenzierung bei der Mehrheit der Individuegering sind [140], wéhrend andere
Untersuchungen sowohl bei Patienten mit idiopati@scLungenfibrose als auch bei SSc-
Patienten die hochste BALF-Konzentration von Egsimien und Granulozyten in denjenigen
Lungenabschnitten nachweisen konnten, die auch RACH spezifische Pathologien zeigten
[141, 142]. Die Autoren der SLS zweifeln an der iBeang von HR-CT-Befunden und aktiver
Alveolitis und stellten, in Anbetracht der von imermittelten Uberlegenheit von HR-CT-
Befunden gegeniber BALF-Ergebnissen, den Stellanwder BALF als invasive
Routinemethode zur Einschatzung von Krankheitsaditivund Krankheitsverlauf in der
Behandlung von SSc-Patienten in Frage [81, 82].

Die vorliegende Arbeit belegt jedoch eindrucksvdds Potential der BALF, nicht nur zur
Verifizierung einer aktiven Alveolitis sondern auals Grundlage therapeutischen Handelns und
zur Abschatzung der Prognose der SSc-assoziidriznDafur sprechen der pradiktive Wert von
neutrophiler Alveolitis in Verbindung mit IL-2- untL-7-Konzentrationen und, bei separater
Betrachtung der BALF-Zytokine, der pradiktive Weadn IL-2- und IL-8-Konzentrationen in der
multivariaten logistischen Regressionsanalyse. Pefinge Stichprobenumfang schrankt die
Aussagekraft der Regressionsanalysen jedoch deutiic, weshalb die Ergebnisse in einer
umfassenderen Untersuchung verifiziert werdenesullDariiber hinaus ist die BALF das einzige
Verfahren zum Ausschluss von erregerbedingten tidie&n bzw. Kolonisationen. Denn auch
wenn klinisch keine oder nur milde Infektionszeicheorliegen, ist die Anzahl der
mikrobiologisch positiv getesteten BALF-Proben B&ic-Patienten mit 23,8 % hoch [143]. Eine

zusatzliche erregerbedingte Infektion oder chrdresdBesiedlung hat Einfluss auf das



Ansprechen therapeutischer Interventionen, die kraitsaktivitat und auch auf die
Krankheitsprognose.

Verlaufsbeobachtungen einer aktuellen Studie baledass SSc-Patienten mit mikrobiologisch
positiven BALF-Kulturen ein erhohtes Risiko fir einschnellere Verschlechterung der
Lungenfunktion haben [81]. Im Einklang damit stelgie Ergebnisse der hier vorgestellten
Untersuchung, die bei hCMV-positiven im Vergleialn RCMV-negativen SSc-Patienten neben
erhohten MCP-1-Konzentrationen auch einen erh6HR+CT-Score und reduzierte TLC-Werte
ergaben. Zusatzlich gilt das hCMV nach der Hypathiss molekularen Mimikry als potentielles
Fremdantigen, das die Bildung spezifischer Autd@mger induzieren und damit wesentlich an
der Pathogenese der SSc beteiligt sein kdnnte §#f, ®b der positive Infektionsnachweis
ursachlich fur die eingeschréankte Lungenfunktiofy mder ob sich die Infektion bei SSc-
Patienten mit schwerem Krankheitsverlauf haufiganitestiert, 1asst sich mit den vorliegenden
Daten nicht beurteilen. Dartiber hinaus wurden angetentielle Infektionen/Kolonisationen des
unteren Respirationstraktes, beispielsweise midianspp., Aspergillus spp., Haemophilus oder
Neisseria spp., nicht ausgeschlossen und sollten waiterfihrenden Untersuchungen
bertcksichtigt werden.

