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Zusammenfassung

Die Antisynthetase Syndrom-assoziierte (ASyS) Myositis zahlt zu den idiopathisch
inflammatorischen Myopathien, genauer zur Subgruppe der Myositiden. Klinisch ist es
charakterisiert durch Myositis, interstitielle Lungenerkrankung, Raynaud Syndrom,
Fieber und seronegative Arthritis. Laborchemisch wird bei den meisten Patienten
einer, von bisher acht beschriebenen ASyS-spezifischen Autoantikbrpern gefunden.
Es wurde gezeigt, dass sich Patienten mit ASyS sowohl klinisch, histologisch, als auch
auf molekularer Ebene unterscheiden, jedoch standen detaillierte Untersuchungen
bislang aus. Hier schliel3t die aktuelle Arbeit an und beleuchtet funktionelle
autoantikorper-spezifische Unterschiede der drei haufigsten Subgruppen (anti-PL-7, -
PL-12, & -Jo1* Patienten).

Die Auswertung der klinischen Daten bestatigt die aktuelle Studienlage: Jo1* Patienten
zeigen vermehrt Muskelsymptome, Arthralgien und Hautbeteiligung, wahrend die PL-
7" und PL-12* Patienten klinisch sehr &hnlich sind, wobei Fieber und interstitielle
Lungenerkrankung die prominentesten Symptome waren. Histologisch konnten als
typische Charakteristika perifaszikulare Muskelfasernekrosen, -atrophie, -
regeneration, sarkolemmale MHC-I- und MHC-II-Expression, sowie peri- und
endomysiale Fibrose und Fragmentierung visualisiert werden. Diese Merkmale traten
bei Jo1* Biopsaten grundsatzlich starker ausgepragt auf.

Weiterhin wurden infiltrierende Immunzellen charakterisiert. In allen Gruppen waren
Makrophagen, Leukozyten, Plasmazellen sowie T- und B-Zellen zu finden. Die
Genexpression typischer proinflammatorischer Zytokine, wie IFN-y, TNFa verglichen
mit Kontrollen war signifikant hochreguliert. AuRerdem war die Genexpression
antiinflammatorischer Zytokine (Bsp. TGFp, IL-4R) in den PL-12/PL-7 Kohorten
gesteigert, was flur einen abweichenden Pathomechanismus zwischen den
Subgruppen, im Sinne einer alternativen Immunregulierung, spricht.

Zudem fanden sich B- und Plasmazellaktivatoren wie APRIL und BAFF, was eine
Schlisselrolle der Zellen in der Krankheitsentstehung vermuten lasst.
Doppelfarbungen von Makrophagen, B-, sowie T-Zellen und Plasmazellen mit
verschiedenen Chemokinen (CXCR4, CXCL12, CXCL13) zeigten eine Koexpression
von CXCL12 und CXCL13 mit Makrophagen und B-Zellen, was eine durch
Makrophagen stimulierte Migration von B-Zellen in den entziindeten Muskel nahelegt.
Plasmazellen, ebenso wie die verstarkte Expression spezifischer Chemokine, konnten

aulRerdem in der Umgebung infiltrierender Immunzellen gezeigt werden.
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Basierend auf vorangehenden Ergebnissen wurde zudem der Aspekt der
Aktinaggregatbildung untersucht. Auch hier unterschieden sich PL-7* und PL-12*
Patienten von Jol1* Patienten. Wahrend in den ersten Gruppen vermehrt undulierende
Tubuli in Gefalendothelien detektierbar waren, zeigten letztere haufiger intranukleére
Aktineinschlisse in Myonuklei. Die Genexpression war bei allen Gruppen verglichen
mit Kontrollen veréndert, was auf eine pathologische Regulation des intrazellularen

Aktinstoffwechsels hinweist.



Abstract

Antisynthetase syndrome-associated (ASyS) myositis is part of the idiopathic
inflammatory myopathies, more precisely classified among the “overlap myositis”
group. It is clinically characterized by myositis, interstitial lung disease, fever and
seronegative arthritis. Most of the patients are seropositive for one out of the eight
myositis-specific antibodies the so-called anti-ARS autoantibodies.

It was shown that patients can be distinguished based on clinical, histopathological
and molecular features, but more explicit investigations are missing so far. The current
study addressed the question of antibody-specific functional differences and
similarities among the three most frequent subgroups (anti-PL-7, -PL-12, & -Jo1*
patients).

Our interpretation of clinical data confirmed latest study results: anti-Jo1* patients are
presenting more severe muscle symptoms, arthralgia and skin involvement, while anti-
PL-7/-PL-12* patients appeared phenotypically similar and showed predominantly
fever and interstitial lung disease. Histological characteristics were: perifascicular
myofiber necrosis and -atrophy as well as regenerating fibers and areas of MHC-I- and
MHC-Il-expression plus peri- and endomysial fibrosis and fragmentation. All features
appeared more severe in anti-Jol muscle samples.

Furthermore, a characterization of immune cell infiltration showed macrophages,
leukocytes such as T and B-cells, as well as plasmacells in all subgroups. Gene
expression of typical proinflammatory cytokines like IFN-y, TNFa was upregulated
compared to controls. The anti-PL-7/-PL-12 patients’ biopsies also showed
upregulated antiinflammatory cytokines like TGFp and IL-4R. This provides evidence
for an alternative immune mechanism among those subgroups.

B-cells and plasmacells showed upregulated APRIL and BAFF, which makes it likely
that these cells play a key role in the pathogenesis of the disease. Double stains of
macrophages, B-, T cells and plasmacells with various chemokines (CXCR4, CXCL12,
CXCL13) highlighted co-expression of CXCL12 and CXCL13 with macrophages and
B-cells. This points to a macrophage-induced migration of B cells towards muscle
inflammation. Finally, plasmacells and upregulation of all chemokines could also be
shown in the vicinity of immune cell infiltration.

Based on earlier results, actin aggregation in antisynthetase syndrome-associated
myositis was investigated. Anti-PL-7/-PL-12" patients showed undulating tubules in

endothelial cells more frequently, while anti-Jo1* patients presented actin aggregates



in myonuclei. Alteration of gene expression regulating actin shuttling and -metabolism,
compared to controls was seen in all groups indicating their aberrant regulation.
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Klassifikation der Myositiden

Myositiden stellen eine heterogene Gruppe erworbener inflammatorischer
Skelettmuskelerkrankungen dar, die neben einer progredienten Bewegungs-
einschrankung mit einer erh6hten Morbiditat durch den méglichen zuséatzlichen Befall
extramuskularer Organe wie der Lunge oder dem Herzen, sowie einer fakultativen
Disposition gegenuber malignen Erkrankungen (bei einigen Entitdten im
Erwachsenenalter) einhergeht.’?

Die Klassifikation der idiopathisch inflammatorischen Myopathien (1IM) gelingt nach
klinischen, histologischen und immunpathologischen Gesichtspunkten. Dabei wird
aktuell in finf Hauptgruppen unterteilt: (1) Dermatomyositis (DM), (2) Polymyositis
(PM), (3) Immunvermittelte nekrotisierende Myositis (IMNM), (4) Sporadische
Einschlusskorpermyositis (sIBM) und (5) Overlap Myositis.®*°

Die Inzidenz betragt etwa 10/100.000 (siehe Epidemiologie). Wahrend bei der DM eine
juvenile und adulte Form beschrieben ist, treten die anderen Erkrankungen
vorwiegend im Alter >18 Jahren auf, wobei sich die sIBM meist erst im Alter >50 Jahren
ausbildet.!

Klinisch manifestieren sich die funf Subtypen zum Teil sehr unterschiedlich (siehe
Tabelle 1). So geht die DM oft mit typischen Hauteffloreszenzen, einer
charakteristischen Lungenbeteiligung und seltener auch Herzbeteiligung, sowie im
Erwachsenenalter mit einem erhohten Malignomrisiko einher.? Eine proximal betonte
Muskelschwache wird meistens beklagt, muss aber nicht immer vorhanden sein. Die
sIBM zeichnet sich durch einen therapierefraktaren, langsam progredienten Verlauf
mit Schluckbeschwerden und asymmetrisch beginnender Muskelschwache die langen
Fingerbeuger- und Quadricepsmuskeln betreffend aus, die meist mit der flinften
Lebensdekade beginnt und nach ca. 10 Jahren das Gehen bis zur Rollstuhlpflicht
einschranken kann.

Bei der IMNM steht die Myopathie selbst ganz im Vordergrund. Auf3erdem sollten
andere Krankheitsursachen ausgeschlossen werden, so z.B. toxische oder virale
exogene Einflisse, oder einige der Muskeldystrophien (Gliedergurteldystrophien) des
Erwachsenenalters (z.B. Dysferlinopathien, Anoctaminopathien). Man geht heute
davon aus, dass in der Vergangenheit aus Mangel an histologischen und
immunologischen Untersuchungsmethoden die relativ unscharfe Diagnose PM zu

haufig gestellt wurde, heute kann man jedoch basierend auf homogenen Klinischen



EINLEITUNG

Verlaufen, Autoantikorperprofilen und genauen histologischen Methoden spezifischere

Diagnosen stellen und Subentitaten praziser definieren.*®

Tabelle 1: Klinischer Phanotyp und Autoantikdrper bei [IM

Symptome
A_qu- muskuléar extramuskuléar
antikorper
Dermatomyositis
Subgruppen: Mi-2 Proximal betonte ILD, Arthritis,
Adulte, juvenile, myopathische MDA5 Muskelschwéche, Malignome (v.a. NXP2*, TIF-
Form SAE Dysphagie 19%),
NXP2 Gottron’s Papeln, livides Ery-
TIF-1y them, Odeme der Lider, V-
50% Sero- sign, shawl-sign
Immunvermittelte nekrotisierende Myositis
Subgruppen: SRP Myopathie/Schwéche der Malignome
keine HMGCR Gliedmalien steht im (Risiko bei HMGCR* und
20%Sero Vordergrund: sero” Patienten leicht erhdht)
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Die Pathogenese der einzelnen Erkrankungen ist nicht vollstandig geklart.
Wahrscheinlich ist jedoch eine autoimmune Genese bei dem ASyS, der IMNM und der
DM. Bei der sIBM spielen neben zellularen Immunmechanismen, tUberwiegend die T-
Zell-Funktion betreffend, auch degenerative und mitochondriale Mechanismen eine

Rolle. Die sIBM lasst sich, neben den typischen entzindlichen Infiltraten,
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histopathologisch durch gerédnderte Vakuolen, Proteinaggregatbildung und
mitochondriale Anomalien diagnostizieren. Eine Komplementaktivierung mit arbitrar
verteilten Muskelfasernekrosen zeichnet die IMNM aus. Die DM ist durch eine
perimysial akzentuierte Entzindung mit Makrophagen, sowie B- und T-
Zelleninfiltraten, Muskelfaseratrophien in perifaszikularer Lage und eine spezifische
Vaskulopathie gekennzeichnet.® Zudem scheint zumindest bei der IMNM, DM und
sIBM die Disposition durch bestimmte Haplotypen humaner Leukozyten Antigene
(HLA) pathogenetisch eine Rolle zu spielen.” 89

Durch den Einsatz neuer biochemischer Methoden, z.B. der Immunprazipitation,
wurde mit den Subtypen der IIM das Auftreten verschiedener Myositis-assoziierter
Autoantikorper (MAA) und Myositis-spezifischer Autoantikérper (MSA) in Verbindung
gebracht. Die regelmaRige Bestimmung dieser Autoantikdrper erganzt heute die
klinische und histologische Klassifizierung der 1IMs (siehe Abschnitt 1.1.2).4

1.1.1 Historische Entstehung der Klassifikation

Erstmals wurde die Dermatomyositis in den spaten 1860er Jahren von Ernst Leberecht
Wagner (12. Méarz 1829 — 10. Februar 1888) und Heinrich Unverricht (18. September
1853 — 22. April 1912) neben der schon bekannten ,reinen“ Muskelentziindung,
bezeichnet als PM, als eine weitere Myositisform, die mit typischen Haut-
erscheinungen zusatzlich zur Myopathie einhergehe, beschrieben.1®* 1975 wurde
erstmals von Bohan und Peter eine Klassifikation, die sich an klinisch morphologischen
Gesichtspunkten orientierte, fur die PM und DM entworfen.*? 1995 wurde die sIBM in
den Kriterien miterfasst,'® wenngleich sie bereits in den 60-er Jahren als eigene Entitat
beschrieben wurde. Weitere 9 Jahre spater folgte 2004 die Erweiterung der
Klassifikation durch die IMNM, obschon auch hier erwahnt sei, dass nekrotisierende
Myopahtien bereits viel friiher beschrieben wurden.'* Die Einteilung wurde in den
Folgejahren Thema diverser Forschungsprojekte, immer mit dem Fokus, die

immunologischen Pathomechanismen der Myositis weiter aufzudecken.®

Durch Love et al.*®> wurde die Existenz von Autoantikbpern erstmals 1991 zu einem
weiteren Bestandteil flr Klassifikation, Pathogenese und Diagnostik der IIM. Dies
wurde 2004 in einer neuen Klassifikation von Troyanov et al.'® gefestigt. Hier wird der
Fokus vor allem auf die Tatsache gelegt, dass es Uberlappende Syndrome
rheumatologischer Erkrankungen mit Myositiden gibt, und von der Subgruppe der

“Overlap Myositiden” (OM) (siehe 1.2.3) gesprochen.
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Durch die Verbindung neuster Diagnostikmethoden, der grol3en Anzahl bereits im
Zusammenhang mit der [IM gefundener AutoantikOrper, sowie der Neubewertung
histo-morphologischer Unterscheidungsmerkmale z.B. durch Pestronk!’ 2011
entstand die aktuelle Klassifikation, die 2014 im 205th international ENMC Workshop
.Pathology diagnosis of idiopathic inflammatory myopathies® in Naarden, Niederlande
mit interdisziplinarem und internationalem Konsensus erarbeitet wurde (siehe
Abbildung 2).>3

Antibodies observed in:
DM
MDAS
IMNM
SAE HMGCR
IBM TIF-1
- cN1A
SRP NXP2
L eeeess—
O AD O % o0 P D > o D D X O D O
L F S S %@; S S q/d\q’
Peter qnd Bohan Love 119" ENMC
criteria criteria criteria
Griggs
criteria for IBM

Abbildung 1: Zeitstrahl zur Entstehung der aktuellen Myositisklassifikation

Dargestellt sind einschlagige Jahreszahlen, der Entstehung der |IM Klassifikation, sowie der
Entdeckung neuer Myositis-spezifischer Autoantikdrper (MSA) und Myositis-assoziierter Autoantikdrper
(MAA). Graphik entnommen aus Benveniste et al. 2016.4

1.1.2 Aktuelle Klassifikation und Autoantikdrper

In den letzten Jahrzehnten wurde, wie oben erwahnt, durch verschiedene Autoren und
Forschungsgruppen die Prazision der Klassifikationen der 1IMs und ihre klinische
Nutzbarkeit angezweifelt.

Die Mdglichkeit zur Unterteilung in weitere Subgruppen bzw. neue Krankheitsentitaten
wurde dabei nicht zuletzt durch die Erkenntnis Uber das Auftreten Myositis-spezifischer
Autoantikorper (MSA) und Myositis-assoziierter Autoantikorper (MAA) gepragt.

Als Myositis-spezifisch werden die AntikOrper bezeichnet, weil sie zum einen fast

ausschlief3lich bei den Myositiden zu finden sind, zum anderen spricht fur die Spezifitat
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der MSA der Nachweis jeweils nur eines Myositis-spezifischen Antikorpertyps bei
einem definierten Patienten (sollten zwei auto-AK positiv getestet werden, ist meist

einer falsch positiv).

Overlap myositis

Sero

66%

si}soAwolewiaq

NXP2

Inclusion body myositis

Cancers

Immune mediated necrotizing myopathies

Abbildung 2 Uberblick bedeutender Autoantikdrper bei den [IMs

Eine Ubersichtsdarstellung des Vorhandenseins von Krebs und IDL, sowie Myositis-spezifischen, oder
Myositis-assoziierten Antikorpern, bei vier Subgruppen der 1IMs. Graphik entnommen aus Benveniste
et al. 2016.4

Acht der fur die Myositis spezifischen Antikérper treten hauptsachlich im
Zusammenhang mit dem Antisynthetase-Syndrom (anti-Jo1, -PL-7, -PL-12, -EJ, -OJ,
-KS, -Tyr und -ZO, siehe 1.2) funf mit der DM (anti-Mi2, -SAE, -NXP2, -TIF-1y und -
MDAD5), zwei im Zusammenhang mit der IMNM (anti-SRP und -HMGCR) und einer mit
der sIBM (anti-cN1A) assoziiert auf (Abbildung 2).4'> Es wurde in verschiedenen
Studien belegt, dass mit Prasenz dieser Autoantikorper im Serum der betroffenen
Patienten klinisch z.B. ein erhdhtes Krebsrisiko, das Manifestationsalter der
Erkrankung, die Schwere der Myositis und andere prognostisch relevante
Charakteristika signifikant einhergehen und diese auch mit bestimmten histologischen

Merkmalen korrelieren.4:>18.19.20
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Bei den MAA handelt es sich um eine Gruppe von Autoantikorpern, die hauptséachlich
gegen nukledre und nukleolare Antigene verschiedener Zellen gerichtet und neben
den Myopathien auch bei anderen Erkrankungen wie dem Systemischen Lupus
Erythematodes (SLE), der systemischen Sklerose (SSc) oder dem Sjogren-Syndrom
zu finden sind (z.B. Anti-PM-Scl, -Ku, -U1-RNP, -R052/SSA, und -La/SSB).?1?? Dabei
ist es mdglich, dass ein Patient flir mehrere dieser Antikdrper und begleitend dazu fur
einen (einzelnen) MSA positiv getestet wird.#>8 Dieser Umstand fuihrte zu der
Annahme, dass sich die Pathogenese einiger Myositiden womdglich nicht
ausschlief3lich im Muskelgewebe sondern vielmehr im Muskel- und Bindegewebe und
auch anderen Geweben/Organen des ganzen Koérpers mit spezifischer Verteilung
abspielt, wodurch der heterogen verwandte Begriff ,Overlap Myositis® weiter
untermauert wurde (siehe 1.2.3).4516.20

Da die Pathophysiologie der 1IMs jedoch noch weitgehend ungeklart ist und auch nur
bei ca. der Halfte bis 2/3 der Myositispatienten die oben genannten Autoantikdrper
gefunden werden kénnen, ist mit der Diagnostik der Antikorper allein eine aktuelle
Klassifikation aber nach wie vor nicht moglich. Daher behalten die histologische und
klinische Beurteilung bei der Unterteilung/Einteilung der Patienten eine sehr wichtige
Rolle und auch in Zukunft wird immer eine kombinierte klinische, histologische und
Autoantikdrper-basierte Diagnostik nétig sein, um eine prazise Diagnosefindung zu

ermdoglichen.*>

1.2 Das Antisynthetase Syndrom (ASyS)

Das Antisynthetase-Syndrom, Kernthema meiner Arbeit, ist definiert durch die
klinische Kombination aus Myositis, interstitieller Lungenerkrankung, Raynaud
Syndrom, Fieber und seronegativer Arthritis. Bei den meisten ASyS Patienten findet
sich ein Myositis-spezifischer Antikorper, der gegen die Aminoacyl-tRNA-Synthetase
(AaRS) gerichtet ist. Diese Ligasen spielen bei der Proteinbiosynthese wahrend der
Translation eine entscheidende Rolle. Nachdem der Messenger-RNA-Strang (mMRNA)
nach der Transkription eines bestimmten DNA-Abschnitts im Zytosol an ein Ribosom
gebunden hat, beginnt die Translation. An einer Doméane der im Zytosol
vorkommenden Transfer-RNA (tRNA) werden die Basentripletts des mRNA-Strangs
als Codons erkannt und dem Anticodon entsprechend, wird dann an einer zweiten
Domane eine spezifische Aminoséaure gebunden und zu einer Polypeptidkette des
Proteins zusammengelagert (siehe Abbildung 3). Aufgabe der AaRS ist die Bildung

der Aminoacyl-tRNA durch Bindung einer proteinogenen Aminosaure an die jeweilige
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tRNA. Im aktiven Zentrum der Quartarstruktur dieser Synthetasen gibt es fur ein ATP-
Molekul eine spezifische Aminosaure und fur den Akzeptorarm einer tRNA eine
gemeinsame Bindungsstelle. Dort wird die Aminoséure unter ATP-Verbrauch aktiviert
und so die Bindung am 3'-Ende des Akzeptorstamms der tRNA mit dem
entsprechenden Anticodon katalysiert (siehe Abbildung 3). Im Zytosol gibt es zu jeder
der 20 proteinogenen Aminosauren jeweils nur eine Aminoacyl-tRNA-Synthetase, die
spezifisch fur die Synthesereaktion zusténdig ist. Eine weitere Rolle scheinen die
AaRS bei der Aminosaurebiosynthese, der DNA-Replikation, dem RNA-Splicing, dem
Zellzyklus sowie bei Apoptosevorgangen zu spielen.?3

Die Autoantikbrper gegen Aminoacyl-tRNA-Synthetasen richten sich gegen
unterschiedliche Epitope des Enzyms, z.B. Basensequenzen des aktiven Zentrums,
das die tRNA-Aminosaure-Bindung katalysiert.?* Da die antigene Zielstruktur haufig
die Acylgruppe der jeweiligen Aminoséure beinhaltet (z.B. Histidin, Alanin, Threonyl,
0.4.) ware es denkbar, dass es 20 verschiedene anti-Aminoacyl-tRNA-Synthetase-
Antikorper (ARS) gibt. Da bei einigen ASyS Patienten bisher keine Antikorper
detektiert werden kénnen, ist es gut moglich, dass zusatzlich zu den bereits bekannten
acht Autoantikérpern, in Zukunft weitere ARS identifiziert werden.

Unter den acht bekannten ARS ist der anti-Jol-Autoantikorper (anti-Histidyl) mit einer
Pravalenz von 20-25% der haufigste Antikérper unter den MSAs, wahrend der anti-
PL-12 (anti-Alanyl) und der anti-PL-7-Autoantikérper (anti-Threonyl) jeweils mit 5%
detektiert werden. Die anderen Autoantikdrper kommen seltener vor, anti-OJ (anti-
Isoleucyl) und anti-EJ (anti-Glycyl) mit <5%, anti-KS (anti-Asparagyl) <1%, anti-Zo
(anti-Phenylalanyl) und anti-YRS/Tyr (anti-Tyrosyl) mit <<1%. 1980 wurde der anti-
Jol-Autoantikorper als der erste ARS nachgewiesen. Ergebnisse der
Zellfraktionierung und indirekten Immunfluoreszenz-farbung fuhrten zunachst zu der
Annahme, dass Jol ein antinuklearer Antikorper (ANA) gegen ein azidisches Protein
des Kerns sei, ahnlich den bei SLE gefundenen Antikdrpern.?® Spater wurde entdeckt,
dass bei autoimmunen Reaktionen gegen zytoplasmatische und subzellulare
Strukturen ein ahnliches Immunfluoreszenzmuster (sog. gesprenkeltes Muster) wie bei
den ANA auftreten kann und die Nachweismethode flr die nukleare Herkunft der
Antikdrper nicht beweisend ist. Nach weiteren Untersuchungen an immobilisierten anti-
Jol-Autoantikdrpern in der Immunaffinitatschromatographie konnte schlussendlich die
Histidyl-tRNA-Synthetase aus Rattenleber aufbereitet und als antigene Struktur flr

diesen Antikorper identifiziert werden.?® Inzwischen gibt es fur alle acht Autoantikorper
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einen kommerziell erhaltlichen Line-Immunoblot Assay (z.B. Euroimmun, Lubeck,
Germany).?’

/ Aminoacyl-tRNA-Synthetase \

Aminosaure

ATP

tRNA

~

Aminoacyl-tRNA

Ribosom

mRNA

N, /

Abbildung 3: Funktion der Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (AaRS)

Jede AaRS besitzt spezifische Strukturelemente zur Bindung einer tRNA, der dazu passenden
Aminosaure und einem ATP Molekil. Binden diese drei Bestandteile in den jeweiligen Taschen des
Enzyms, wird unter Energieverbrauch eine aktivierte Aminoacyl-tRNA gebildet. Im weiteren Verlauf
verbindet sich die Aminoacyl-tRNA, an ihrem Anticodon-Arm mit dem Codon einer dazu passenden
MRNA, die wiederum an ein Ribosom gekoppelt ist. Das Ribosom katalysiert die Peptidbindung

zwischen den Aminosauren. So entsteht eine Polypeptidkette und die tRNA ist wieder frei fir eine
weitere Aminoacylierung an einer zu ihr passenden aaRS.
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1.2.1 Epidemiologie

Neben dem Nachweis eines der acht ARS ist die klinische Manifestation fur die
Diagnose des ASyS entscheidend, genauer gesagt, das Vorkommen von
entzindlicher Myopathie und/oder interstitieller Lungenerkrankung (ILD). Die ASyS tritt
meist im Erwachsenenalter (mittleres Alter ist das 50. Lebensjahr) auf, kann sich aber
prinzipiell in jedem Lebensalter manifestieren. Die Pravalenz aller IIM (DM, PM, IMNM,
sIBM, ASyS) liegt bei 6-10:100.000 Einwohnern weltweit. Bei dem bezogen auf die
Gesamtzahl seltener auftretenden ASyS, liegt die Pravalenz fir den MSA (anti-Jol),
der am haufigsten vorkommt bei ca. 1,2-2,5:1.000.000 Einwohnern weltweit.?®

Wie bei vielen anderen rheumatischen Erkrankungen, sind auch bei ASyS Frauen mit
einem Verhaltnis von 2:1 haufiger betroffen als Manner.?” In einigen Arbeiten hat sich
dariberhinausgehend gezeigt, dass die Ethnie eine Rolle spielt. So sind
afroamerikanische Patienten scheinbar haufiger von ILD betroffen als weil3e
Amerikaner. Auch scheinen anti-PL-12-Autoantikérper vermehrt in dieser
Bevolkerungsgruppe aufzutreten.?%393!1 Zudem findet sich eine Assoziation mit
genetischen Variationen, so dass 91% der anti-Jol-Falle positiv auf HLA-DR3 und
80% positiv auf HLA-DQ2 getestet wurden, was eine genetische Komponente der
Erkrankung impliziert.?815 In der Literatur wird auRerdem eine Assoziation des ASyS
mit multiplen anderen Erkrankungen beschrieben, wie Sarkoidose®?, Myasthenia
gravis®3, Spondylitis ankylosans34, Klinefelter-Syndrom3® und Spinobulbéare
Muskelatrophie Typ Kennedy (X-chromosomal-rezessiv vererbte neuromuskulére
Trinukleotiderkrankung).®® In einem Fallbericht wird auBerdem Uber eine
medikamenteninduzierte Form des ASyS berichtet.3” Die Erkrankung geht mit einer
erhohten Mortalitat einher, wobei die 10-Jahres-Uberlebensrate 75-89% betragt. Ein
erhohtes Malignomrisiko scheint nach aktuellen Erkenntnissen jedoch wohl nicht

vorzuliegen.®t

1.2.2 Klinische Manifestation

Die Erkrankung &uRert sich bei den Betroffenen auf vielféaltige Weise, wobei die
Forschungsarbeiten der letzten Jahre darauf hindeuten, dass eine Korrelation
zwischen dem nachgewiesenen Autoantikorpertyp (Jol, PL-7, PL-12, usw.) und dem
klinischen Phéanotyp (Muskelsymptome, extramuskulare Organbeteiligung insb.
Lungenbeteiligung, Schwere der Erkrankung, Outcome) besteht. Wegen der geringen
Fallzahlen anti-OJ, -EJ, -KS, -Zo, -YRS/Tyr positiv getesteter Patienten beziehen sich

die Autoren in den Berichten hauptsachlich auf Vergleiche zwischen Patienten, die flr
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anti-Jol, -PL-7, -PL-12 positiv getestet wurden, bzw. erreichen nur Vergleiche unter
diesen Patienten eine statistische Aussagekraft.?>?” Da es bis vor einigen Jahren im
klinischen Alltag noch nicht méglich oder flachendeckend Ublich war, auf alle acht ARS
zu testen, werden in frilheren Arbeiten haufig die Kohorten non-anti-Jol und anti-Jol
unter den ASyS-Betroffenen verglichen.?%*8 Haupterscheinungsmerkmal der meisten
Patienten ist typischerweise das isolierte oder gleichzeitige Auftreten von Myaositis oder
ILD. Die Muskelbeteiligung prasentiert sich sehr heterogen und kann sich
asymptomatisch ausschlief3lich durch serologisch erhéhte CK-Werte auf3ern, oder mit
leichten, bis schweren Myalgien einhergehen. Die ILD (definiert durch eine totale
Lungenkapazitat (TLC) < 60%; eine mittlere forcierte Vitalkapazitat (FVC) < 60%, eine
mittlere Kohlenmonoxid-Diffusionskapazitat (DLCO) < 50% im Lungenfunktionstest
und/oder Fibrosezeichen im HRCT-Scan) geht mit trockenem Husten, Dyspnoe und
pulmonaler Hypertension einher und kann sich zu Beginn der Erkrankung, aber auch
erst nach Jahren manifestieren. Sie ist fur die Mortalitat und Therapierbarkeit der
Erkrankung der entscheidende Faktor.?”3 Ein gemeinsames Auftreten von anti-
SSA/Ro0-52-Antikdrpern und anti-Jo1-Autoantikdrpern stellte sich als negativ beziglich
der Pravalenz einer ILD und begleitender Krebserkrankungen sowie fur den gesamten
Krankheitsverlauf heraus. Eine Kohortenstudie des Johns Hopkins Institutional Review
Board von 2017 konnte ein gehauftes gleichzeitiges Auftreten von anti-Ro-52 bei anti-
Jol* Individuen bestatigen, die zu einem friheren Zeitpunkt im Krankheitsverlauf von
Arthritis, Mechanikerhdnden und DM-spezifischen Hautverdnderungen betroffen
waren. Diese sind: Gottron’s Papeln, livides (heliotropes) Erythem und Odeme der

Lider, Erythem des Dekolletés (V-sign) und Nacken (shawl-sign).3!

Fur die Diagnose des ASyS nicht obligat, aber haufige Begleitsymptome sind Fieber,
Arthritis (typischer symmetrischer Befall der Handgelenke und
Metakarpophalangealgelenke, bei weitgehender Aussparung der Knie, Schultern,
Ellbogen und der proximalen Phalangealgelenke?®), Raynaud-Syndrom, Haut-
beteiligung z.B. Syndrom der Mechanikerhande sowie die Beteiligung von Herz
(Perikarditis) und Gastrointestinaltrakt (Reflux, Schluckstérungen).?’ Die Zeit zwischen
Erstmanifestation und Chronifizierung der Erkrankung kann variieren und zwischen
Monaten und Jahren liegen. Wie in Abschnitt 1.1.1 erwahnt, Gberlappen sich einige
Symptome mit andere Erkrankungen wie systemischer Sklerose, Sjogren-Syndrom
und den Mischkollagenosen (z.B. Raynaud-Syndrom, Mechanikerhande,

Dysphagie).?” Die erste Metaanalyse aus dem Jahr 2014 uber eine Antikorper-

10
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spezifische Symptomatik zeigt, dass das klinische Erscheinungsbild bei Patienten mit
anti-ARS dem anderer MSA, z.B. anti-PM/Scl, besonders im Hinblick auf die
Lungenbeteiligung sehr ahnlich ist. Aul3erdem gehe mit dem Auftreten von anti-Jo1-
Autoantikorpern eine hohere Pravalenz fur Muskelsymptome, Arthralgien und
Mechanikerhande einher, wahrend non-anti-Jo1*- aber ARS* Getestete eher zu Fieber
und ILD und weniger Muskelsymptomen neigten.?® In einer Studie, die explizit
Patienten mit anti-PL-7-Autoantikdrpern im Serum untersuchte, zeigte sich wiederum,
dass sich die Pravalenz fur Muskelbeteiligung im Vergleich zu den anti-Jol-Fallen
friherer Studien nicht signifikant unterschied. Patienten mit anti-PL-7-Autoantikdrpern
schienen laut dieser Studie jedoch ein erhohtes Risiko zu haben, einen Perikarderguf3
zu bekommen, wahrend ILD als zweith&ufigstes Hauptsymptom, anders als zuvor
beschrieben, im Vergleich zu anti-Jo1 scheinbar eine weniger groRe Rolle spielte.3°4°
Patienten, die positiv fur anti-PL12-Autoantikdrper getestet wurden, glichen in der
phanotypischen Auspragung der Gruppe Anti-PL-7* Patienten.?”442 |nsgesamt
konnten mehrere grof3e Kohortenstudien zeigen, dass sich bei Patienten mit anti-Jo1-
Autoantikorpern ein schwererer Verlauf besonders hinsichtlich der Myositis
manifestiert, die sich teilweise therapieresistent prasentierte, wahrend Anti-PL-7* und
Anti-PL-12" Patienten vermehrt an ILD erkrankten, was sich aber nicht in einer
erhohten Mortalitdt dieser Krankheitsgruppe im Vergleich zur anti-Jol-Gruppe

widerspiegelte.3827

1.2.3 ASyS ein Uberlappungssyndrom

Wie im Abschnitt 1.2.2 bereits beschrieben, gibt es bei ASyS sowohl Patienten ohne
Muskelsymptome (isolierte ILD) als auch Unterschiede in der Auspragung der
Symptome, vergleicht man zwischen den Antikérpersubgruppen. Hamaguchi et al.
gruppierten ASyS-Patienten je nach Antikérpern in einen myositisassoziierten und
einen nicht-myositisassoziierten Anteil. In der einen Gruppe (anti-Jol*, -PL-7*, -EJ*)
konnte bei mindestens 50% der Betroffenen eine Muskelbeteiligung festgestellt
werden, die in der zweiten Gruppe (anti-PL12*, -KS*, -OJ*) fehlte.*® So ist es mdglich,
dass das Antisynthetase-Syndrom nicht nur unter den [IMs eine eigenstandige
Erkrankung darstellt, sondern dass auch die acht Antikdrpersubgruppen durch
bestimmte phanotypische Merkmale gepragt sind. Das Wissen Uber diese typische
Auspragung konnte z.B. zur Voraussage und Vermeidung klinischer Komplikationen
und frihen individuellen Therapie dienen. Aul3erdem kdnnte vermieden werden, dass

Patienten ohne Myositis erst zu spat richtig diagnostiziert und behandelt werden. 445

11
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Von einem Uberlappungssyndrom (engl.: overlap-syndrome) spricht man, wenn eine
Autoimmunkrankheit, die sich systemisch (nicht organspezifisch) manifestiert,
gleichzeitig die Symptome oder die diagnostischen Merkmale von mindestens zwei
klassischen Krankheiten aus dieser Krankheitsgruppe aufweist: systemischer Lupus
erythematodes (SLE), systemische Sklerose (Sklerodermie), Dermatomyositis,
rheumatoiden Arthritis (RA).?” Zu den gemeinsamen Symptomen gehéren z.B.
Arthralgie/Arthritis und/oder die ILD sowie das Raynaud-Syndrom oder das Sicca-
Syndrom. Definitionsgemald ist somit das Antisynthetase-Syndrom ein
Uberlappungssyndrom, welches sich diese Bezeichnung u.a. mit den Misch-
kollagenosen (Mixed Connective Tissue Diseases MCTD) teilt.> Additiv platzierte
Benveniste et. al. neben die Patienten, die positiv fir einen der acht ARS waren, auch
Patienten mit einem der MSA, Anti-U1-RNP, Anti-Ku und Anti-PM-ScL gemeinsam in
die Gruppe der ,overlap-syndroms®. Passend dazu wurde ihre Ahnlichkeit im
klinischen Phanotyp bereits in Abschnitt 1.2.2 beschrieben, auRerdem fand man
interessanterweise bei dieser Gruppe auch identische HLA-Haplotypen (HLA-DRB1-
0301; DQA1-0501).* Ob diese letztgenannten Overlap Phanotypen ebenfalls dhnliche

histologische Bilder aufweisen ist noch nicht im Detail untersucht.

1.2.4 Therapie

Durch die Vielfalt im Auftreten der Symptome und die weitestgehend unklare
Pathogenese des ASyS steht eine klare Leitlinie fur die Therapie der Erkrankung
bisher aus. An immunsuppressiven Therapeutika werden hauptsachlich Steroide und
Methotrexat verwendet, die auch bei einer Vielzahl der Patienten zu einer partiellen
oder totalen Remission fuhren. Da die ILD fir die Mortalitdt und Morbiditat der
Erkrankung hoch relevant ist, wird die Therapieentscheidung stark von der
Lungenbeteiligung abhangig gemacht. Es hat sich herausgestellt, dass bei 2/3 der
Patienten neben einer initialen Therapie mit Steroiden im Verlauf eine Eskalation mit
weiteren Medikamenten aus der Gruppe der DMARDs (Disease-modifying anti-
rheumatic drug) nétig ist. Haufig wird Cyclophosphamid, Mycophenolat-Mofetil,
Cyclosporin oder Tacrolimus verwendet. In einigen Studien schien die Verwendung
von Rituximab in Fallen der Therapieresistenz empfehlenswert. Von einer Verwendung
von TNF-a-Blockern wird abgeraten. Haufigste Todesursachen sind u.a. pulmonale
Hypertension, Lungentédem, Pneumothorax, Pneumomediastinum und chronisches
Lungenversagen. In Anbetracht der fehlenden Leitlinien eines klaren Therapieregimes

sind weitere Forschungs- und Konsensusarbeiten zu diesem Thema unentbehrlich.
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Aktuell ist das sogenannte Evidenzniveau fir die Therapieempfehlungen als
,Expertenmeinung‘ einzustufen. Jingste Untersuchungen zur Pathogenese der
Erkrankung machen z.B. den Einsatz krankheitsspezifischerer Immunmodulatoren
(z.B. IFN-a-, BAFF-Blockade) denkbar.?746

1.2.5 Histologie

Grundsatzlich werden, um eine IIM zu diagnostizieren, die Muskelbiopsien neuro-
/myopathologisch auf eine Reihe von Merkmalen hin untersucht. Diese zeigen
immunologische Charakteristika, auf welche Weise die Muskelfasern pathologisch
verandert und welche Gewebstypen von der Pathologie betroffen sind.>#’

1.2.5.1 Mikro- und Makrostruktur des gesunden Skelettmuskels

Der anatomische Aufbau der Skelettmuskulatur (siehe Abbildung 4) umfasst ein
Geflige von parallel angeordneten, lang gestreckten und von Bindegewebshillen
umgebenen, reichlich und hochspezifisch vaskularisierten zylindrisch gebauten

Muskelfasern, die ein Synzytium darstellen.

e ™

A |Sekundérbijnde| | Muskelfaser
Primérbiindel
E-—3
\\\T '
Epimysium Perimysium Endomysium

Abbildung 4: Aufbau der Skelettmuskulatur

A: Schematische Darstellung der Bundelung der Muskelfasern in Sekundér- und Priméarbundel durch
Schichten lockeren Bindegewebes (Epi-, Peri- und Endomysium). B: Veranschaulichung der
Bindelung im histologischen Querschnitt, in der modifizierten Gémori Trichrom Féarbung. Die
Muskelzellen sind in turkis-grin dargestellt, wahrend Zellkerne blau und Bindegewebsziige hellgriin
erscheinen. Mitochondrien kénnen in hdherer Auflésung (hier nicht sichtbar) als feine rote Punkte
identifiziert werden.

Der gesamte Skelettmuskel ist von einer Faszie (straffes Bindegewebe) und darunter
liegendem Epimysium (lockeres Bindegewebe) umgeben, welches sich septenartig als
Perimysium fortsetzt und ihn in Sekundarbindel (makroskopisch sichtbare
.Fleischfasern®) und weitere Primarblindel (ca. 1mm Durchmesser) unterteilt. Die
Priméarbindel enthalten die parallel angeordneten Muskelfasern und das Endomysium,

welches die einzelnen Fasern durch sein retikuldres Bindegewebe stabilisiert.
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Blutgefal3e und Nerven treten gemeinsam am Hilum durch das Epimysium, die Gefal3e
teilen sich dann in den bindegewebigen Septen auf und verlaufen geschlangelt als
Kapillaren innerhalb der Primarbiindel longitudinal zwischen den Fasern.484°

Histologisch erscheinen die Muskelfasern im Querschnitt als polygonale, dicht
beisammen liegende Zellen gleichen Kalibers (ca. 45-80um Faserdurchmesser),
deren Zellkerne (1-8 pro angeschnittener Faser im Querschnitt) physiologischerweise
subsarkolemmal liegen. Neben den Muskelzellkernen kann man zwischen den Fasern
Kerne von Endothelzellen der Kapillaren sehen. Jede Muskelfaser wird von ca. 2-5

Kapillaren umgeben.48

1.2.5.2 Histopathologische Merkmale bei ASyS

Einige pathologische Veranderungen der IIM wurden schon in Absatz 1.1 genannt.
Zusammengefasst wird in den Biopsien nach Regeneration, Nekrose, Atrophie der
Fasern, Einwanderung von Entziindungszellen, pathologisch veranderter Expression
des Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC) Klasse | und I, Vakuolenbildung,
mitochondrialen Verédnderungen und Inklusions- sowie Aggregatbildung gesucht
(siehe 3.2.4). Immunhistochemische Farbungen geben weiterhin Aufschluss tber
Komplementaktivierung, Zytokin- sowie Chemokinaktivierung, zellulare oder humorale
immunologische Vorgange und beinhalten den spezifischen Nachweis der
leukozytaren Zelltypen und deren anatomischer Lokalisation. Das umgebende
Bindegewebe wird auf Anzeichen von Entzindung, Fragmentierung und
Fibrosevorgange untersucht, die Blutgefal3e z.B. hinsichtlich einer Erweiterung des
Lumens, Verdickung der Wande oder eines hypoxiebedingten Fehlens.>!” Welche
Farbung Ublicherweise fir die jeweiligen Charakteristika verwendet werden, ist
Abschnitt 3.2.4 zu entnehmen.