Zusatzlich muss in der Diskussion Uber den Steleghwer BALF auch der oftmals jahrelange
Krankheitsverlauf einer SSc berlcksichtigt werd&ium einen kann mittels BALF eine
pulmonale Beteiligung in (sehr) frihen Krankheasi#n erkannt werden, die noch kein
bildmorphologisches Korrelat zeigt. Zum anderersgr@chen die in spateren Krankheitsstadien
auftretenden spezifischen HR-CT-Befunde, wie belspieise die Honigwabenstruktur,
irreversiblen und damit persistierenden Lungendeeii@nderungen mit Zerstérung der
physiologischen Lungenarchitektur [81]. Zur Fegileg der Dauer oder zur Einschatzung des
Erfolges einer immunsuppressiven Therapie musseon #lriterien definiert werden, die
unabhangig von der Bildgebung sind. Daflr scheiBa&bF-Ergebnisse und insbesondere die
Bestimmung von Zytokinkonzentrationen ein geeignebestrument. Letztlich gilt es, eine
Alveolitis sensitiv und spezifisch zu diagnostizier denn eine unbehandelte Alveolitis ist mit
einer Verschlechterung der Lungenfunktion und rmmeeerhéhten Mortalitat verbunden [143].
Voraussetzung fur aussagekraftige und damit auckh&rapierelevante BALF-Untersuchungen
ist, unter Bertcksichtigung der hier vorgestelltergebnisse, neben der histologischen und

mikrobiolobischen Analyse auch die Bestimmung vgtoKin-und Chemokinkonzentrationen.



5 Zusammenfassung

Die SSc gehort zu den seltenen Erkrankungen desnditeschen Formenkreises, bei der sich
typischerweise eine gesteigerte Produktion von E&Me endotheliale Dysfunktion sowie eine
veranderte Immunantwort nachweisen lasst. Die Sigt als eine Multisystemerkrankung des
Bindegewebes mit autoimmunologischem Hintergrundstaeden, deren Atiologie bislang

unklar ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden Zytokin- und Clakimkonzentrationen im Serum und in der
BALF von SSc-Patienten, Kontrollpatienten und gesimSpendern gemessen und untereinander
sowie mit klinischen Parametern in Beziehung geéseti dem Ziel, Zytokine zu identifizieren,
die eine Schlisselstellung in der Atiologie undalér Pathogenese der SSc innehaben. Weiterhin
wurde nach Korrelationen zwischen Zytokinkonzemregn und SSc-assoziierten
Lungenveranderungen geforscht. Mit Verlaufsuntdrangen sollte zusatzlich eine Aussage uber
den pradiktiven Wert von Zytokinkonzentrationen fiie Entwicklung der Lungenfunktion

getroffen werden.

Mit Hilfe der vorliegenden Arbeit konnten spezitgc Veranderungen im Zytokinnetzwerk
sowohl in der BALF als auch im Serum von SSc-P&emachgewiesen werden. Es wurden
Schlusselzytokine wie MCP-1 und IL-8 identifiziedie mit einer Lungenfibrose assoziiert sind
und mit deren Hilfe eine Verschlechterung der S&waiierten ILD vorausgesagt werden kann.
Es wurde eine Assoziation von Zytokinen und Lungakfionsparametern deutlich.
Eindrucksvoll und bislang nicht beschrieben ist Agsoziation von erhdhten Zytokinspiegeln in
der BALF und dem Anti-AT-R-Ak- bzw. Anti-ETa.-R-Ak-Status bei SSc-Patienten mit der
Verschlechterung einer ILD bzw. die Entwicklung exinLungenerkrankung im Endstadium.
Damit erlangen einerseits BALF-Zytokinkonzentraganeinen prognostischen Stellenwert und
andererseits die BALF als Untersuchungsverfahrere édlinische Bedeutung, die Uber die
Diagnostik spezifischer Lungenveranderungen hireacist.

In Zusammenschau der hier vorgestellten ErgebsisseMCP-1 und IL-8 sowie Anti-AFR-Ak
bzw. Anti-ETa-R-Ak viel versprechende Kandidaten fir eine kagisédrgeted therapy” in der
Behandlung der SSc. Diese Zytokine konnten perspsgh als Krankheitsmarker sowohl fur die

Diagnose als auch als Verlaufsparameter oder afgnBsefaktoren etabliert werden.
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