2000 zeigte Mozaffar et al., dass sich Patienten mit anti-Jo1-AutoantikGrpern im Serum
histopathologisch von Patienten mit anderen Myositisformen unterscheiden. Er stellte
dabei fest, dass das Bindegewebe in der H&E-Farbung sowie der enzymatischen
Darstellung der alkalischen Phosphataseaktivitat (v.a. im Perimysium, aber auch im
Endomysium) aufgelockert, stark fragmentiert und fibrotisch verandert war.
Entzindungszellen infiltrierten das Gewebe vor allem in diesen Regionen
(hauptséachlich Makrophagen und T-Lymphozyten). Die an das Perimysium
grenzenden Muskelzellen zeigten Merkmale wie Atrophie (variierender
Faserdurchmesser, abgerundete Kontur), Faserregeneration (geringere Grol3e der

Fasern, basophiles Sarkoplasma, teils internalisierte blasige Zellkerne mit sichtbaren
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Nukleoli) und Zellkernnekrose (verminderte ZellgroRe, mit Verlust der typischen
regelmanigen Polygonalitat, scholliges Zytoplasma, Einwanderung von Leukozyten,
Verlust der Quer- und Langsstreifung). Im Vergleich zu DM-Patienten konnte eine
Erweiterung oder das Fehlen von Blutgefal3en seltener festgestellt werden und es gab
keinen Nachweis COX-defizienter Fasern (Hinweis fir mitochondriale
Veranderungen). Auch bei Patienten mit DM waren perifaszikular Atrophie und
inflammationstypische Merkmale zu finden, sie schienen sich jedoch durch eine
mikrovaskulare und mitochondriale Pathogenese von anti-Jol* Patienten
abzugrenzen.® Typische Charakteristika anderer Myositiden wie geranderte Vakuolen
oder ragged red/blue Fasern fehlten bei ASyS. 2011 schlug Pestronk aufgrund der
myopathologischen Untersuchungsergebnisse vor, das ASyS, in einer neuen
Klassifikation, unter Immune myopathies with perimysial pathology (IMPP) zu
gruppieren und als Bindegewebserkrankung zu etablieren. Da er auf eine
Mitbeteiligung des Bindegewebes der Lunge schloss, erklarte er sich damit auch die
hohe Pravalenz an ILD bei ASyS-Patienten.’

2014 bestatigte Aouizerate et al. die von Pestronk beschriebenen perifaszikularen
Muskelfaserveranderungen bei ASyS- und DM-Patienten und legte einen weiteren
Fokus darauf, ob ASyS auch hinsichtlich immunhistologischer Veranderungen von der
DM abzugrenzen ware. Betrachtet wurde die Expression des MHC-Klasse-1 und -II,
sowie die Komplementaktivierung (C5b-9-Féarbung) in den betroffenen Regionen im
Vergleich zu gesunden Individuen. Die sarkolemmale Hochregulation von MHC-I bei
[IM-Patienten im Vergleich zu Gesunden ist ein bekanntes Merkmal und bei Myositiden
generell zu finden.>* Auch Aouizerate et al. fand die Expression von MHC-I-Molekiilen
bei DM und ASyS perifaszikular betont hochreguliert. MHC-II-Expression und
Komplementaktivierung auf dem Sarkolemm perifaszikularer Muskelfasern war
allerdings in den Farbungen bei der ASyS-Kohorte haufiger, wahrend MHC-II bei DM
kaum und C5b-9 vermehrt vaskular zu finden war. Eine Aktivierung des Komplements
fuhrten die Autoren auf Zellstress durch nekrotisierende und verletzte Muskelfasern
zurtick, da sie hauptséachlich nicht-Antigen-vermittelt ablauft.®

Das Komplementsystem ist Teil der humoralen Abwehr des angeborenen
Immunsystems. Es hat Sensorfunktionen und Effektorfunktionen, die in der
Opsonierung von Pathogenen, der Auslosung einer lokalen Entziindungsreaktion und
der Zerstorung von Pathogenen bestehen. Am Ende einer Kaskade sich gegenseitig

durch proteolytische Spaltung aktivierender Komplementfaktoren (C1-9) steht die
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Bildung des MAC (Membranangriffskomplex), der dazu fahig ist, die Zellwand von
Bakterien zu perforieren und den Keim damit zu lysieren. Dadurch verstarkt das
Komplementsystem den Effekt des adaptiven Immunsystems massiv.>?

Die MHC-II-Expression sahen die Autoren durch IFN-y ausgeldst, welches von
naturlichen Killer-Zellen (NK) des angeborenen Immunsystems, CD4-positiven T-
Zellen (Thl) und CD8-positiven T-Zellen nach Antigenaktivierung produziert wird.
Passend dazu konnten in den Biopsien CD8-Zellen gehauft in der Umgebung der
MHC-II-exprimierenden Zellen nachgewiesen werden. Somit war eine weitere
Abgrenzung des ASyS gegenuber anderen IIM gelungen und weitere Hinweise zur
Aufklarung der Pathogenese gewonnen.® Eine weitere Forschungsgruppe zeigte, dass
Fasernekrosen der Muskelzellen, die an das Perimysium und teilweise auch
Endomysium angrenzen, ein signifikantes Unterscheidungsmerkmal gegeniiber den

anderen IIM darstellen.>3

1.2.5.3 Nukleare Aktineinschlisse, ein myopathologisches Charakteristikum
Eine 2015 aus der eigenen Arbeitsgruppe in Neurology® verdffentlichte Studie
bestétigte die typischen histopathologischen Merkmale auch fur Patienten mit anti-PL-
7-/  und —PL-12-Autoantikbrpern. Zudem wurde zum ersten Mal mit
elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Einschlusskdrpern und molekularer
Diagnostik in der Real-Time-PCR-Analyse die Rolle von nuklearem und
zytoplasmatischem Aktin beleuchtet. Ultrastrukturell waren ca. 7um lange nukleare
Einschlusskorper aus Aktinfilamentbindeln (nachgewiesen durch 2G2 Antikoérper
gegen nukleares Aktin) zu sehen, die bei 81% der untersuchten ASyS-Patienten und
ausschlieZlich in den Zellkernen von Muskelzellen vorhanden waren. Vereinzelt
enthielten die Zellkerne auch I-Bande/Z-Bande/l-Bande-Komplexe (sog. IZI bands)
und stabchen-férmige (rod-like) Strukturen.>*

Aktin ist ein Protein der Spektrinfamilie und kommt als eines der haufigsten Proteine
in allen eukaryotischen Zellen vor. Im Skelettmuskel ist es hauptséchlich fir seine
Interaktion mit Myosinfilamenten bei der Muskelkontraktion bekannt. In anderen
Kdrperzellen haben Akinfilamente zahlreiche Aufgaben, wie z.B. als Strukturprotein
und intrazellulares Transportprotein des Zytoskeletts bei der Zellteilung, der
Endozytose, der Zellmigration und —adhasion.>>°¢ Aktin ist ein “dynamisches” Protein,
das reversibel als Monomer oder Polymer vorkommen kann. Die globuléren
Aktinmonomere haben an einer ATP-Bindungsstelle ATP gebunden (G-Aktin). Es

kann, unter Hydrolyse des ATP, mit anderen Monomeren zu 7nm dicken,
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zweistrangigen und doppelhelikalen Aktinfilamenten polymerisieren (F-Aktin), die
jeweils ein (+)- und ein (-)-Ende besitzen. Durch die Hilfe von Aktin-Begleitproteinen
koénnen die Filamente zu den unterschiedlichsten Strukturen (z.B. Netze, Bindel,
Anker) geformt werden. Es gibt drei Isoformen des Aktins, das muskelspezifische a-
Aktin und die ubiquitdr vorkommenden Typen B- und y-Aktin.>® Dass Aktin auch im
Zellkern verschiedenster Zellen, z.B. den Muskelfasern, vorkommt, ist mittlerweile eine
anerkannte Tatsache. Der Nachweis von Aktin in diversen nukledren Komplexen
deutet darauf hin, dass es an verschiedensten intrazellularen Ablaufen beteiligt ist,
inklusive der Transkription, des nukleozytoplasmatischen Transports von Molekllen
wie z.B. des mRNA-Strangs, aber auch dem Strukturerhalt des Kerngerusts und des
Chromatins.56:57

Bei durch verschiedene Toxine oder eine Hitzeschockbehandlung ausgelostem
Zellstress konnten in vitro nukleare Aktinbindel und eine erhdhte Translokation von
Aktin in den Kern nachgewiesen werden.%° Dies ist ein evolutionar hochkonservierter
Vorgang®88° (Aktin des Physarum polycephalum ist zu 95% mit dem menschlichen
Aktin identisch) und auch bei inflammatorischen Prozessen zu beobachten. Bei einer
Virusinfektion oder wahrend der Differenzierung aktivierter HL-60-Makrophagen
transloziert R-Aktin zur Regulation der Transkription vermehrt in den Kern.6%62

Da Aktin keine Kernlokalisierungssequenz (NLS) besitzt, benétigt es zum ,shuttling®
die Hilfsproteine Cofilin-2 (CFL2) und Importin-9 (IPO9) fur den Import und Profilin-2
(PFN2) und Exportin-6 (XPO6) fiir den Export (siehe Abbildung 5).56:57:6¢3 Das Aktin-
like Peptide-2/3 (Arp2/3) unterstitzt die Polymerisation und Verzweigung von Aktin,
um die RNA-Polymerase II, mit der 3-Aktin und Arp2/3 den frihen Initiationskomplex
bilden, in der Transkription zu regulieren.%4® Arp2/3 wird wiederum von einem Protein
aus der Wiskott-Aldrich-Syndrome-Familie (N-WASP) induziert, welches an RNA-
Polymerase Il gebunden vorliegt und wiederum vom Cytoplasmic protein NCK1 (NCK)
aktiviert wird. NCK pendelt zwischen Nukleus und Zytoplasma hin und her und wird

bei DNA-Schéaden in den Nucleus verlagert.>*>’
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Abbildung 5: Aktinstoffwechsel

Um in den Zellkern zu gelangen bendtigen die Aktinmonomere das Hilfsprotein Importin-9, um ihn
wieder zu verlassen das Hilfsprotein Exportin-6. Um an die Hilfsproteine gekoppelt werden zu kénnen
bendétigen die Aktinmonomere fir den Import das Adapterprotein Cofilin und fir den Export das
Adapterprotein Profilin. Im Zytoplasma und im Kern kann Aktin nach Polymerisierung auch als
Aktinpolymer vorliegen. Im Kern liegt Aktin au3erdem gebunden vor, z.B. an Chromatin, den
Transkriptionskomplex oder die mRNA. Dort erflillt es verschiedenste Aufgaben, was in der Abbildung
beispielhaft in den nukledren Funktionskomplexen dargestellt ist.

Welchen Stellenwert die nukledre Aktinaggregation fur die Pathogenese des ASyS hat
und ob ihr Auftreten als Kompensationsmechanismus auf den Zellstress verstanden
werden kann oder sie selbst eine krankheitsauslésende Rolle spielt, ist noch ungeklart.
In der Real-Time-PCR-Analyse konnte auf molekularer Ebene gezeigt werden, dass
bei Patienten mit ASyS die Aktinaggregation und —shuttlingvorgange regulierenden
Proteine im Vergleich zu gesunden Individuen in veranderter Menge vorhanden waren,
was vermutlich zu der Bildung nuklearer Aktinstabchen und -bundel fuhrt.>* Das

signifikant erhdhte Auftreten der nuklearen Aggregate im Vergleich zu gesunden
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Menschen und anderen [IM Patienten kann als krankheitsspezifisch fur das ASyS
gewertet werden.

Wahrend intranukleédre Stabchenbildung in Muskelzellen (sog. Congenitale Rod-
Myopathy) bisher nur bei einigen genetischen Erkrankungen im Kindesalter (u.a.
Mutation des a-skeletal-actin (ACTAL)-Gens fiihrt zu Muskelschwache) nachgewiesen
wurde, ist davon auszugehen, dass bei ASyS eine autoimmun-bedingte Inflammation

zu Zellstress und Aktinaggregatbildung im Kern betroffener Zellen ftihrt.5#5566

1.2.6 Pathophysiologie

1.2.6.1 Das angeborene Immunsystem

Das Immunsystem kann man grob in einen angeborenen und einen erworbenen Antell
unterteilen, die jeweils einen zellularen und einen humoralen Ast besitzen. Als humoral
wird im angeborenen Immunsystem hauptsachlich das Komplementsystem (siehe
1.2.5.2) bezeichnet, wahrend im erworbenen Immunsystem die Antikdrper
(Neutralisierung von Toxinen, Opsonisierung von Keimen, Komplementaktivierung) als
humoral gelten. Zellen des angeborenen Immunsystems sind die sich aus
Myeloblasten differenzierenden Granulozyten (Neutrophile, Eosinophile, Basophile,
Mastzellen), die sich aus Monoblasten entwickelnden Monozyten (Blutzirkulation) und
Makrophagen (Gewebe), sowie die natirlichen Killerzellen (NK). Monozyten und
Makrophagen dienen der effektiven Phagozytose z.B. von Pathogenen, stellen
professionelle antigenprasentierende Zellen (APZ) dar, sezernieren Effektormolekiile,
Chemokine und Zytokine und senden damit z.B. ko-stimulatorische Signale an T- und
B-Lymphozyten. Man kann Makrophagen ihrer Differenzierung nach in eine M1- und
eine M2-Reihe unterteilen. Unter dem Einfluss von Th1-Zytokinen (IFN-y, TNFa., LPS)
entwickeln  sich  die  proinflammatorischen  M1-Zellen, die  wiederum
proinflammatorische Zytokine (TNFa, IL-1, IL-6, IL-15) und zytotoxische Stoffe
sezernieren. Dies fuhrt zur Differenzierung unterschiedlicher T-Helferzellen (siehe
1.2.6.2). Durch Chemokine (CXCL9, CXCL10, CXCL11) kdénnen M1-Zellen weitere
Th1-Zellen in ihre Umgebung rekrutieren. Unter dem Einfluss von Th2-Zytokinen (IL-
4, IL-10, TGFp) entwickeln sich die antiinflammatorischen M2-Zellen. Sie beenden
eine Entzindungsreaktion oder wirken immunregulatorisch durch Sekretion von
Zytokinen (IL-10, TGFp, IL-1RA) und Wachstumsfaktoren (VEGF, EGF), sowie durch
Expression von Endozytose-rezeptoren (z.B. CD206), wodurch ein Remodeling im

Gewebe (Fibrosierung, Heilungsvorgange) induziert wird. Durch Chemokine (CCL17,
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CCL18, CCL22, CCL24) kbnnen M2-Zellen auRerdem Th2-Zellen und Granulozyten
rekrutieren.7:68.:69 NK-Zellen gehoren der lymphatischen Zellreihe an, exprimieren aber
keinen antigenspezifischen Rezeptor (T- oder B-Zell-Rezeptor) wie die Lymphozyten
der erworbenen Immunitat. Das Chemokin CXCL12 veranlasst sie zur Diapedese ins
Gewebe. Wenn NK-Zellen, nach Bindung am MHC-I-Rezeptor, eine kranke Zelle
erkennen, konnen sie rezeptor- und zytokinvermittelt aktiviert werden und
degranulieren. Daraufhin setzen sie das porenbildende Protein Perforin und die Serin-
Protease Granzym B frei. Granzym B, eine sog. Caspase (engl. Cysteinyl-Aspartate-
specific Protease), verursacht die Apoptose der Zielzelle. Zudem sezernieren NK-
Zellen TNFa und IFN-y, was die Differenzierung von Thl-polarisierten Lymphozyten

generiert.67.68.69

1.2.6.2 Das adaptive Immunsystem

Zellular besteht das erworbene Immunsystem aus den lymphozytéaren B- und T-Zellen.
Die T-Zellen spielen darin und hinsichtlich der Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen eine zentrale Rolle. Wahrend der T-Zell-Reifung
differenzieren die aus dem Knochenmark stammenden Vorlaufer-T-Zellen innerhalb
des Thymus unter Ausbildung eines einfach positiven TCR (entweder CD8* oder
CD4%), zu noch naiven Progenitor-T-Zellen aus. Im Thymus erfahren sie die
Selektionierung. Dabei werden sie auf die Erkennung autoantigener Strukturen
gepruft, damit sie zwar die ubiquitdr vorhandenen MHC-I-Molekile und die auf APZ
prasentierten MHC-II-Molektle erkennen, eine Effektorreaktion gegen kdrpereigene
Strukturen aber dennoch vermieden wird. MHC-I-Molekiile sind auf allen kernhaltigen
Korperzellen vorhanden und dienen dem Schutz gesunder Zellen vor CD8-positiven
zytotoxischen T-Zellen, sowie der Antigenprasentation kranker Zellen gegentber
zytotoxischen T-Zellen. MHC-1I-Molektle kdnnen v.a. von B-Zellen, Makrophagen und
dendritischen Zellen, den APZ, exprimiert werden. Diese prasentieren MHC-II-
Molektile auf der Zelloberflache, die von CD4-positiven T-Zellen gebunden und
dadurch in mehreren Schritten zu T-Effektor-Zellen aktiviert werden und ausreifen
(Th1, Th2, Th17, Treg).>> Bindet eine Progenitor-T-Zelle an das in der Antigen-
bindungsstruktur des  MHC-Molekils prasentierte  Peptidfragment  einer
Thymusepithelzelle mit hoher Affinitat, erfahrt sie eine Deletion (negative Selektion).
Bei fehlender Affinitat stirbt die Zelle ab (Apoptose), bei mittlerer bis schwacher Affinitat
Uberleben die Zellen (positive Selektion). Dieser Vorgang nennt sich zentrale Toleranz

und ist neben der peripheren Toleranz entscheidend fir die Vermeidung von

20



EINLEITUNG

Immunreaktionen gegen den eigenen Organismus. Dies bedeutet aber auch, dass
eine Erkennung von Autoantigenen physiologisch moglich sein muss, prinzipiell
pathologische Bindungsereignisse jedoch vorkommen kdnnen. Je nachdem, ob die T-
Lymphozyten von einer Zelle mit einem MHC-I- oder MHC-II-Oberflachenmolekul
selektiert wurden, reifen sie zu CD8*- bzw. CD4*-Zellen aus.®®

Grundlagen der T-Zellimmunologie

In aller Kiirze soll im Folgenden auf einige Grundlagen der T- und B-Zell Immunologie
eingegangen werden. Die noch naiven T-Zellen wandern in die sekundaren
lymphatischen Organe, wo der naive TCR (CD45R) antigenspezifisch aktiviert und
transkriptionell modifiziert wird. Wenn das am prasentierenden MHC-Molekul einer
Zelle gebundene Antigen an die a- und B-Kette des TCR passt, kommt es zur
Bindungsreaktion. Uber eine Reihe von co-stimulatorischen Effekten kann dann eine
Immunreaktion generiert werden. CD8*-Zellen zirkulieren durch die Korperperipherie
und benotigen im Vergleich zu CD4*-Zellen kein spezielles Mikro-Environment
(lymphatisches Gewebe) zur Aktivierung. Eine Bindung an ein pathologisches MHC-I-
Molekil und Co-Stimulation durch CD4*-Zellen (IL-2) induziert eine Degranulation von
Granzymen analog zu NK-Zellen, mit dem Unterschied der Antigenspezifitat bei CD8*-
Zellen. Neben den in 1.2.6.1 genannten Thl- und Th2-Zellen gibt es Th17-Zellen, die
u.a. IL-17 sezernieren. Bei einigen Autoimmunerkrankungen wurden vermehrt Th17-
Zellen gefunden, zudem hatte eine IL-17-Inhibition auf die ILD (im Mausmodell)
antiinflammatorische Wirkung. Man geht allgemein davon aus, dass Th-17-Zellen bei

der Genese vieler Autoimmunerkrankungen eine wichtige Rolle spielen.”
Grundlagen der B-Zellimmunologie

Eine weitere Zellreihe des adaptiven Immunsystems stellen die B-Zellen dar, die als
Plasmazellen (PZ) am Ende ihres Reifungsprozesses zur Bildung von Antikdrpern
befahigt sind. Wahrend ihrer Entwicklung erleben sie schon im Knochenmark, ahnlich
wie die T-Zellen, eine Selektionierungsphase, in der die Zellen mit einem B-
Zellrezeptor (BCR), der sich gegen autogene Strukturen richtet, eliminiert werden.
Aktiviert werden B-Zellen entweder T-Zell-unabh&ngig oder klassisch mit T-Zell-Hilfe.
Nach Bindung und Co-Stimulation durch eine T-Zelle mit passendem TCR tritt im
Lymphfollikel die sog. Keimzentrumsreaktion ein. Es kommt zur klonalen Expansion

von B-Zellen mit unterschiedlich konfiguriertem BCR-Immunglobulin (IgM*), das
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identisch ist mit den Y-férmigen Antikorpern, die spater zur gezielten Abwehr gebildet
werden. Nur die B-Zellen mit dem BCR der hochsten Affinitat zur antigenen Struktur
der T-Zelle Uberleben diesen kompetitiven Prozess (weitere Selektionierung).
Proliferationsignale, fihren im Keimzentrum zum sog. Isotypenswitch des BCR, d.h.
neben IgM konnen danach 1gG-, IgD- oder IgA-Immunglobuline mit erweiterter
Effektorfunktion gebildet werden. Aus den aktivierten B-Zellen werden zunachst noch
teilungsfahige Plasmablasten, die sich dann zu grofReren antikorperproduzierenden
(ausgedehnteres endoplasmatisches Retikulum) kurzlebigen Plasmazellen (CD138*-
Zellen, nicht mehr teilungsféahig) ausdifferenzieren. Nachfolgend entsteht ein Pool an
langlebigen B-Gedachtniszellen (meist CD27*, kein Isotypenswitch mehr mdglich), die

bei einem zweiten Kontakt mit dem Antigen schneller zu PZ ausdifferenzieren.®®
Grundlagen der Plasmazellimmunologie

Bei der Untersuchung von B-Gedachtniszellen wurden drei Charakteristika gefunden,
die daran zweifeln lassen, dass sie die einzigen Vertreter des humoralen
Immungedachtnisses seien: (1) sie sind nur in der Abwesenheit von Antigenen
langlebig, (2) sie teilen sich wéhrenddessen nicht mehr und (3) sie bendtigen zur Re-
Aktivierung und erneuten Antikdrpersynthese als kurzlebige Plasmazellen T-Zell-Hilfe.
Die dauerhaft erhdhten Titer nach einer Impfung und den nétigen Schutz bei Re-
Infektionen durch die antikérperspezifische Sofortantwort schienen dadurch nicht
erklarbar.”%7273 Eher wahrscheinlich ist, dass neben den B-Gedachtniszellen
langlebige Plasmazellen existieren, die dauerhaft niedrige Antikdrpermengen
sezernieren und dadurch den humoralen Ast des immunologischen
Langzeitgedachtnisses bilden. Daflr spricht, dass durch B-Zell-Depletion (z.B. durch
den Anti-CD-20-Antikorper Rituximab, den Anti-BAFF-Antikorper Atacicept oder
indirekt Uber Th2-Inhibition) nahezu der gesamte Stamm der B-Gedéachtniszellen
vernichtet wurde, wahrend die Zahl der PZ und die impf- oder infektassoziierten
Antikdrpertiter unverdndert blieben. Auf der anderen Seite wurden nach
therapeutischer  Stammzelltransplantation bei  Patienten mit SLE eine
Krankheitsremission, aber ein nahezu kompletter Verlust der impf- und
infektassoziierten Autoantikorper sowie des PZ-Bestands gefunden.’*7%76 Gewdhnlich
gehen kurzlebige Plasmazellen wegen des Zellstresses wahrend der Immunreaktion
danach in Apoptose (BAX-Aktivierung = Bcl-2—associated Protein X am

endoplasmatischen Retikulum). Langlebige Plasmazellen (Expression von anti-
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apoptotischem Bcl-2 und niedrigem—keinem FAS-Ligand = Apoptoseinduktion])
konnen dies durch Habituation in bestimmten Uberlebensnischen umgehen. Nach der
Re-Aktivierung von B-Gedachtniszellen bei z.B. Infektion/Impfung entsteht ein kleiner
Pool aus Plasmablasten, die Antikorper bilden und zur Migration féhig sind und die
durch IFN-y-Stimulation das lymphatische Gewebe verlassen und in der Blutbahn
zirkulieren. Mit ihren Chemokinrezeptoren (CXCR3, CXCR4) kbénnen sie dann an
Chemokinliganden binden, die von Zellen in entziundlichen Geweben oder dem
Knochenmark (CXCL9/10/11 oder 12) exprimiert werden. Dort verlieren sie die
Fahigkeit zur Migration und werden =zu langlebigen antikbrper— und
zytokinproduzierenden PZ (CD19-, CD38"" CD138*). Physiologisch bilden sich
entziindliche Gewebe als Uberlebensnische fiir diese PZ nach der Immunreaktion
zuruck, nur im Knochenmark bleibt ein dauerhafter Bestand erhalten. Bei jeder neuen
Immunreaktion durch B-Gedachtniszellen wird ein kleiner Teil der langlebigen PZ
durch eine neue Generation an Plasmablasten ersetzt und somit der Gesamtbestand
stabil gehalten. Dadurch wird die humorale Langzeitimmunitat in ihrer Spezifitat (PZ
gegen neue Antigene) erweitert. Wichtig fur das Uberleben und Ausdifferenzieren der
langlebigen PZ ist neben der CXCL12/CXCR4-Bindung fir das ,homing“ die
Stimulation mit BAFF (B-lymphocyte Stimulator), APRIL (A Proliferation Inducing

Ligand) und/oder IL-6 durch das Zielgewebe.”>77.78

1.2.6.3 Selbsttoleranz und Autoimmunitat

Eine Disposition der HLA-Allele zur Entwicklung von ASyS wurde bereits im Abschnitt
1.2.3 beschrieben. Da jedoch nicht jeder mit dieser HLA-Disposition auch erkrankt,
liegt es nahe, dass weitere Faktoren (exogener oder endogener Natur) an der
Pathogenese beteiligt sind. Wird die Proteinstruktur z.B. durch Medikament-, Toxin-
oder Virusbelastung verandert, kann es dazu kommen, dass ein verdndertes
Peptidfragment prozessiert und von APZ prasentiert wird, gegen das keine zentrale
Toleranz erzeugt wurde. Infolgedessen waren Immunreaktionen gegen koérpereigene
Strukturen denkbar (substanzvermittelte Autoimmunreaktionen).”® Virale Peptide
konnen zudem Ahnlichkeit mit autologen Strukturen haben, z.B. selektiv im Gelenk,
Herz oder Pankreas prasentierte Peptide. Bedingt die HLA-Ausstattung, dass diese
Peptide prasentiert werden, kann es zur Kreuzreaktivitdt gegen korpereigenes
Gewebe kommen (sogenannte ‘'Molekulare Mimikry'). Es gab mehrere
Forschungsarbeiten, die eine solche Mimikry, ausgelost durch eine EMCV-

(Encephalomyokarditisvirus) oder eine Coxackievirusinfektion, auch fir das ASyS
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ursachlich sahen.® Miller und Waite hingegen befanden wenig spater bei genauer
Untersuchung der anti-Jol-Autoantikdrper, dessen urspringliches Antigenepitop sie
ausschlie3lich in humanen Strukturen sahen, diesen Zusammenhang als wenig
wahrscheinlich.8!

Die Toleranz gegenuber Autoantigenen wird bei B- und T-Zellen zentral durch
Selektionierung im Knochenmark und Thymus kontrolliert. Peripher wird sie in beiden
Fallen durch variable co-stimulatorische Effekte, durch limitierten Zugang der B-Zellen
zu adaquater T-Zell-Hilfe, und durch kompetitive Ausreifung im Keimzentrum
gesteuert, aulBerdem gibt es jeweils Populationen regulatorischer B- und T-Zellen
(CD23*, CD25%).%8

Rolle der B-Zellaktivierung

Studienergebnisse zeigen, dass es wahrend der Maturation dennoch (auch bei
gesunden Menschen) in bis zu 20% der Falle zur Entstehung autoreaktiver B-Zellen
kommt.82 Trotzdem entwickelt nicht jeder dieser Menschen eine Autoimmun-
erkrankung. Weitere Faktoren, die die periphere Toleranz einschranken, wie eine
fehlregulierte T-Zell-Hilfe, Fehler bei der genetischen Umstrukturierung wahrend der
Hypermutation und eine Uberexpression von BAFF und APRIL sowie ihren
Rezeptoren, wurden im Mausmodell als krankheitsauslosend beschrieben.838485
Forschungsarbeiten zu SLE und rheumatoider Arthtritis (RA) konnten zeigen, dass
maoglicherweise autoreaktive Plasmablasten freie Nischen in entzindetem Gewebe
und Knochenmark besiedeln und dort zu autoreaktiven PZ ausdifferenzieren.® Eine
Uberexpression von CXCL12 und BAFF in entziindlichem Gewebe wie Nieren, Haut
oder Gelenken bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen wahrend eines Schubs
(definiert durch B-Zell-Hyperaktivitdit mit folgender Autoantikdrpertitererhhung)
unterstitzen diese These.”® Denkbar ware also, dass autoreaktive PZ in
Uberlebensnischen uberdauern und dort unabhangig von einer B-Zell-Aktivierung
durch  Autoantikérpersekretion die  Autoimmunerkrankung unterhalten und
chronifizieren. Dies ware auch bei entziindlichem Muskelgewebe bei ASyS denkbar.
Bei vielen antikérpervermittelten Autoimmunerkrankungen (SLE, Sjogren-Syndrom,
RA) konnte eine Korrelation zwischen den Antikorpertitern, dem Schweregrad der
Erkrankung und den BAFF-Serum-Werten festgestellt werden. Krystufkova et al. und
spater Stone et al. zeigten, dass dies auch fir anti-Jo1l-Autoantikorper gilt. Die Hohe

der Serum-CK-Werte, der Anti-Jol-Titer und die Klinische Beeintrachtigung der
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Muskelkraft und der Lungenfunktion verhielten sich gerade im Anfangsstadium der
Erkrankung verhaltnisgleich zu den BAFF-Serum-Werten. Besserten sich die
Symptome oder waren aufgrund der Therapie mit Glukokortikoiden keine anti-Jo1-
Autoantikérper mehr nachweisbar, sanken auch die BAFF-Werte der Patienten.?487
Ebenso konnte eine Studie abfallende anti-Jol-Autoantikorper-Titer nach B-Zell-
Depletion durch Rituximab mit einer Remission der Erkrankung in Verbindung
bringen.88 Zum einen kann man sich mit dieser Information BAFF- und/oder anti-Jo1-
Autoantikorper-Serum-Werte zukiinftig als mogliche Biomarker der Krankheitsschwere
zu Nutze machen, zum anderen wird eine die B-Zelllinie betreffende

antikdrpervermittelte Pathogenese denkbar.
Rolle zytotoxischer T-Zellen und Proinflammation

Casciola-Rosen und Rosen aulerten den Verdacht einer immunpathogenen
Beteiligung zytotoxischer T-Zellen, die bei ASyS wie in Abschnitt 1.2.5.2 erwahnt
neben Makrophagen gehauft in den betroffenen Muskelregionen vorkommen. Sie
zeigten, dass bei autoantikdrperassoziierter Myositis vor allem Muskelfasern, die sich
in Regeneration befinden, groRe Mengen MSA sezernieren, wahrend benachbarte
nicht betroffene Muskelregionen dies kaum tun. Bei einer Muskelverletzung und
darauffolgender Regeneration wandern Vorlauferzellen, sogenannte Satellitenzellen,
in den Muskel ein, differenzieren zu proliferativen Myoblasten, um sich dann zu
Myotuben zusammenzuschlieRen (Vorgéanger der Myozyten). Im Gegensatz zu den
Myozyten exprimieren Myotuben Markerproteine unreifer Zellen z.B. MHC-I-Molekiile
oder Proteine, die in DNA-Reparaturmechanismen involviert sind. Da bei diesen
regenerativen Vorgangen auch immer Immunzellen involviert sind und zytotoxische
CD8*-Zellen auf MHC-I-Moleklle reagieren, ware die Entstehung autoreaktiver
Immunzellen wahrend dieses Schaden-Reparatur-Vorgangs und damit assoziierter
Signalkaskaden denkbar.8® In zahlreichen Forschungsprojekten wurde auf
unterschiedliche Weise versucht, die Erkrankung in diversen Mausmodellen zu
erzeugen, um die Pathogenese zu untersuchen.® Vielfach konnte die Beteiligung des
adaptiven Immunsystems und vor allem antigenspezifischer T-Zellen bestatigt werden.
Fernandez et al. zeigten jedoch, dass das angeborene Immunsystem einen ebenso
wichtigen, wenn nicht sogar urspringlicheren Einfluss auf die der Krankheits-

entstehung hat. TLR4- oder TLR2-Rezeptoren (Toll-like-Rezeptoren) spielen bei der
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Aktivierung des angeborenen Immunsystems eine wichtige Rolle und sie stellten die
Hypothese auf, dass anti-Jo1-Autoantikorper mit TLR-Rezeptoren interagierten.®!

Fur die Initiation einer Immunreaktion ist immer auch ein ,Gefahrensignal® notig. Diese
Hurde zur Entwicklung einer Autoimmunerkrankung sehen die meisten Autoren in
einem mechanischen, infektiosen oder immunologischen Insult des Muskelgewebes
bedingt, dem sogenannten ,Danger Model of Immunity“.®® Dieses konnte
beispielsweise eine im Korper gewohnlich verborgene, aber durch oben
beschriebenen Prozess fir Immunzellen zugénglich gemachte korpereigene Struktur
sein. Ein bekanntes ,Gefahrensignal®, das die Ausschuttung Ioslicher HRS Uber eine
Interaktion mit TLR induzieren kénnte, ist Typ-I-IFN (IFN-a). Eine Hochregulation von
Typ-I-IFN (proinflammatorische Wirkung mit M1-Aktivierung) im Muskel DM- oder PM-
Erkrankter wurde in der Literatur haufig beschrieben. Die MHC-I- und MHC-II-
Expression in betroffenem Muskelgewebe bei ASyS wird vermutlich durch Typ-II-IFN
(IFN-y) induziert.® AuRerdem konnte eine Korrelation zwischen IFN-y-Serumwerten
und der Krankheitsaktivitat gezeigt werden.’® Einem exo- oder endogenen Reiz
(Virus, UV-Strahlung, oxidative Sauerstoffspezies, nekrotisches Gewebe) folgend,
wird hauptséachlich von NK- und NKT- Zellen Typ-I-IFN sezerniert, welches wiederum
die Thl-Differenzierung und Bildung grol3er Mengen an BAFF stimuliert und dadurch
zur Uberwindung der Selbsttoleranz mit Bildung von Autoantikorpern fiihren kénnte.
Eloranta et al. konnten zeigen, wie, mdglicherweise riickgekoppelt, eine durch anti-
Jol-Autoantikorper-Komplexe ausgeldste Ausschittung von Typ-I-IFN diesen
Mechanismus aufrecht erhalt.2°! Durch IFN-a induzierte vermehrte MHC-I-Expression
auf den Muskelzellen kdnnte diese zur Zielstruktur der Immunreaktion machen. 102103
Letztlich ist nicht abschlielend geklart welcher ,Typ“ von Interferonantwort bei der

Myositis im ASyS-Kontext eine Rolle spielt.
AaRS und ARS als intrinsische Chemokine

Weiterhin wurde beschrieben, dass einige der Autoantikérper wie auch die tRNA-
Synthetasen selbst die Fahigkeit besitzen, als intrinsische Zytokine oder Chemokine
Uber Bindung an Zytokin- und/oder Chemokinrezeptoren (CCR5, CCR3 und CD86)
Immunzellen zu aktivieren oder Zellmigration auszul6sen.®” Auch wurden im
entzindeten Muskelgewebe Ansammlungen von Immunzellen mit besagtem
Rezeptorbesatz und damit einhergehende co-stimulatorische Chemokine (CCL2,

CCL3, CCL4) nachgewiesen.®® Eingewanderte APZ konnten nach Meinung der
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Autoren dann eine Bricke zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem
schlagen. Indem die APZ nach der Antigenprozessierung anti-Jol-spezifische CD4""-
Effektor-T-Zellen Uber MHC-II stimulierten, die wiederum die Entstehung von
antigenspezifischen  B-Effektorzellen  sowie = myozytotoxischer  CD8*-Zellen
begunstigten. Als eine Moglichkeit, wie in einem solchen Fall die Toleranz gegen
,selbst” verloren gehen konnte, wurde die Spaltung der tRNA-Synthetasen durch
Granzym B gesehen. Es konnte bestatigt werden, dass Granzym B, von zytotoxischen-
T-Zellen und NK-Zellen sezerniert, auch tRNA-Synthetasen spaltet und zwar an
unublichen Stellen der Peptidstruktur. Bei der Phagozytose und Prasentation kdnnten
so Fragmente (sog. kryptische Epitope) auf MHC-I- und MHC-II-Molekilen von T-
Zellen erkannt werden, gegen die sie aber im Thymus keine Toleranz entwickelt
hatten, da die Peptidsequenz der Epitope im K&rper fur gewshnlich okkult vorliegt.23%4
Levine et al. beschrieben diesen Vorgang als auf sog. Mikroumgebungen im Korper
begrenzt. So fanden sie heraus, dass HRS nur in bestimmten Strukturkonformationen
(Alphahelikale Coiled-Colil-Struktur) von Granzym B gespalten werden und diese z.B.
pH-Wert-abhangig sind. In der Lunge von Patienten mit ASyS und ILD wurden im
Gegensatz zu Gesunden und ebenso zu Muskelgewebe groRe Mengen Granzym-B-
spaltbare HRS gefunden. Das fuhrte zur Annahme, dass die Lunge das Initiatororgan
der Erkrankung und der Muskel mdglicherweise erst sekundar betroffen sei.®
Strukturanalysen der HRS zeigten, das zwei Splicevarianten des Enzyms, (i) mit Anti-
Jol-Autoantikorpern kreuzreagieren, (i) bei Patienten mit antikdrperassoziierter
Myositis gehauft im Serum vorkommen und (iii) proinflammatorisch auf die Umgebung
wirken.®® Weitere Studien zeigen, dass mdglicherweise eine Fehlregulation des
Lungenendothels durch fehlendes IFN-y zur Fibrosierung fuihrte.%” Dies unterstitzt die
These einer im Lungengewebe initiierten Autoimmunerkrankung mit Autoantikorper-
bildung, die aus dieser Nische durch proinflammatorische Signale aufrechterhalten
wird und sekundar den Muskel befallt.®8

Trotz nicht ganzlich geklarter Pathogenese des ASyS, scheint ein krankheits-
spezifisches Zusammenspiel von angeborenem und adaptivem Immunsystem in
verschiedenen Entzindungsnischen des Koérpers eine Rolle zu spielen. Infolge kommt
es zur Bildung unterschiedlicher MSA, die weiterhin den Phanotyp der Erkrankung zu

bestimmen scheinen.
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1.3 Ziel des Forschungsprojekts

Die Einschéatzung des ASyS als Subgruppe der IIMs unterlag in den letzten
Jahrzehnten standigen Veréanderungen. Wie einleitend geschildert, wurde bereits
einiges Uuber Homogenitat und Heterogenitat des Krankheitshildes beschrieben. Das
bislang aber noch keine vergleichenden Studien durchgefiihrt wurden, welche sich mit
den zugrundeliegenden immunologischen Prozessen, sowie den morphologischen
Gegebenheiten bei Patienten mit verschiedenen ASyS-definierenden Autoantikdrpern
beschaftigten, gab Ansto3 zu weiteren Nachforschungen. Fur mich ergaben sich
daraus folgende Fragen:

Lassen sich, wie es sich in friheren Forschungsprojekten, die ILD und Myopathie
betreffend, bereits abzeichnet klinische und/oder laborchemische Unterschiede bei
den Patienten der jeweiligen Antikérpersubgruppe (Jo1/PL-7/PL-12) identifizieren?
Lasst sich die Myositis bei ASyS histomorphologisch einheitlich diagnostizieren?
Gelten die fur anti-Jol® Patienten gefundenen morphologischen Merkmale der
Myositis auch fir Patienten mit Anti-PL-7- und Anti-PL-12-Autoantikdrpern,
beziehungsweise in wie weit sind die verschiedenen ASyS-assoziierten Myositiden im
histologischen Bild vergleichbar oder identisch?

Lassen sich bestimmte immunologische Profile der adaptiven und angeborenen
Immunitét bei den verschiedenen ASyS-assoziierten Myositiden identifizieren?
Spielen langlebige Plasmazellen, wie bereits in der, fur andere Autoimmun-
erkrankungen (RA, SLE) beschriebenen Pathogenese, auch bei ASyS eine Rolle?
Basierend auf diesen Fragen entwickelten sich hier 3 zentrale Hypothesen, flr deren
Beantwortung verschiedene histologische Farbemethoden und Untersuchungen auf

molekularer Ebene (siehe Methodenteil) herangezogen wurden:

Hypothesen:

1. Wie in diversen Studien der letzten Jahre nachhaltig beschrieben, kann davon
ausgegangen werden, dass es antikérperassoziierte Unterschiede den klinischen
Phanotyp betreffend gibt. Demgegeniber gibt es einige wenige Untersuchungen, die
eine homogene Histomorphologie in den Gruppen beschreiben. Ich stelle daher die
Hypothese auf, dass die Differenz der antikorperspezifischen klinischen Merkmale
(e.g. Muskel- und Lungenbeteiligung) in den Patientenpopulationen nicht wesentlich
von divergierenden histopathologischen Merkmalen widergespiegelt wird. Neben der

Evaluation der klinischen Historie der Patienten standen zur Erhartung dieser
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Annahme, selbst hergestellte, standardisierte histologische Farbungen, sowie

immunhistologische bzw. Immunfluoreszenzfarbungen zur Verfligung.

2. Alle ASyS-assozierten Myositiden haben das Vorhandensein eines Myositis-
spezifischen Autoantikorpers (anti-Jol, -PL-7, -PL-12, -EJ, -OJ, -KS, -Tyr und -ZO)
gemeinsam. Ob diese, gegen das im Zytosol vorkommende Enzym Aminoacyl-tRNA-
Synthetase gerichteten Autoantikbrper eine pathogenetische Rolle spielen,
beziehungsweise welche immunologischen Prozesse bei der Erkrankung im
Gesamten stattfinden ist bisher weitestgehend ungeklart. Die fur ASyS spezifischen
Autoantikorper geben Anlass zur Hypothese einer in den Antikdrpergruppen identisch
verlaufenden Immunpathogenese. Zur Untersuchung des immunologischen Profils
wurden neben immunhistochemischen Farbungen auch gPCR Analysen von
Zytokinen, Chemokinen und weiteren die Immunantwort regulierende Faktoren, zur

Quantifizierung des Genprodukts angefertigt.

3. In Forschungsarbeiten der letzten Jahre wurde langlebigen Plasmazellen, als
Dauerproduzenten von Autoantikorpern, eine Rolle bei der Entstehung von RA, dem
Sjogren Sydnrom und dem SLE zugesprochen.%47¢ Ebenso wurde postuliert, dass
ASyS mit Erkrankungen wie SSc, SLE oder RA U(berlappende Phénomene
prasentiert.?” Dies bringt mich zu der Hypothese, dass auch dem ASyS ein Plasmazell-
assoziierter Pathomechanismus zugrunde liegt, der durch eine in der Muskulatur
befindliche Uberlebensnische, der dauerhaft Autoantikérper bildenden Plasmazellen,
zu einem chronischen Krankheitsbild der verschiedenen typischerweise betroffenen
Organsysteme fiihrt. Um den Prozess der Entstehung einer solchen Nische im Muskel
zu untersuchen, wurden Immunfluoreszenzdoppelfarbungen angefertigt. Zusatzlich
wurden Molekile/Aktivatoren fur die Differenzierung von B- und Plasmazellen auf

molekularer Ebene durch gPCR analysiert.
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2 MATERIAL

2.1 Allgemeine Chemikalien
Tabelle 2: Allgemeine Chemikalien
Produkt

Chloroform

Ethanol

Glykogen UltraPure RNase-frei 20ug/pl
Isopropanolol

2.2 Reagenzien fur die Histologie

MATERIAL

Hersteller/Handler

Roth, Karlsruhe, Deutschland

JT Baker, Center Valley, USA

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 3: Reagenzien fir die Immunhistologie

Produkt

Aceton

Chloroform

Eosin-Y

Ethanol

Grams Kristallviolett, Fertiglosung (FCS)
Lugols Lésung, Fertiglésung

Mayers Hamatolxylin Losung

Normales Kaninchenserum

Normales Ziegenserum

PBS

ROTI-HISTOKITT Il Einschlussmittel
Tissue Tek

Xylol

Vectashield Mounting Medium with DAPI

2.3 Antikdrper

Tabelle 4: Primére Antikdrper

Hersteller/Handler

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Brunschwig Chemie, Amsterdam

JT Baker, Center Valley, USA

PAA, Paschin, Osterreich

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA
Vector Loboratrories, Burlingame, USA
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Thermofisher Scientific Inc., Waltham

JT Baker, Center Valley, USA

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA

Produkte Klone Spezifitat Verdinnung |Hersteller/Handler

CD4 SP35 Kaninchen anti Mensch 1:100 Zymed, Osterreich

CD8 C8/114B Maus anti Mensch 1:100 DAKO, Deutschland

CD20 L26 Maus anti Mensch 1:400 DAKO, Deutschland

CD45 2B11 Maus anti Mensch 1:400 DAKO, Deutschland

CD56 monoclonal Maus anti Mensch 1:200 GeneTex Inc, USA

CD68 KP1 Maus anti Mensch 1:100 DAKO, Deutschland
CD138 MI15 Maus anti Mensch 1:50 DAKO, Deutschland

C5b-9 aE1l Maus anti Mensch 1:200 DAKO, Deutschland

MHC class | W6/32 Maus anti Mensch 1:1000 DAKO, Deutschland

MHC class Il CR3/43 Maus anti Mensch 1:100 DAKO, Deutschland
(antiHLA-DM)

MHCneonatal |NB-MHCn Maus anti Mensch 1:20 Novocastra, Gro3britannien
MHCdevelopme NCL-MHCd Maus anti Mensch 1.5 Novocastra, Grol3britannien

ntal
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MUMZ1Protein

CXCL12/ SDF-1 MAb79018

CXCL13
CXCRA4

MATERIAL

MUM1p Maus anti Mensch 1:50 DAKO, Deutschland
Maus anti Mensch 1:100 R&D Systems, USA

polyclonal Ziege anti Mensch 1:100 R&D Systems, USA

UumMB2 Kaninchen anti Mensch, 1:50 Abcam, GrofR3britannien

anti Ratte, anti Maus

Tabelle 5: Sekundéare Antikdrper

Produkte
AF647

AF488
AF488
Cy3
POD
POD
POD

Spezifitat
Ziege anti Kaninchen

Ziege anti Kaninchen
Ziege anti Maus
Ziege anti Maus
Ziege anti Kaninchen
Kaninchen anti Ziege
Ziege anti Maus

2.4 PCR-Sonden

Tabelle 6: TagMan-Sonden von Life Technologies, Deutschland
TagMan Gene Expression Assay

Actal
APRIL (TNS13)
ARP?2

BAFF (TNSF13B)

ACTB
CD206
CCL17
CCR3
CCRG6
CCR7
CCR10
CFL2
CXCL12
CXCL13
CXCR4
CXCR5
CXCRG6
XPO6
IFNA
IFNG
IL1B
IL4
ILAR
IL6
IL12
IL17
IL21
IPO9

Verdinnung Hersteller/Handler

1:100

1:100
1:100
1:100
1:100
1:100
1:100

Jackson Immuno Research, Camebridge,
Grol3britannien
Invitrogen, Carlsbad, USA

Invitrogen, Carlsbad, USA

Dianova, Hamburg, Deutschland
Dianova, Hamburg, Deutschland
Dianova, Hamburg, Deutschland
Dianova, Hamburg, Deutschland

Referenznummer
Hs00559403_m1
Hs00182565 m1
Hs00855199 g1
Hs00198106_m1
Hs99999903 m1
Hs00267207_m1
Hs00171074_m1
Hs00266213 sl
Hs01890898 s1
Hs01013469 _m1l
Hs00706455 sl
Hs00368395 g1
Hs03676656_mH
Hs00757930_m1
Hs00607978_s1
Hs00540548 sl
Hs01890898 s1
Hs00385137_m1l
Hs00265051_s1
Hs00989291 m1l
Hs01555410 m1
Hs00929862 m1
Hs00166237_m1
Hs00985639 m1
Hs01011518 m1
Hs00174383_ml
Hs00222327 _m1
Hs00216375_m1
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NCK Hs01592377_m1
NWASP Hs00187614 m1l
PGK1 Hs99999906_m1
PFN2 Hs00160050_m1
STAT1 Hs01013989_m1
STAT2 Hs01013123 m1l
STAT3 Hs00374280_m1
STAT6 Hs00598625_m1
TGFB Hs00998133_m1
TNFA Hs00174128 m1l

2.5 Kommerzielle Kits und Enzyme

Tabelle 7: Kommerzielle Kits und Enzyme

Produkt Hersteller/Handler

2xRed PCR Mastermix Startec, Birkenfeld, Deutschland

DAKO ARK KIT Peroxidase K3954 DAKO, Hamburg, Deutschland

DNase free Kit Applied Biosystems, Foster City, USA
High-Capacity cDNA Archive Kit Applied Biosystems, Foster City, USA
Liquid DAB+ Substrat Chromogen System DAKO, Hamburg, Deutschland

peqGOLD TriFast PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
SurPrep Nuclear or Cytoplasmic RNA Purification Thermofisher, Waltham, Massachusetts, Vereinigte
Kit Staaten

TagMan Fast Universal PCR Master Mix Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
2.6 Laborausrustung und Hilfsmittel

Tabelle 8: Laborausristung und Hilfsmittel

Produkt Hersteller/Handler

Kryostat Cryo-Star Microm HM560 Microm, Walldorf, Deutschland

Microplate Reader TECAN Infinite 200 Tecan, Grodig, Osterreich
PCR-Thermocycler Uno-Cycler VWR, Darmstadt, Deutschland

Real-Time PCR System 7900 HT Applied Biosystems, Foster City, USA
Zeiss Observer Z1 Fluoreszenzmikroskop Zeiss, Gottingen, Deutschland

VWR® Disposable Pellet Mixers and CordlessVWR International, Strafford, PA, USA
Motor
Zeiss P902 Elektronenmikroskop Zeiss, Gottingen, Deutschland
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3 METHODEN

3.1 Patientendaten

3.1.1 Angaben zum Patientenkollektiv

In die Studie wurden insgesamt 39 Patienten aufgenommen. 16 Patienten entstammen
dem Diagnostikpool des Instituts fur Neuropathologie der Charité in Berlin.
Muskelproben und klinische Daten von 15 Patienten wurden vom Partnerkrankenhaus
Hopital La Pitié Salpétriere in Paris und 8 Patienten vom Hospices Civils in Lyon zur
Verfligung gestellt. Einschlusskriterium war der positive Antikdrpernachweis eines der
drei ARS, Anti-PL-7 (n=10), -PL-12 (n=13) oder -Jo1 (n=16), sowie die oben genannten
morphologischen Kriterien (siehe 1.2) Ausschlusskriterien waren der fehlende
Nachweis eines der drei 0.g. ARS oder der Nachweis zweier unterschiedlicher ARS
bei einem Patienten. Zusatzlich mussten 6 Patienten von der histologischen
Bewertung ausgeschlossen werden, da die Biopsien lagerungsbedingte Schéden
aufwiesen und eine Evaluation entsprechend nicht mehr méglich war. Die statistische
Auswertung der Histologie umfasste somit 33 Patienten: PL-7 (n=9), PL-12 (n=13) Jol
(n=11). Dem Patientenkollektiv wurden 11 Normalkontrollen/ non disease controls
(NDC) gegenubergestellt, deren rein subjektive Muskelsymptomatik zur
Biopsieentnahme gefihrt hatte. Ausschlusskriterien waren ein  positiver
Antikérpernachweis eines MSA oder MAA, erhdhte Entziindungswerte und/ oder CK-
Werte sowie pathologische Veranderungen in der Muskelbiopsie. Es mussten
nachtraglich 3 NDC von der statistischen Bewertung ausgeschlossen werden, da
entscheidende Laborwerte erhoht waren (CK, CRP). Die Einwilligungserklarung wurde
von allen Patienten vor Studienaufnahme eingeholt und alle Prozeduren fanden in
Ubereinstimmung mit der Helsinki-Erklarung statt. Zudem bewilligte die
Ethikkommission der Charité die Studie (EA1/204/11 und EA2/163/17).

3.1.2 Auswertung der Patientendaten

Eine Korrelation der klinischen Daten im Vergleich zum Schweregrad im Scoring in der
Histopathologie erfolgte nur gruppentbergreifend nach jeweiligem Autoantikdrper.
Ebenfalls wurde Uber einzelne Patienten keine Statistik erhoben, die den klinischen
Schweregrad (Dauer der Erkrankung, durchgefiihrte Therapie, Laborwerterh6hung
von CK oder CRP) mit Veranderungen der Genexpression vergleicht. Dies ist
hauptsachlich der geringen Kenntnis tber die klinischen Parameter/ Verlaufe Einzelner

geschuldet, welche durch die retrospektive Herangehensweise in vielen Fallen
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unbekannt ist (siehe 5.4). Entsprechend ware eine Auswertung statistisch nicht
sinnvoll gewesen und sollte in zukinftigen Untersuchungen durch eine andere
Herangehensweise bedacht werden (z.B. durch entsprechende Fragebdgen wahrend
der Studiendurchfuhrung. Vergleiche auch 5.4).

Die statistische Auswertung im Sinne des parameterfreien H-Tests nach Kruskal und
Wallis mit anschlieender Dunn Korrektur sollte, die klinischen Daten betreffend,
allerdings mit Vorsicht betrachtet werden. Da die Laborwerte oft nur als ,normal“ ohne
konkreten Zahlenwert Gbermittelt wurden, dezimierten sich die Fallzahlen erneut, bzw.
konnte kein Vergleich zu NDC hergestellt werden, da dort alle Werte in der Norm lagen.
Fur die statistische Berechnung ergaben sich folgende Fallzahlen:

CRP-Werte: PL-7 (n=3), PL-12 (n=10), Jo1 (n=10), NDC (n=0)

CK-Werte: PL-7 (n=10), PL-12 (n=12), Jo1 (n=11), NDC (n=0)

3.2 Histologie

3.2.1 Anfertigung von Gefrierschnitten

Die Muskelproben wurden nach der Entnahme bei -80°C im Institut for
Neuropathologie der Charité in Berlin oder den Partnerkrankenh&usern Hopital La Pitié
Salpétriere in Paris bzw. Hospices Civils in Lyon cryo-asserviert. Zur Anfertigung der
histologischen Farbungen wurden am Microtom Cryo-Star HM 560’ (Microm
Laborgerate, Deutschland) 7-8 pm dinne Schnitte angefertigt und diese auf
Objekttrager aufgebracht. Nach einer 24-stiindigen Trocknungszeit bei 4°C wurden die
Objekttrager bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C aufbewabhrt.

Zur Erhebung der in 3.2.4 genannten Scores wurden folgende Farbungen angefertigt.
Konventionell histologisch und enzymhistochemisch wurde die Hamatoxylin-Eosin-
Farbung, die Gomoari-Trichrom-Farbung, die Elastika-van-Gieson-Farbung, die Oil-
Red-O-Farbung, die Saure-Phophatase-Farbung, die Unspezifische-Esterase-
Farbung, die NADH-Farbung, die SDH-Farbung, die Cox-Farbung und die Alkalische-
Phophatase-Farbung durchgefiihrt (Romeis).1°

Immunhistochemisch wurden CD 45, CD 8, CD 68, CD 20, CD 138, MUM 1 (myelom-
assoziiertes Onkogen 1) positive Zellen angefarbt sowie C5b-9, MHC-Klasse-I, MHC-
Klasse-Il, developmental Myosin (devMHC), neonatal Myosin (heoMHC).

Um bei Raumtemperatur zu adaptieren wurden vor den jeweiligen histologischen
Farbungen die Objekttrager mit den Muskelschnitten fir 20 Minuten aus den -20°
Kihlern entnommen, um im Anschluss 10 Minuten in Aceton fixiert zu werden. Alle

0.g. histochemischen Farbungen erfolgten nach Standardprotokollen (Romeis).1% Zur
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Entwasserung wurde am Ende der Einzelfarbungen eine aufsteigende Alkoholreihe
eingesetzt (20 Sekunden in 70%, je 1 Minute in 80%, 96% und 100% Alkohol)
durchgefuhrt. Im Anschluss wurde mit Xylol geklart (zweimal fur je 2-3 Minuten) und
die Schnitte mit einem Einschlussmedium (ROTI-HISTOKIT 1) eingebettet.

Tabelle 9 soll einen Uberblick tiber die Interpretation der Farbungen geben.

Tabelle 9: Kurzinterpretaion der Farbungen

Farbungen Kurzinterpretation

H&E, GO Atrophie, Nekrose, zytoplasmatische
Strukturanomalien, entziindliche Infiltrate

SDH & COX-SDH COX negative Fasern, COX Blasse perifaszikulér

unspezifische Esterase, CD56, developmental | Regeneration
Myosin, neonatal Myosin
alkalische Phosphatase, EVG Fragmentierung und Firbrosierung

saure-Phosphatase- unspezifische-Esterase- = Myophagozytosen
und CD-68-Farbung

CD 8, -20, -45, positive Zellen Leukozytére Infiltrate

CD 138, MUM 1 Plasmazellen  (Oberflachenmarkierung  und
Kernmarkierung)

MHC-Klasse-I Sarkolemmale Farbung, Verteilung  der

sarkolemmalen Farbung in den Fasziklen
(Gradient), Makrophagen, Geféalie

MHC-Klasse-II Verlust oder partieller Verlust von Kapillaren,
Erweiterung der Gefalle, Makrophagen,
perifaszikulare MHC Klasse Il Farbung auf dem
Sarkolemm (Gradient)

C5b-9 Aktivierung des  Komplementsystems  auf
Kapillaren und/oder auf dem Sarkolemm
perifaszikular gelegener Muskelfasern

3.2.2 Immunhistochemische Farbungen

Diese Methode kann unter Verwendung einer farblich dargestellten Antigen-
Antikérper-Reaktion zur Sichtbarmachung von verschiedenen Zellarten und
Zellbestandteilen und deren Distribution innerhalb eines Gewebes genutzt werden. Als
Antigen dienen dabei unterschiedliche Zellbestandteile (Proteine) wie z.B.
Oberflachenrezeptoren oder Intermediarfilamente wie Vimetin oder Aktin. Die
Antikdrper sind Enzym- oder Fluorchrom gekoppelt, so markieren sie nach der
Bindung an das entsprechende Antigen dieses farbig. Ist der Antikorper
Enzymgekoppelt 16st die Enzym-Substrat-Reaktion die Farbenentstehung aus.

Nach der in 3.2.1 beschriebener Vorbehandlung wurden die Gewebsschnitte, um
unspezifische Bindungen zu vermeiden mit passendem Serum blockiert. Dieses
entsprach dabei jeweils der Spezies des sekundéaren Antikdrpers. Die Objekttrager
wurden dabei und im Folgenenden in einer feuchten Kammer platziert. Dort wurden
sie Uber Nacht bei 4°C oder 2 Stunden bei Raumtemperatur mit den primaren

Antikorpern (Tabelle 4) und am nachsten Morgen mit den Enzymgekoppelten (Tabelle
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5) sekundéaren Antikérpern fur weitere 1,5 Stunden inkubiert. Nach jeder Inkubation
folgte ein Waschschritt mit PBS fur 10min. Bei allen Durchlaufen wurde eine Negativ-
Kontrolle, die nicht mit dem primaren Antikdrper inkubiert wurde, mitdurchgefihrt. Im
Anschluss wurde die Enzym-Substrat-Reaktion mit dem DAB-Chromogen (braune
Farbe) entwickelt. Dabei wurde nach Herstellerempfehlung unter Lichtabschluss eine
Entwicklungszeit von 1 bis 10min eingehalten. Beendet wurde die Reaktion mit
destilliertem Wasser. Um im Kontrast die Anfarbung der Zellkerne darzustellen, folgte
eine 2-3 sekindige Gegenfarbung mit Hamalaun und die anschlieende Spulung mit
lauwarmem Leitungswasser fur 5 Minuten. Die Entwasserung und Einbettung erfolgten

wie in 3.2.1 beschrieben.

3.2.3 Immunfluoreszenzfarbungen

Die Mehrfachimmunfluoreszenztechnik ist eine Methode, die es ermdoglicht,
Kolokalisationen unterschiedlicher Antigenstrukturen und ihre rdumliche Verteilung im
Gewebe zeitgleich per Fluoreszenz ausschlie3lich der gefarbten Strukturen sichtbar
zu machen. Dabei markieren sekundare Fluorchrom-markierte Antikérper die
Antigenstrukturen. Weil diese lichtsensibel sind, fanden ab der Applikation der
sekundaren Antikorper alle weiteren Schritte im Protokoll unter Lichtausschluss statt.
Das verwendete Protokoll zur Immunfluoreszenz Doppelfarbung entspricht bis zur
Inkubation mit den sekundaren Antikérpern den im Abschnitt 3.2.2 beschriebenen
Schritten der immunhistochemischen Einzelfarbung. Es wurden die priméren
Antikérper aus Tabelle 4 genutzt. In allen Farbungen wurde fir jeden der beiden
primaren Antikdrper ein sekundarer Antikoérper, also pro Farbung zwei sekundare
Antikoérper verwendet. Diese unterschieden sich in ihrem Emissionsspektrum um die
jeweiligen Strukturen an die, die beiden ersten Antikérper banden farblich differenziert
darzustellen. Es kamen AF647 (far red), AF488 (in allen Abbildungen grtin dargestellt)
und Cy3 (in allen Abbildungen rot dargestellt) zu Anwendung (Tabelle 5).

Nach Inkubation mit einem ersten fluoreszierenden sekundéaren Antikdrper wird das
Protokoll mit einem zweiten primaren Antikorper, der an ein anderes Zielantigen bindet
und einem zweiten Flurochrom-gekoppelten sekundéaren Antikdrper der bei
entsprechender Anregung Licht anderer Wellenlange emittiert auf denselben
Gewebsschnitten wiederholt. Im Anschluss wurden die Farbungen wassrig eingebettet
(VECTASHIELD Mounting Medium mit DAPI; blau, Zellkerne) und bei 4°C bis zum

Mikroskopieren aufbewahrt.
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3.2.4 Histologische Auswertung

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen der immunhistochemischen Féarbungen
wurden am Olympus BX50 Mikroskop durchgefiihrt, und Photographien
charakteristischer Befunde mit der cell®D Software (Olympus, Tokio, Japan)
aufgenommen.

Fur die Bewertung des Schweregrades der Muskelschadigung in den verschiedenen
Kategorien wurden die histologischen Farbungen zunachst in einem eigens
entwickelten 'overall severity score' bewertet.

Der sog. 'overall severity score' von 1-10 wurde wie folgt definiert: score 1: sehr gering
betroffen; score 10: sehr stark betroffen

Dabei wurden Anzeichen von Atrophie, Nekrose, Fibrose, Fragmentierung des
Bindegewebes, Regeneration, vaskularer Beteiligung und Inflammation im gesamten

fur jede Skelettmuskelbiopsie der Patienten bewertet.

Tabelle 10: Scores und Punktewerte der histologischen Merkmale

Merkmale 0 Punkte | 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte
Atrophie, Nekrose, keine gering mittel stark
Regeneration, MHC-I-
Expression,
Komplementaktivierung
Perifaszikulare keine gelegentlich deutliche peri-/ endomysial
Fragmentierung perimysial perimysial
Perifaszikulare Fibrosierung | nein ja
Kapillare Erweiterung nein ja
Kapillares Fehlen keine vereinzelt gehauft, aber In ganzen Arealen,

perifaszikular flachigen Anteilen

beschréankt von Faszikeln
Makrophagenanfarbung keine Leicht Deutlich Stark perivaskular,

perivaskular perivaskular, peri- und
und perimysial | peri-’endomysial = endomysial
Zellulare Inflammation | keine 1-4 Zellen 4-20 Zellen Cluster von mehr
durch B-, T-, Plasmazellen als 20 Zellen
und  Makrophagen pro
Gesichtsfeld
Die  MHC-I- und MHC-II | keine Vereinzelte perifaszikular Flachig in Teilen
Anfarbungen im Fasern (ca. 1-2 | ganzer Faszikel
perifaszikularen Bereich Schichten) (deutlich  Gber 2
Schichten)

Die pathologischen Zeichen wurden anschlieRend im Einzelnen mit einem score
zwischen 0-3 bewertet (siehe Tabelle 10). Fur eine detailliertere Veranschaulichung
wurde zum Teil nach 0,5er Schritten bewertet. Dieser score und typische histo-

morphologische Auspragungen bei ASyS sind in Abbildung 6 veranschaulicht.
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Abbildung 6: Scores und histologische Merkmale

(A) zeigt beispielhaft drei verschiedene Schweregrade im ,overall severity score* (1-10 Punkte). Die
Muskulatur in (A1) ist mit 2 Punkten nur leicht, in (A2) mit 5 Punkten mittelstark und in (A3) mit der
maximalen Punktzahl von 10, stark betroffen.

In H.E. sieht man in (B1) eine in aufgelockertes und vermehrtes Bindegewebe (weilRer Stern)
eingebettete, durch abgerundete atrophe Fasern unterschiedlicher Kalibergrof3e (schwarze Pfeilspitzen)
charakterisierte, schwere Myopathie (Verhaltnis grote zur kleinsten Faser > 2:1). In der Gomori
Trichromféarbung stellt (B2) eine Muskelfasernekrose (weil3e Pfeilspitze) mit verminderter Zellgré3e und
scholligem Zytoplasma dar. Weil3e Sterne markieren Leukozyteninfiltrate. (B3) zeigt in der devMHC-
Farbung braunliche regenerative Fasern verminderter GroRe, mit zentralisierten blasigen Kernen
(schwarze Pfeilspitzen).

Gefal3pathologie bei ASyS sind in (C1/2) durch die MHC-II-Farbung dargestellt. Im Querschnitt des
gesunden Muskels sieht man pro Zelle 2-5 begleitende Kapillaren, diese fehlen in (C1) in ganzen
Arealen (weile Umrandungen). (C2) zeigt erweiterte Kapillaren (weil3e Pfeilspitzen). Die
Bindegewebspathologie (Fragmentierung) ist in (C3) durch eine kréftige perifaszikulare Reaktion mit
alkalischer Phosphatase (rot) veranschaulicht.
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(D1) zeigt eine diffuse sarkolemmale MHC-I-Hochregulation, dezent perifaszikular betont, wahrend die
MHC-II-Hochregulation in (D2) stark perifaszikular (weil3e Pfeilspitzen) akzentuiert auftritt. (D3) C5b-9
tritt physiologisch auf GefaRen und unspezifisch auf nekrotisierenden Fasern (weil3e Pfeilspitzen) auf.
Komplementaktivierung bei ASyS ist verstérkt, was sich durch eine deutliche Anfarbung auf dem
Sarkolemma perifaszikular gelegener Muskelfasern (schwarze Pfeilspitzen) zeigt

3.2.5 Elektronenmikroskopie

Um die Pathologie der  Aktinaggregation zu illustrieren,  wurden
elektronenmikroskopische Aufnahmen des Muskelgewebes durchgefihrt. Dazu
wurden die Muskelproben primar fir 48 Stunden bei 4° Cin 2,5 % Glutaraldehyd fixiert,
in 1 % Osmium(VIIl)-oxid nachfixiert und anschlieend in Kunstharz eingebettet. Die
aus den Kunstharzblocken gefertigten Ultradiinnschnitte wurden anschlieRend mit
Uranylacetat und Bleicitrat gefarbt. Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen
wurden mit dem Zeiss P902 Elektronenmikroskop hergestellt (Zeiss, Deutschland). Die
Aufarbeitung wurde von speziell geschultem Personal des Instituts flr

Neuropathologie der Charité durchgefihrt.

3.3 Analyse der Genexpression
Als Grundlage fur die im Folgenden beschriebenen Methoden dienten 30x10um dicke
Biopsatschnitte die im Kryostat geschnitten und in 1.5 ml Eppendorfgefal3en

gesammelt und nativ (also ohne weitere Fixierung) bei -80°C gelagert wurden.

3.3.1 RNA-Isolierung

Zur Isolierung der RNA wurde die Trizol/Chloroform-Methode nach Piotr Chomczynski
und Nicoletta Sacchi verwendet und nach Angaben des Herstellers gearbeitet
(Invitrogen, Carlsbad CA).

Zunachst wurde das Muskelgewebe mit peqGOLD® Trifast (Peqglab) homogenisiert.
Wahrend der 5-minitigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur kommt es in diesem
Schritt zu einer Zelllyse und Inaktivierung der RNasen durch Guanidinisothiocyanat,
sowie zu einer Losung von DNA und Proteinen durch Phenol.

Nach einem weiteren Inkubationsschritt mit 200ul Chloroform und anschlieBender
Zentrifugation (12.000g bei 4°C fur 10 Minuten) kommt es zur Phasentrennung. Die
obere wassrige und RNA-haltige Phase wurde im Anschluss mit 0,5 ul RNase freiem
Glykogen und 500pul Isopropanol zur Prazipitation in ein neues Reaktionsgefald
Uberfihrt. Nach 10-minutiger Inkubation und Zentrifugation (12.000g bei 4°C fir 10
Minuten) und Entfernung des Uberstands wurde das so entstandene gelartige RNA-

Pellet mit 75%igem Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert und der Uberstand erneut
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entfernt. Das RNA-Pellet trocknete dann 30min bei Raumtemperatur. Durch Inkubation
in 30pl RNAse freiem Wasser bei 56°C wurde die RNA resuspendiert und bei -80°C
weggefroren. Zur Uberpriifung des Reinheitsgrades (A260/280-Quotienten von 1.6-
2.1) sowie der Bestimmung der Konzentration der RNA wurde der Infinite M200
Microplate Reader mit der entsprechenden Software (i-control Tecan, Mannedorf,
Schweiz) genutzt.

3.3.2 RNA-Isolierung der nuklearen und zytoplasmatischen Fraktion

In dieser Methode wurde die nukleare und zytoplasmatische RNA getrennt
voneinander isoliert um im Weiteren die nukledre und zytoplasmatische
Genexpression der am Aktinshutteling beteiligten Molekulle gesondert zu untersuchen.
Die Isolation erfolgte mit dem SurePrep™ Nuclear or Cytoplasmic RNA Purification Kit
(Thermofisher, Waltham, Massachusetts, Vereinigte Staaten). Im ersten Schritt wurde
das Muskelgewebe mit dem sog. VWR® Disposable Pellet Mixer and Cordless Motor
(VWR International, Randon, PA, USA), mechanisch zerkleinert, dies fand auf
Trockeneis statt um ein Auftauen des Gewebes zu verhindern. Zur Homogenisierung
wurde das Gewebe mit 200l Lyselésung (10ul 3-Mercaptoethanol/1ml Lysis Solution
des Purification Kits) bei 4°C inkubiert, bis sich das Gewebe sichtbar aufgel6st hatte.
Danach wurde es in ein neues Reaktionsgefal? tberfuhrt und zur Phasentrennung fir
3 Minuten zentrifugiert (14.000g, bei 4°C).

Im Uberstand, der in ein weiteres ReaktionsgefaR tiberfuhrt wurde befand sich nun der
zytoplasmatische Anteil, wahrend im Ausgangsgefald das Pellet, mit dem nukleéren
RNA Anteil zurlick blieb, ab jetzt konnten die Fraktionen getrennt weiterbehandelt
werden.

Nach Inkubation der zytoplasmatische Fraktion mit 200ul und der nukleéren mit 400pl
Bindungslésung (10ul 3-Mercaptoethanol/Iml Binding Solution des RNA Purification
Kits) wurde zur Durchmischung 10 Sekunden gevortext. Beide Fraktionen wurden mit
200ul 100% Ethanol inkubiert und erneut 10 Sekunden gevortext und zur Abscherung
der genomischen RNA 5-10 mal durch eine 25G Kanile gespritzt. Es folgte die
Uberfiihrung in Filtergefale (Bestandteil des SurePrep™ Nuclear or Cytoplasmic RNA
Purification Kits), an deren harzbeschichteten Saulen die RNA nun mithilfe der
Bindungslésung und durch Zentrifugation (1 Minute bei 4°C, 14.000g) anhaftete.

Das Filtrat wurde in einem Gefald gesammelt und entsorgt. AnschlieRend folgten 3
Waschschritte mit 400ul Waschlésung (Bestandteil des SurePrep™ Nuclear or

Cytoplasmic RNA Purification Kits). Zwischen den Waschschritten wurde zweimal 1
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Minute und einmal 2 Minuten bei 14.000g zentrifugiert und das Filtrat anschlie3end
entsorgt.

Die Elution erfolgte durch einlegen der Filtergeféal3e in ein sauberes Sammelgefal3.
Nach der Inkubation in 50ul Elutionslésung (Bestandteil des SurePrep™ Nuclear or
Cytoplasmic RNA Purification Kits) folgte die Zentrifugation (2 Minuten bei 200g und 1
Minute bei 14.000g) zur Ablosung der RNA von den Harzsaulen.

Reinheitsgrad und Konzentration der RNA wurden wie in Abschnitt 3.3.1 mit dem
Infinite M200 Microplate Reader bestimmt und die RNA anschlielend bei -80°C

weggefroren.

3.3.3 cDNA Synthese

Um die isolierte RNA fur die gPCR nutzen zu kdnnen wurde die RNA zunachst mittels
der reversen Transkriptase enzymatisch in komplementdre DNA (cDNA)
umgeschrieben.

Zunachst wurde das DNAse free Kit (siehe Tabelle 7) verwendet, um kontaminierte DNA
und DNasen aus den RNA-Proben zu entfernen. Dazu inkubierten sie bei 37°C fir 30
Minuten in einem nach Herstellerangaben erzeugten Gemisch aus rDNase, DNase
Puffer und RNase freiem Wasser unter Verwendung von 2,2ug RNA pro Probe.

2,2 ug RNA + 5 ul DNase-Buffer (10x) + 1 pl rDNase + x pl H20 (Gesamtvolumen
50ul)

Um die rDNase-Reaktion zu stoppen wurde nach 30 Minuten eine im Kit enthaltene
Inaktivierungsreagenz verwendet (2 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur)
und anschlieRend bei 10.000g fiir 2 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefald Uberflhrt.

Zur Herstellung der cDNA wurde das High-Capacity cDNA Archive Kit (siehe Tabelle
7) verwendet und nach Angabe des Herstellers dem oben genannten Uberstand
(~50ul) weitere 50l eines Mastermix s.u. hinzugeftigt.

Mastermix bestehend aus:

10 ul 10x RT Puffer,10ul 10x RT Random Primer, 4 pl 25x dNTP Mix, 5 ul Reverse
Transkriptase und 21 pyl RNase-freiem Wasser.

Nach der Umschreibung wurde die cDNA bei -20°C aufbewabhrt.

Im Cycler (Tabelle 8) erfolgte daraufhin die Umschreibung in cDNA in folgenden Schritten:

1. 25°C 10 Minuten
2. 37°C 2 Stunden

3. 85°C 5 Sekunden
4. 4°C Hold
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3.3.4 Quantitative Real Time Polymerase Ketten Reaktion (QPCR)

Die Methode der quantifizierten Echtzeit PCR wurde im nachsten Schritt genutzt, um
die cDNA zu amplifizieren und gleichzeitig zu quantifizieren, sie beruht auf dem Prinzip
der konventionellen PCR. In dem Verfahren wurde das Expressionsniveau
verschiedener Gentranskripte (Tabelle 6) und eines endogenen Kontrollgens,
(Phosphoglyceratkinase 1, PGK1, Tabelle 6) analysiert. Dazu wurde das 5 -Nuklease
Verfahren auf einem ABI PRISM® 7900HT Fast Real-Time PCR System und ein
TagMan® Gene Expression Assay fur menschliche DNA (beides Applied Biosystems,
USA) verwendet. Gemessen wurde das Fluoreszenz-Signal der Reportersonden in der
exponentiellen Amplifikationsphase jedes PCR-Zyklus und dieses wurde zur
Quantifizierung benutzt.

Das Expressionsniveau der endogenen Kontrolle PGK1 war in allen untersuchten
Proben anndhernd gleich hoch und damit nicht vom Verlauf der verschiedenen
Erkrankungen beeinflusst.

Als Ausgang fiur die gPCR wurden je 20ng cDNA der TagMan FastStart Universal PCR
Master Mix, der TagMan Gene Expression Assay und Nuklease-freies Wasser
(Tabelle 7) zugefligt, sodass jeweils ein Endvolumen von 20ul entstand.

Die Durchfuihrung entsprach den folgenden Reaktionsbedingungen:

Tabelle 11: Reaktionsbedingungen der qPCR

Temperaturen Dauer Anzahl der Zyklen | Reaktionen
95° 20s 1 Initiale Denaturierung
95° 1s 45 Denaturierung
60° 20s 45 Primerhybridisierung und Elongation

3.3.5 Analyse und Auswertung

Die Bestimmung jedes Wertes (des Genexpressionslevels) (Tabelle 6) fur jede
Patienten DNA erfolgte dreifach. Dabei waren die Grundeinstellungen der Reaktion
(Tabelle 11) ebenso wie der Ct Wert (cycle of treshold-Wert) vorgegeben. Der Ct-Wert
ist die Zyklusanzahl, bei der das gemessene Fluoreszenzsignal zum ersten Mal die
zuvor gemessene Hintergrundfluoreszenz tberschreitet. Bei Amplifikation der DNA-
Menge in jedem Zyklus wird dieser Schwellenwerte desto schneller erreicht, je mehr
DNA zu Beginn in der Reaktion in der Probe vorhanden war. Das heif3t, der Ct Wert ist
umgekehrt proportional zur Menge der Ausgangs-DNA. Um eine relative
Quantifizierung darzustellen wurde mit dem ACT (= Ct — Ct der endogenen Kontrolle)

ein Bezug der Zielantigene betroffener Patienten zu der in Abschnitt 4 beschriebenen
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immer gleichmali3ig exprimierten endogenen Kontrolle hergestellt und in Relation zu
dem Genexpressionsniveau nicht betroffener Patienten der Gruppe der
Normalkontrollen (Kalibrator) (AACt = ACt sample - ACt normal control) gesetzt. Die
relative Differenz des Genexpressionsniveaus (RQ-Wert) zwischen der DNA
betroffener Patienten und dem Kalibrator, ergab sich aus den AACt-Werten und der
Formel 2-24CT, Berechnet wurde dies mit der software SDS 2.4. und dem Relative
Quantification (RQ) Manager 1.2.1.

3.4 Statistische Auswertung

Mit dem Programm GraphPad Prism 5.0.2 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA)
konnten die RQ-Werte der Patientengruppen statistisch verglichen und anschlie3end
graphisch dargestellt werden. Dazu diente der parameterfreie H-Test nach Kruskal
und Wallis mit anschlie@Render Dunn Korrektur. Die Darstellungen zeigen den
Mittelwert £ SEM und die p-Werte, die unterhalb des Signifikanzniveaus lagen. Dieses
wurde auf 5 % (*), 1 % (**) bzw. 0,1 % (***) festgesetzt und in den Graphiken so
gekennzeichnet. Der Mittelwert + SEM ist in den Graphiken als Strich parallel zur y-
Achse gekennzeichnet. RQ-Werte wurden logarithmisch und ACT-Werte auf inverser

Achse veranschaulicht.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Zusammenfassung der klinischen Daten im Vergleich

In Tabelle 12 sind die klinischen, laborchemischen und epidemiologischen
Charakteristika von 39 Patienten mit ASyS im Vergleich zu 8 Normalkontrollen/non
disease controls (NDC) dargestellt. Einschlusskriterium fur die jeweiligen Gruppen war
der positive Antikorpernachweis eines der drei ARS Anti-PL-7, -PL-12 oder -Jo1 (siehe
3.1.1). Die Altersspanne aller Betroffenen reichte von 23-78 Jahren. Im Mittel waren
Anti-PL-7* Patienten (n=10) und Anti-Jo1* Patienten (n=16) 58 Jahre, Anti-PL-12"-
Patienten (n=13) 55 Jahre. Das durchschnittliche Alter der NDC lag bei 32 Jahren. Die
Geschlechterverteilung der Anti-PL-7* Patienten zeigte sich ausgeglichen (50:50),
wahrend in den Kohorten Anti-PL-12* und Anti-Jo1* Getesteter die Anzahl der Frauen
durchschnittlich etwas hoher lag (PL-12: 61,5%, Jo1: 68,7%).

75% aller Patienten hatten bereits langere Zeit vor dem Datum der
Muskelbiopsieentnahme Beschwerden. Bei allen drei Gruppen waren sie jedoch haufig
<1 Jahr bestehend. Sowohl in der PL-7- als auch der Jol-Kohorte gab es zwei
Patienten, die schon >1 Jahre jedoch <5 Jahren symptomatisch waren. Ein Patient
(Anti-PL-7*) starb sieben Wochen nach Therapiebeginn mit Rituximab. Sonst sind
keine weiteren Todesfalle bekannt.

Es gab in jeder der drei Gruppen Patienten, die keine subjektive Muskelsymptomatik
zeigten. Der Anteil dieser Patienten war mit 40% in der PL-7-Fraktion am grof3ten, in
30% dieser Falle waren die CK-Werte allerdings oberhalb der Norm. In der Jo1-Gruppe
waren mit 88% die meisten Patienten muskular beeintrachtigt. Mit einem Anteil von
19% war in der Jol-Kohorte am haufigsten ausschlief3lich die Muskulatur betroffen,
neben 10% in der PL-7- und 8% in der PL-12-Gruppe. Dazu passend waren bei Anti-
Jol* Patienten gehauft CK-Wert-Erhéhungen um das ~20-fache (>3.000 U/I) der Norm
(180 U/l) gemessen worden, wahrend der Wert in den beiden anderen Gruppen
vorwiegend im Bereich 1-facher bis 10-facher Erh6hung lag (Mittelwert aller Patienten
4.600 U/l). Auch war der Anteil >20-facher CRP-Werterhéhung (>10mg/dl) in der Jo1-
Gruppe ca. doppelt so hoch wie in den beiden anderen Gruppen.

Eine Haufung isoliert auftretender Lungenbeteiligung bei Anti-PL-12*- und Anti-PL-7*
Patienten konnte in dieser Arbeit nicht festgestellt werden und war mit nur 8% unter
allen AsyS-Patienten (je ein Patient pro Gruppe) selten. Insgesamt war eine
Beteiligung der Atemorgane bei den Anti-PL-7* und Anti-PL-12" Patienten mit jeweils

~50% héaufiger als bei Anti-Jol1* Patienten (31%). In Kombination mit muskularen
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Beschwerden trat die ILD bei 46% der Anti-PL-12"-Patienten, gefolgt von 40% der Anti-
PL-7* Patienten und bei 25% der Anti-Jol1* Patienten auf. Muskuldre Symptome in
Kombination mit anderen extramuskularen Symptomen (Haut-, Gelenk-,
Herzbeteiligung, Gewichtsverlust, Mudigkeit, Fieber, Raynaud-Syndrom) traten bei
Anti-Jol1* Patienten in 44%, bei Anti-PL-12* Patienten in 46% und bei Anti-PL-7*
Patienten in 40% der Falle auf. Bei Anti-Jo1™ Patienten war eine Beteiligung der
Gelenke haufig, mit 50% im Vergleich zu jeweils 30% in den anderen beiden Gruppen.
Neoplasien kamen bei zwei Patienten der PL-12-Kohorte vor, in beiden Fallen lag das
Ereignis >10 Jahre in der Vergangenheit und kann daher nicht mit ASyS in
Zusammenhang gebracht werden. Entztindliche Herzbeteiligung konnte insgesamt bei
18% festgestellt werden, bei einem Patienten der PL-7-Gruppe und jeweils drei
Patienten der anderen beiden Gruppen. Hautbeteiligung, Gewichtsverlust, Mudigkeit,
Fieber, Schluckstdérung oder das Raynaud-Syndrom waren in den drei Gruppen etwa
gleich haufig (~13%). Entziindungen der Haut die sogenannten Mechaniker Hande,
die mit Rhagaden und Fissuren der radialseitigen Finger und Handinnenflachen
verbunden sind und auch an den FufRen vorkommen kénnen wurden bei ca. 20% der
Erkrankten gesehen mit einer Pradominanz in der Jol-Kohorte. Davon zu
unterscheiden sind die klassischen Hauterscheinungen bei Dermatomyositis
(Gottron’s Papeln, livides Erythem, Odeme der Lider, V-sign, shawl-sign) die eines der
Diagnosekriterien fir DM sind. In allen drei Patientengruppen waren Dermatomyositis-
typische Hautphdnomene ein seltenes Ereignis. In der PL-7- (20%) und PL-12-Gruppe
(23%) waren sie etwas haufiger als in der Jo1-Gruppe (13%). Der Nachweis ASyS-
unabhéngiger MSA wie SS-A/Ro52 oder PM-Scl100 korrelierte weder mit dem
Auftreten spezifischer ARS noch mit einem schwereren Krankheitsverlauf oder
héheren CK-Werten. Aufgrund der Streuung bei stark verminderter Fallzahl (siehe
3.1.2), konnte in der statistischen Erhebung leider keine Signifikanz erreicht werden.

Therapeutisch wurde am haufigsten mit Glukokortikoiden gearbeitet. Der Einsatz einer
zusatzlichen Therapie mit DMARDs war in der PL-7-Gruppe (50%) hoher als in der
PL-12- (23%) oder in der Jo1-Gruppe (37%). Benutzt wurden hier haufig Methotrexat,
Cyclophosphamid, Azathioprin aber auch Rituximab und Mycophenolat-Mofetil. In vier

Fallen wurde bei Patienten eine intravenése Immunglobulintherapie durchgefuhrt.
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Alle klinischen Daten sind auch in Tabelle 12 noch einmal zusammengefasst:

Tabelle 12: Klinische Daten

Aufgelistet sind allgemeine klinische Daten wie Geschlecht und Alter, laborchemische Befunde wie der
Nachweis von Antikdrpern, CK-Werterh6hung und CRP-Werterhdhung. Des Weiteren wird der zeitliche
Bezug zwischen Auftreten von Symptomen und Biopsieentnahme und verschiedene mit ASyS
assoziierte Symptome an sich dargestellt. Zudem wird die prozentuale Haufung innerhalb der Gruppen
aufgezeigt. Wichtig ist anzumerken, dass die Symptome in der NDC-Gruppe rein subjektiver Genese
sind und nach erfolgter Biopsie ohne pathologischen Hintergrund zu werten sind.

PL-7 PL-12 Jol NDC (n=8)
(n=10) (n=13) (n=16)

Mittleres Alter bei Biopsie 58 55 58 32

Geschlecht Q 50% (5) 62% (8) | 69% (11) = 37% (3)
g 50% (5) 38% (5) | 31% (5) 63% (5)

Weitere Antikorper 40% (4) 38% (5) 25% (4) -

Vorhanden?

CKin U/l Normal 10% (1) 8% (1) - 50% (4)
<10fach erhéht 60% (6) 46% (6) 19% (3) -
>10fach erhoht 20% (2) 8% (1) 6% (1) -
>30fach erhdht 10% (1) 31% (4) | 44% (7) -
Unbekannt - 8% (1) = 31% (5) 50% (4)

CRP in mg/dl <10fach erhoht 60% (6) 62% (8) 50% (8) | 100% (8)
>10fach erhoht - 23% (3) - -
>20fach erhoht 20% (2) 15% (2) @ 37% (6) -
Unbekannt 20% (2) - 33% (2) -

Symptombeginn vor <1 Jahr 60% (6) | 77% (10) | 46% (9) 26% (2)

Biopsie >1 Jahr 20% (2) - - -
>5Jahr - - 33% (2) 37% (3)
Unbekannt 20% (2) 23% (3) | 31% (5) 37% (3)

Symptome Muskelsymptome 60% (6) | 84% (11) 88% (14) 88% (7)

Schmerz 60% (6) | 77% (10) | 75% (12) @ 75% (6)

Schwéche 50% (5) 62% (8) | 46% (9) 37% (3)
ILD 50% (5) 54% (7) | 31% (5) -
Hautbeteiligung 20% (2) 39% (5) 50% (8) -
MH* 20% (2) 23% (3) 13% (2)
DM-Symptome** 20% (2) 23% (3) 13% (2) -
Raynaud 20% (2) 15% (2) 25% (4) -
Herzbeteiligung 10% (1) 23% (3) 19% (3) -
Arthritis 30% (3) 30% (4) 50% (8) -
Fieber 30% (3) 39% (5) 6% (1) -
Dysphagie 10% (1) 8% (1) 6% (1) -
Gewichtsverlust 10% (1) 31% (4) 12% (2) -
Neoplasie - 15% (2) - -

Therapie Cortisol 50% (5) 62% (8) 46% (9) -
DMARDs 50% (5) 23% (3) | 37% (6) -

*  Mechaniker Hande )
**  Gottron’s Papeln, livides Erythem, Odeme der Lider, V-sign, shawl-sign

4.2 Histologische Charakteristik der Autoantikdrpergruppen

4.2.1 Grundsatzliche Myopathologie bei ASyS

Von insgesamt 33 Skelettmuskelbiopsien der ASyS-Patienten wurden konventionell
histologische und immunhistochemische Farbungen angefertigt. Davon wurden 9
Patienten positiv auf Anti-PL-7-, 13 positiv auf Anti-PL-12- und 11 positiv auf Anti-Jo1-

Autoantikorper getestet.
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Histomorphologische und ultrastrukturelle Untersuchungen der Skelettmuskulatur
ergaben in allen drei Gruppen bezuglich folgender Merkmale ein einheitliches Bild:
Betont auf perifaszikulare Bereiche und Regionen nahe dem Perimysium sieht man in
der H&E- und GOmori-Trichrom-Farbung atrophe, neben normal grof3en und
hypertrophen und im Querschnitt abgerundete Muskelfasern mit teilweise
internalisierten Zellkernen (Abbildung 7 A1-B3). Diese Areale sind zusatzlich
durchzogen von teils nekrotischen Fasern (Abbildung 7 A2-3, B1-3 und Abbildung
6 B2). In dieser Lokalisation befinden sich einige Fasern in Regeneration, in
Abbildung 7 A-C und Abbildung 8 D illustriert z.B. durch die CD56 Farbung. In der
GOmori-Trichrom-Farbung und der alkalischen Phosphatase-Reaktion (Abbildung 7
A1-3, C1-3) erscheint das interstitielle Bindegewebe des Peri- und Endomysiums
aufgelockert und stark fragmentiert. In der Elastika-van-Gieson-Farbung sieht man ein
verbreitertes, ddematds fibrosiertes Perimysium (Abbildung 7 D). COX-defiziente
oder schwach angefarbte Fasern sind in keinem Préparat der AsyS-Patienten zu
sehen (Abbildung 7 E). Es gibt keinen Nachweis von sog. "punched-out* Vakuolen.

Die Verteilung und die Quantifizierung regenerativer Fasern wurde zusatzlich
untersucht (Abbildung 8 E, F). Hierzu wurden Antikérperfarbungen gegen
,developmental® und ,neonatal® Myosin heavy chain (dev/neoMHC-Farbung),
entsprechend der embryonalen und fetalen Isoform der schweren Kette des Myosins
verwendet.

Perivaskular sowie peri- und endomysial infiltrieren Makrophagen, T- und B-
Lymphozyten sowie Plasmazellen das Gewebe. Kapillaren zwischen den
Muskelfasern sind teils erweitert oder fehlen vereinzelt oder in gréf3eren Arealen.
Zytoplasmatische Strukturanomalien wie Target- oder targetoid-Fasern, geranderte
Vakuolen oder ragged red/blue Fasern sind nicht zu finden. Immunhistochemisch ist
mit der Cb5b-9-Antikérper-Farbung in perivaskuldaren und in perifaszikuléaren
Muskelfasern sarkolemmal Komplementaktivierung sichtbar gemacht (siehe
Abbildung 8 C1-3 und Abbildung 6 D3). Diese ist teils besonders kraftig in der
Umgebung nekrotischer Fasern erkennbar. Komplement (C5b-9) auf Kapillaren konnte
in keinem Fall beobachtet werden. HLA-ABC- und HLA-DR-positive Myozyten sind
betont in perifaszikularen Regionen, aber auch flachig den ganzen Faszikel betreffend
(insb. HLA-ABC) anfarbbar (siehe Abbildung 8 A1-3, B1-3 und Abbildung 6 D1-2).
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Abbildung 7: Histologische Farbungen des Muskelgewebes bei ASyS

In (A-C) sieht man Biopsien der Patientengruppen PL-7 (A1, B1, C1), PL-12 (A2, B2, C2) und Jol (A3,
B3, C3) in unterschiedlichen histologischen Farbungen. Atrophe abgerundete Muskelzellen mit
variierendem Faserkaliber (schwarze Pfeile) sind in GOmori-Trichrom- (A1-3) und H.E.-Farbung (B1-3)
dargestellt. Regenerierende Fasern geringerer Gro3e, mit teils basophilem Zytoplasma, internalisierten
Kernen und sichtbaren Nukleoli (weiRe Pfeilspitze) sind in Reihe A und B neben nekrotisierenden Zellen
verminderter GroRe mit teils scholligem Zytoplasma (schwarzer Stern) und Leukozteninfiltraten (weil3er
Stern) zu sehen. Fragmentiertes Bindegewebe ist in Reihe (A, B) mit schwarzen Pfeilspitzen markiert
und erscheint in Reihe (C) durch die alkalischen Phophatase Reaktion in Rot (weil3e Pfeilspitzen). In
Abbildung (D) sieht man mit schwarzen Pfeilen markierte fibrotische Areale gefarbt mit Elastika-van-
Gieson. COX-defiziente Fasern fehlen in allen Patientengruppen, in (E) exemplarisch dargestellt (Jo1*).
(F) stellt in der Elektronenmikroskopie die fir ASyS typischen nukledren Aktineinschliisse (wei3e
Umrandung) dar.
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Abbildung 8: Immunhistochemisch gefarbtes Muskelgewebe

In (A-C) sieht man immunhistochemische Farbungen der Patientengruppen PL-7 (A1, B1, C1), PL-12
(A2, B2, C2) und Jol (A3, B3, C3) unterschiedlichen Schweregrades. Die MHC-I-Farbung (A 1-3) zeigt
sich diffus und verschieden stark ausgepragt, mit Akzentuierung im perifaszikuléaren Bereich (schwarze
Pfeilspitzen): semiquantitativer Score | (A2), Score Il (A1) und Score Il (A3). Auch MHC-II (B1-3, F)
wird perifaszikular betont (schwarze Pfeilspitzen) in unterschiedlicher Auspragung in den Gruppen
exprimiert: semiquantitativer Score | (B2), Score Il (B1) und Score Il (B3). Kapillare Verluste kommen
vereinzelt (B2), gehauft (B3) oder in flachigen Arealen (B1: weil3e Begrenzunglinien) vor. Erweiterte
Kapillaren sind MHC-II" und mit weil3en Pfeilspitzen markiert in Abbildung (F) zu sehen.
Komplementaktivierung (C1-3) ist auf dem Sarkolemm ebenfalls perifaszikular betont und in
unterschiedlicher Starke durch die C5b-9-Farbung dargestellt (schwarze Pfeilspitzen): semiquantitativer
Score | (C1), Score Il (C2) und Score Ill (C3). CD56* Fasern (D) und Fasern die neonatales Myosin
exprimieren (E) zeigen braunlich gefarbte, in Regeneration befindliche Muskelzellen.
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4.2.2 Autoantikdrperspezifische Besonderheiten

Vergleicht man die drei Patientengruppen in den Standardfarbungen H&E und Gomari-
Trichrom zun&chst im 'overall severity score’, der den jeweiligen Schweregrad der fur
ASYyS spezifischen Muskelpathologie auf einer Skala von 1-10 Punkten widerspiegelt,
erkennt man, dass Anti-Jo1* Patienten tendenziell starker betroffen sind. In dieser
Gruppe wurden in Uber 50% der 11 Biopsien Werte > 6 vergeben, wahrend die
Patienten in den beiden anderen Gruppen in Uber 50% einen score < 5 hatten. Zudem
war in der PL-12-Gruppe keiner und der PL-7-Gruppe nur ein Patient mit einem score
Uber 7 eingeschéatzt worden (siehe Abbildung 9). Eine statistische Signifikanz kommt

aufgrund der Streuung jedoch nicht zustande.
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Abbildung 9: Bewertung der Myopathie bei ASyS Uber den sog. ,,Overall Severity Score*
Abgebildet sind die drei Antikdrpergruppen (PL-7, PL-12, Jol). Der allgemeine Schweregrad der
Myopathie wurde semiquantitativ erhoben (1-10 Punkte, genaue Einteilung siehe Methodenteil 3.2.4).
Die am starksten betroffene Gruppe sind Anti-Jo1* Patienten, die im Schnitt einen Score von 6 erreichen
(Spanne 3-10). Ahnlich stark betroffen sind Anti-PL-7* Patienten mit einem ,0SS“ von durchschnittlich
5. Etwas weniger schwer sind PL-12*-Patienten, welche im Schnitt am haufigsten einen Score von 4
erreichten. Fur die Auswertung des Scores mittels GraphPad Prism 5.0.2 wurde der Kruskal-Wallis Test
mit anschlieender Dunn Korrektur durchgeftihrt. Die Darstellung zeigt den Mittelwert + SEM und das
Signifikanzniveau wurde auf 0.05 (*) festgesetzt, welches hier nicht erreicht wurde.

Die histomorphologischen Merkmale fur Atrophie, Nekrose oder Regeneration in den
Muskelfasern waren bei der Jol-Kohorte, ahnlich dem sog. “overall severity score’,
starker ausgepragt. Vor allem Anzeichen der Regeneration und Atrophie zeigten in
den Biopsien der Jol-Falle eine mittlere bis starke Auspragung (Abbildung 10). Von
Nekrose durchzogene perifaszikulare und perimysiale Areale waren ebenfalls bei Anti-
Jol* Patienten etwas haufiger. Anti-PL-12* Patienten waren bildmorphologisch vor
allem in Hinsicht auf Regeneration und Nekrosen oft nur gering betroffen, ohne dass
sich dies durch geringere Muskelbeteiligung (insgesamt 84%) begrinden liel3e. Auch

in den immunhistochemischen dev/ineoMHC-Farbungen wird dies augenscheinlich.
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Abbildung 8 E und Abbildung 6 B3, zeigen die Merkmale in verschiedenen
histologischen Farbungen des Muskelgewebes. Eine statistische Signifikanz kommt

aufgrund der Streuung jedoch nicht zustande.

34 n o0 oma n ooo i | | [aminm} B PL7
! o PL12
™ o i 0 3 Jo1
o i
3 |
n 24 oo ER 00 O\ i EHEER OO oOm
2 ;
£ i
m i
= i
g 11 EER 010 @S0 i% (u]a] i L] | (5] 5]
@ i
n i [m]m]
0 T T T
\ Atrophie Nekrose Regeneration /

Abbildung 10: Auspragung von Atrophie, Nekrose und Regeneration der Muskelzellen bei ASyS
Fur die Auspragung der histomorphologischen Merkmale wurden je 0-3 Punkte vergeben. Die Jol-
Gruppe prasentierte in allen drei Attributen die héchsten Punktzahlen, wahrend sich die beiden anderen
Gruppen in der Auspragung ahnlich waren. Die Nekrose ist bei Anti-PL-12* Patienten etwas reduziert,
jedoch wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt. Fiir die Auswertung
der Scores mittels GraphPad Prism 5.0.2 wurde der Kruskal-Wallis Test mit anschlie3ender Dunn
Korrektur durchgefiihrt. Die Darstellung zeigt den Mittelwert £+ SEM und das Signifikanzniveau wurde
auf 0.05 (*) festgesetzt und in dieser Graphik nicht unterschritten.

Vaskulare Pathologie im Sinne erweiterter Kapillaren betrafen alle Gruppen
gleichermal3en. Ein Fehlen von Kapillaren in ganzen perifaszikularen Arealen war
hingegen vor allem bei Anti-PL-7* Patienten, aber auch bei Anti-PL-12* Patienten
haufiger vorhanden als bei Anti-Jol* Patienten. Anti-PL-7* Patienten unterschieden
sich dabei signifikant von Anti-PL-12* Patienten (p<0.01). Die GefalR3patholgie ist in
der MHC-II-Farbung in Abbildung 8 B1-3, F und Abbildung 6 C1-2 illustriert,
wahrend fragmentiertes Bindegewebe in Abbildung 6 C1-3, D und Abbildung 6 C3
zu sehen ist. Aufgelockertes peri- und endomysiales Bindegewebe sah man
gleichermal3en bei Anti-PL-7* und Anti-Jo1* Patienten, wahrend Anti-PL-12* Patienten
weniger von Fragmentierung des Bindegewebes betroffen waren (Abbildung 11). Am
haufigsten war endomysiale Fibrose und perimysiale Pathologie in den Biopsien der
Anti-PL-7* Patienten zu sehen (78%), gefolgt von 73% in der Jo1- und 62% in der PL-
12-Gruppe.
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Abbildung 11: GefalR— und Bindegewebepthologie bei ASyS

Statistische Gegenlberstellung der drei Antikérpergruppen (PL-7, PL-12, Jol). Im Schweregrad
erhoben durch einen semiquantitativen Punktescore ist die PL-7-Gruppe in den Attributen kapillares
Defizit und Fragmentierung mehr betroffen, wahrend bei der PL12-Gruppe am héaufigsten erweiterte
Kapillaren gefunden werden kdnnen. Fir die Auswertung der Scores mittels GraphPad Prism 5.0.2
wurde der Kruskal-Wallis Test mit anschlieBender Dunn Korrektur durchgefuihrt. Die Darstellung zeigt
den Mittelwert + SEM und das Signifikanzniveau wurde auf 0.01 (**) festgesetzt.

Hochregulation von MHC-I- und MHC-II-Molekilen auf dem Sarkolemm von
Muskelfasern im perifaszikularen Bereich des Muskels war in allen drei
Patientengruppen zu sehen (80-90% aller Patienten). Eine flachige Farbereaktion von
Teilen ganzer Faszikel in der MHC-I-Farbung war bei Jo1-Fallen am haufigsten (37%
hatten einen Punktescore von 3), wohingegen die Farbereaktion in den beiden
anderen Gruppen in mehr als 60% mittelstark ausgepragt war. Lediglich in der PL-12-
Kohorte gab es Patienten, die keine Hochregulierung des Oberflachenmarkers zeigten
(~20%). In der MHC-II-Farbung war die Anzahl stark reagierender Biopsien in den drei
Gruppen gleich haufig. In den PL-7- und Jol-Fraktionen waren mittelstarke
Farbereaktionen am haufigsten. MHC-1l1 war bei PL-12 Uberwiegend nicht oder nur
gering hochreguliert. Die C5b-9-Farbung war in etwa 50% der PL-7/-12-Biopsien
negativ, wahrend die restlichen Patienten eher mittelgradig ausgepragte
Komplementaktivierung zeigten. Unter den Anti-Jol* Patienten war eine stark
ausgepragte Komplementaktivierung am haufigsten und die Farbung war insgesamt

nur bei drei dieser Patienten sarkolemmal negativ (Abbildung 12).
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Abbildung 12: MHC-I-, MHC-II-Expression und Komplementaktivierung bei ASyS

Die Biopsien der drei Kohorten wurden hinsichtlich der Expression der Oberflachenmarker verglichen
(0-3 Punkte). In der Jo1-Gruppe waren alle drei Merkmale am starksten ausgepréagt, wahrend Anti-PL-
7* Patienten meist mittelstark betroffen waren. Anti-PL-12"-Patienten zeigen allgemein eine weniger
starke Expression der Oberflachenmarker, dies sticht besonders in der Komplementaktivierung (C5b-9)
hervor. Fur die Auswertung der Scores mittels GraphPad Prism 5.0.2 wurde der Kruskal-Wallis Test mit
anschlieBender Dunn Korrektur durchgefuhrt. Die Darstellung zeigt den Mittelwert + SEM und das
Signifikanzniveau wurde auf 0.05 (*) festgesetzt, welches hier nicht erreicht wurde.

4.3 Immunzellinfiltrate und Skelettmuskelinflammation

Um das entzindliche Infiltrat, das in den Standardfarbungen bereits gesehen wurde,
spezifischer zu untersuchen, wurden diese in den POD-Farbungen mit Antikdrpern
gegen die typischen Oberflachenmolekile der Immunzellen sichtbar gemacht und
lokalisiert. Wie in 1.2.6.1 beschrieben, geht eine Migration von Immunzellen mit der
Ausschittung von Chemokinen, Zytokinen und der Aktivierung verschiedener
intrazellularer Signalwege einher. Um diesen Vorgang und den zugrundeliegenden
Pathomechanismus weiter aufzuschlisseln, wurde zusatzlich eine mdogliche,

immunologisch aberrante Regulation auf molekularer Ebene untersucht.

4.3.1 Panleukozytare Infiltrate

Zur ersten Charakterisierung des Infiltrates wurden Zellen, die den
Panleukozytenmarker CD45 exprimieren, gefarbt. Mittels dieser Farbung sind bei allen
33 Patienten Leukozyten im Muskelgewebe gefunden worden. Bei 45% waren 0-4
Zellen pro Gesichtsfeld sichtbar, bei weiteren 45% 4-20 Zellen und bei 10% waren
Cluster von >20 Zellen pro Gesichtsfeld zu sehen. Die Cluster kamen ausschlie3lich
bei der Jol-Gruppe (27% der Patienten) vor. In den PL7-Biopsien waren meist
Ansammlungen von 4-20 Zellen pro Gesichtsfeld, bei der PL12-Gruppe hingegen in
Uber 50% nur 0—4 Zellen pro Gesichtsfeld zu sehen Abbildung 13 B1-3, D.
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In einem weiteren Schritt wurden die einzelnen Zelltypen néher charakterisiert.
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Abbildung 13: Immunhistochemische Farbung von Leukozyteninfiltraten bei ASyS

Abbildungen (A-C) stellen immunhistochemische Farbungen der Patientengruppen PL-7 (Al, B1, C1),
PL-12 (A2, B2, C2) und Jol (A3, B3, C3) gegenuber. CD8*-Zellen (A 1-3), CD45*-Zellen (B 1-3) und
CD68*-Zellen (C 1-3) wurden in unterschiedlicher Anzahl in den Gruppen gefunden: semiquantitativer
Score | (A1, B1, C1), Score Il (A2, B2, C2) und Score lll (A3, B3, C3). Auffallig wird, dass in allen
Farbungen, Schweregraden und Patientengruppen die Infiltrate hauptséchlich im peri- und
endomysialen Bindegewebe (schwarze Pfeilspitzen) und perivaskular (weil3e Pfeilspitzen) vorkommen.
Fir die Auswertung der Scores (D) mittels GraphPad Prism 5.0.2 wurde der Kruskal-Wallis Test mit
anschlieBender Dunn Korrektur durchgefiihrt. Die Darstellung zeigt den Mittelwert + SEM und das
Signifikanzniveau wurde auf 0.05 (*) festgesetzt.
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4.3.2 Makrophageninvasion und veranderte Th2-Aktivierung

Der Hauptteil der infiltrierenden Zellen konnte bei allen Patienten als CD68*-Zellen,
d.h. im Wesentlichen als Makrophagen identifiziert werden. Wéahrend sich in der PL-7-
und PL-12-Kohorte selten (<10%) eine starke perivaskulare sowie peri- und
endomysiale Anfarbung von Makrophagen finden lie3, konnte dies bei 30% der Jo1-
Falle festgestellt werden. Anti-PL-7* und Anti-PL-12* Patienten zeigten &hnlich haufig
weniger starke, aber immer noch deutliche Infiltrate in perifaszikularen und
endomysialen Bereichen, wahrend ca. ein Drittel der Anti-PL-12" Patienten haufig nur
leicht betroffen waren (Abbildung 13 C1-3, D).

Zur Einschatzung der Polarisierung der Makrophagen wurden auf3erdem
unterschiedliche Marker auf Genebene untersucht. Mit der Ermittlung der M2-Marker
(antiinflammatorisch und immunregulierend), des IL-4R (Interleukin-4-Rezeptor) und
des Mannoserezeptors CD206 (Cluster of Differentiation 206, MRC1) in der gPCR
wurde geprift, ob eine antiinflammatorische Aktivierung von Makrophagen in Biopsien
von ASyS vorliegt. Weiterhin wurde die Expression von dem auf Th2-Lymphozyten
vorhandenen Chemokinrezeptor CCR3 und dessen Ligand CCL17 untersucht. Da T-
Zellen durch IL-4, welches am Rezeptor IL-4R bindet, zur Differenzierung zu Th2-
Zellen aktiviert werden, wurden sie ebenfalls auf ihre Genexpression hin untersucht.
Um diese Differenzierung auf Transkriptionsebene zu klaren, wurden auch die
intrazellularen Transkriptionsfaktoren STAT3 und STATG6, sowie die Expression von
TGFB beurteilt.

Der IL-4-Rezeptor, an den das Th2-induzierende Zytokin IL-4 bindet, ist auf Genebene
statistisch signifikant und im Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe in den
Gruppen PL-7 (p<0,01) und PL-12 (p<0,01) hochreguliert. Ebenso heben sich Anti-PL-
7* (p<0,01) und Anti-PL-12* Patienten (p<0,01) durch erhdhtes Vorhandensein des
ILAR signifikant von der Jo1-Gruppe ab, wahrend die Anti-Jo1* Patienten ein zur NDC-
Kohorte koharentes Expressionsniveau von Th2 und M2 Markern prasentiert
(Abbildung 14 B). Zudem wurde erhoben, dass der Ligand IL4, der neben IL13 eine
Bindung mit eben genanntem Rezeptor eingeht, bei allen drei Patientensubgruppen
gar nicht messbar ist. Eine ahnlich veranderte Reaktion wie IL4R zeigt TGFB. Wahrend
eine statistisch signifikant verstarkte Expression bei Anti-PL-7* (p < 0,001) und Anti-
PL-12* Patienten (p < 0,01) besteht, verhalt sich der GrofR3teil der Anti-Jo1* Patienten
unverandert zu den Normalkontrollen (Abbildung 14 B). Auch bei diesem Marker sieht

man zwischen der PL-7- und der Jol1l-Gruppe einen signifikanten Unterschied (p <
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0,05) der Regulierung. STAT3 und STAT6 zeigen sich in ihrer Genexpression im
Vergleich zu den Normalkontrollen ebenfalls signifikant gesteigert, wobei STAT3 in
der PL-7 (p <0,01) und PL-12 (p <0,01) und STAT6 nur in der PL-7 Gruppe (p < 0,01)
verstarkt exprimiert wird, wahrend in der Jol Gruppe zwar beide Marker leicht
hochreguliert sind, hierbei jedoch nicht statistisch signifikant (Abbildung 14 A).
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Abbildung 14: Quantitative PCR-Analyse von Genen der Th2-Zell- und Makrophagenregulation
(A) zeigt die fur die intrazellularen Signalwege bedeutenden Transkriptionsfaktoren STAT3 und STATS6,
die bei der PL-7— und PL-12-Kohorte im Vergleich zu NDC verstarkt hochreguliert sind. Signifikanz
erreichen dabei PL-7 und PL-12 fir STAT3 und PL-7 fur STAT6. (B) Die Interleukine TGFSB und IL4R
sind in der PL-7 und PL-12 Kohorte signifikant verstarkt exprimiert im Vergleich zu NDC. Bei Jo1 ist
lediglich TGFgS leicht erhdht exprimiert. Sowohl PL-7 als auch PL-12 unterscheiden sich in der IL4-
Expression signifikant von Jol. Die Marker fir die Makrophagendifferenzierung (C) sind in allen
Gruppen im selben Level wie NDC exprimiert. Fir die Quantifizierung der mRNA Transkripte, mittels
GraphPad Prism 5.0.2, wurde der Kruskal-Wallis Test mit anschlieRender Dunn Korrektur durchgefihrt.
Die Darstellung zeigt den Mittelwert + SEM und das Signifikanzniveau wurde auf 0.05 (*), 0.01 (**),
0.001 (***) festgesetzt.
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Der Endozytoserezeptor CD206, der Makrophagen u.a. dazu aktiviert, Debris der
Umgebung abzurdumen und Fibroblasten aktiviert, stellt sich in der
Genexpressionsanalyse bei allen Gruppen im Vergleich zu den Normalkontrollen leicht
Uberexprimiert dar. Der Unterschied erreichte keine Signifikanz und untereinander
ahnelten sich die Gruppen in der Verteilung. Auch der Chemokinrezeptor CCR3, der
u.a. auf T-Lymphozyten vorkommt, war in allen drei Gruppen gleichmafig leicht
oberhalb der Normalkontrollen exprimiert, ohne damit Signifikanz zu erreichen,
wéhrend der zu CCR3 passende Liganden CCL17, der eine Th2-Differenzierung der
T-Zellen bewirkt, in allen drei Gruppen ein im Vergleich zur Norm deutlich erhohtes
Genexpressionsniveau zeigte (Abbildung 14 C).

4.3.3 T-Zellen und verédnderte Th1l-Aktivierung

Da in der Vergangenheit das Vorkommen zytotoxischer T-Zellen in entziindetem
Muskelgewebe ASyS-Betroffener in einigen Arbeiten thematisiert wurde, ist auch hier
eine immunhistochemische Lokalisierung dieser Zellen vorgenommen worden.58°
94% aller Patienten zeigten Infiltrate zytotoxischer CD8+ T-Zellen. In 51% aller ASyS-
Félle sah man 0—4 Zellen pro Gesichtsfeld, in 27% 4-20 Zellen und in 16% kamen sie
in Clustern von >20 Zellen vor. Auch hier konnten mit 36% aller Patienten, die
Clusterformationen vor allem in der Jol-Kohorte gefunden werden, mit einem
signifikanten Unterschied (p<0,05) zu PL-7, die nur in zwei Biopsien >4 zytotoxische
T-Zellen pro Gesichtsfeld zeigten und in 77% weniger oder keine dieser Zellen
prasentierten (Abbildung 13 D). Auch unter den Anti-PL-12* Patienten gab es
Betroffene ohne Muskelinfiltrate und auch hier waren in 70% der Biopsien <4 Zellen
pro Gesichtsfeld zu sehen. Neben zwei Patienten, die Clusterformationen aufwiesen
ahnelte diese Gruppe stark den Anti-PL-7* Patienten (Abbildung 13 A 1-3).

Die Marker, die fur eine proinflammatorische Thl-Aktivierung typisch sind, wurden
ebenfalls in ihren Genexpressionsmustern untersucht (Abbildung 15). Dazu zahlen
neben IFNG, IFNA, TNFA, IL6, IL1B wund IL12 auch die intrazellularen
Transkriptionsfaktoren STAT1 und der Chemokinrezeptor CXCR6. Sowohl IFN-a als
auch IL-12 wurde in keiner der drei Erkrankungsgruppen exprimiert. Sowohl IFN-y
(anti-PL-7*: p<0,05; anti-PL-12*: p<0,01; anti-Jol1*: p<0,01) als auch TNFa (anti-PL-
7*: p<0,05; anti-PL-12*: p<0,05; anti-Jo1*: p<0,05) sind in allen drei Gruppen stark
hochreguliert, und signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch IL-6 istin allen drei

Gruppen stark hochreguliert, hier zeigt aber nur die Jo1-Gruppe Signifikanz gegentiber
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der Kontrollgruppe (p < 0,5). Umgekehrt verhalt es sich bei IL-1B, das zwar auch in
allen Gruppen hochreguliert ist, eine signifikante Steigerung des Genprodukts aber
nicht fir die Anti-Jo1* Patienten, sondern fur die Anti-PL-7* (p < 0,01) und Anti-PL-12*
Patienten (p < 0,5) zutrifft. Auch CXCRG6 ist in allen Gruppen verstérkt exprimiert,
erreicht aber nur in der PL-12-Gruppe (p < 0,05) statistische Relevanz. STAT1 ein
Transkriptionsfaktor, der nach IFN-y Stimulation die Th1-Aktivierung von intrazellular
anstoit ist bei allen Patienten signifikant erhdht exprimiert (anti-PL-7*: p<0,01; anti-
PL-12*: p<0,01; anti-Jo1": p<0,05).

Samtliche Marker, die analysiert wurden, um eine Aktivierung der Th17-Zellreihe (IL12,

IL21, IL17) zu untersuchen, sind bei allen drei Patientengruppen nicht exprimiert.
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Abbildung 15: Quantitative PCR-Analyse von Genen der Thl—und Th17-Zelleregulation

Die dargestellten Genmarker l6sen bei aktivierten T-Zellen eine Thl-Differenzierung aus. Alle
gemessenen Interleukine, Wachstumsfaktoren und Chemokine werden in den Gruppen in
vergleichbarem MaRe Uberexprimiert, wobei die meisten Gene signifikant erhéht sind im Vergleich zu
NDC. Fir die Quantifizierung der mRNA Transkripte, mittels GraphPad Prism 5.0.2, wurde der Kruskal-
Wallis Test mit anschlie3ender Dunn Korrektur durchgefiihrt. Die Darstellung zeigt den Mittelwert £+ SEM
und das Signifikanzniveau wurde auf 0.05 (*) und 0.01 (**) festgesetzt.

4.4 Die Schlusselrolle der B- und Plasmazellen

Eine Infiltration von B Zellen ist in entzindlichen Muskelerkrankungen eher selten zu
sehen (eine Ausnahme bilden Anti-Mi2*-Patienten), jedoch geben aktuelle
Forschungs-arbeiten Hinweise auf eine Beteiligung in der Pathogenese des AsyS.

Daher wurden auch diese Zellen intensiv in dieser Arbeit untersucht.196
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4.4.1 Infiltrate von CD20%-Zellen

Durch Farbung des CD20-Oberflachenmarkers konnten B-Zellen in den Biopsien des
Muskelgewebes zur Darstellung gebracht werden. Infiltrate dieser Zellen waren bei
allen drei Krankheitsgruppen vorhanden und heterogen verteilt (Abbildung 17 A1-3).
70% aller Patienten hatten B-Zellinfiltrate. Bei 40% der ASyS Patienten konnten 4—20
Zellen pro Gesichtsfeld und bei 24% 0—-4 Zellen gezahlt werden. Mit 5 Patienten ohne
B-Zellinfiltrate (38%) in der PL-12- und 4 Patienten (44%) in der PL-7-Gruppe, sowie
vereinzelt vorkommenden Zellen und einigen Zellgruppierungen in den tbrigen Fallen,
stellten sich die beiden Kohorten verglichen mit der Jol-Gruppe weniger, PL-12
(p<0,5) sogar signifikant weniger, betroffen dar. Es gab nur einen Anti-Jo1* Patienten
ohne B-Zellinfiltrate, Gberwiegend konnten 4-20 Zellen pro Gesichtsfeld gesehen
werden (>60%), bei zwei Patienten konnten Clusterformationen von >20 Zellen
nachgewiesen werden, die in den beiden anderen Gruppen fehlten (Abbildung 17 C).
In der Intensitat der B-Zellinfiltration unterschieden sie sich signifikant von der Gruppe
der Anti-PL-12* Patienten. B Zell Follikel fanden sich jedoch nicht.

Um eine veranderte genetische Regulierung in der B-Zell-Linie zu untersuchen, wurde
die Expression der fur die Chemotaxis der B-Zellen wichtigen Chemokinrezeptoren
(CXCR5) und Liganden (CXCL13) gemessen. Das Chemokin CXCL13, das zur
Anlockung von B-Zellen dient, war bei allen drei Patientengruppen hochreguliert, ein
signifikant erhéhtes Niveau wurde aber nur bei den Anti-Jol1* Patienten (p < 0,001)
deutlich. Der auf Lymphozyten vorkommende CXC-Rezeptor-5 war in allen Kohorten
im Vergleich zu den gesunden Kontrollen nicht verandert reguliert (Abbildung 16 B).
Auch die B-Zell- und Plasmazellaktivatoren APRIL und BAFF wurden in ihrem
Expressionsmuster untersucht. Sie waren im Vergleich zu den gesunden Kontrollen
deutlich erhoht, innerhalb der Gruppen im Vergleich jedoch ohne Unterschiede
(Abbildung 16 C).
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Abbildung 16: Quantitative PCR von Genen der P- und B-Zellregulierung bei ASyS

(A) demonstriert Chemokinmarker welche, die Diapedese von Plasmazellen beeinflussen. Der
Chemokinrezeptor CXCR4 ist in allen drei Gruppen signifikant hochreguliert gegentiber NDC, wahrend
der Chemokinligand CXCL12 in etwa auf dem Niveau der NDC ist und keine signifikante Erhéhung
zeigt. Zu bemerken ist hier jedoch, dass die Expression in der PL-7 Kohorte leicht verstarkt und im
Vergleich zu Anti-Jol1* Patienten signifikant erhoht ist. Die Expression von CCRY7 ist in allen Gruppen
sehr variabel, im Trend zeigt sich eine Uberexpression, die aufgrund der Streuung der Werte aber keine
Signifikanz erreicht (B) zeigt Chemokinmarker der B-Zell-Diapedese. Wahrend der Rezeptor CXCR5 in
allen Gruppen gegeniiber NDC unverandert exprimiert wird, sieht man beziiglich des Liganden CXCL13
eine starke Uberexpression, die im Falle von Anti-Jol1* Patienten sogar eine Signifikanz erreicht. (C)
stellt die Genexpression der B— und P-Zellstimulatoren APRIL und BAFF dar. Es zeigt sich fir beide
Marker eine alle Gruppen betreffende Uberexpression im Vergleich zur Kontrollgruppe. Fur die
Quantifizierung der mMRNA Transkripte, mittels GraphPad Prism 5.0.2 wurde der Kruskal-Wallis Test mit
anschlieBender Dunn Korrektur durchgefiihrt. Die Darstellung zeigt den Mittelwert + SEM und das
Signifikanzniveau wurde auf 0.05 (*), 0.01 (**) und 0.001 (***) festgesetzt.
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4.4.2 Plasmazellinfiltrate und ,,homing*

Aus B-Gedachtniszellen, kann sich nach der Re-Aktivierung durch das spezifische
Antigen, neben den kurzlebigen Plasmazellen ein Pool aus sogennanten
Plasmablasten entwickeln, die auch Antikorper sezernieren und durch IFN-y stimuliert
in den Blutkreislauf wandern, bis sie angelockt von dort exprimierten
Chemokinenliganden (CXCL12), in entziindliche Gewebe oder das Knochenmark
emigrieren. Dort werden sie, nach Bindung durch ihre Chemokinrezeptoren (CXCR4,
CXCR3) zu ortsgebundenen langlebigen Plasmazellen. Diese ,Langlebigkeit® wird
ahnlich wie bei Gedachtnis-B-Zellen durch die Zellaktivatoren BAFF und APRIL und
zudem durch IL-6 ausgeldst. Entziindliches Gewebe, das so zu Nischen fir langlebige
Plasmazellen wurde, bildet sich nach Abheilung zuriick, wohingegen das
Knochenmark eine dauerhaft persistierende Nische fir langlebige Plasmazellen
darstellen kann.

Die Darstellung der CD138" Plasmazellen, ergab in den Gruppen das folgende Bild.
Insgesamt hatten 85% der Patienten zahlreiche Plasmazellinfiltrate. Bei 36% der 33
Patienten konnte man 0—4 Zellen pro Gesichtsfeld in den Biopsien identifizieren, bei
24% 4-20 Zellen und gehauft kamen auch Cluster von >20 Plasmazellen pro
Gesichtsfeld vor (25% aller Patienten). Bei 44% der Anti-PL-7* Patienten waren
Cluster zu sehen. Anti-PL-12* Patienten zeigten die geringsten Infiltrate. Biopsate von
Anti-Jo1* Patienten waren etwas weniger betroffen als diejenigen von Anti-PL-7*
Patienten (Abbildung 17 B1-3, C).

Zusatzlich zu einer zytoplasmatischen Farbung mit CD138 wurde auch eine
Kernfarbung mit MUM1 (multiple myeloma oncogen 1) durchgefihrt. Dieser
Kernmarker aus der Interferon-Regulationsfaktoren-Familie wird auf Plasmazellen und
in geringem Mal3e auf Keimzentrumszellen (,germinal center exit B cells‘) exprimiert.
StandardmafRig wird die Farbung vor allem an in Paraffin eingebetteten Gewebsproben
durchgefiihrt. Bei dem von uns benutzen Cryomaterial hat diese Art der Farbung
technisch bedingt in einer Vielzahl der Félle leider nicht in befriedigender Qualitét
funktioniert (63% aller Patienten). Bei den gelungenen Farbungen konnten MUM1*-
Zellen vermehrt bei Anti-Jol*, gefolgt von Anti-PL-7* Patienten, gezahlt werden,

wahrend sie bei Anti-PL-12* Patienten seltener zu finden waren (Abbildung 17 C).
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Abbildung 17: Plasmazell- und B-Zellinfiltration im Muskelgewebe bei ASyS

(A1-3) und (B1-3) stellen die Patientengruppen Anti-PL-7, -PL-12 und -Jol gegeniber. CD20*-Zellen
(A1-3) und CD138*-Zellen (B1-3) wurden in unterschiedlicher Anzahl gefunden. Exemplarische
Darstellung des semiquantitativen Score | (A2, B2), Score Il (A1, B1) und Score Il (A3, B3), genaue
Auswertung siehe (C). Die Infiltrate sind in beiden Farbungen und in allen Patientengruppen peri— und
endomysial (schwarze Pfeilspitzen) betont und perivaskular (weiRe Pfeilspitzen) zu finden. Abbildung
(C) zeigt die statistische Auswertung der Scores mittels GraphPad Prism 5.0.2. Neben der Bewertung
der B— und P-Zellinfiltrate anhand von CD20 und CD138 wurde die MUM1*-Farbung evaluiert. In 63%
war die MUM1-Farbung technisch bedingt nicht méglich, diese Patienten erhielten den Score 0. Fur die
Auswertung der Scores wurde der Kruskal-Wallis Test mit anschlie3ender Dunn Korrektur durchgefuhrt.
Die Darstellung zeigt den Mittelwert + SEM und das Signifikanzniveau wurde auf 0.05 (*) festgesetzt.

Die Rezeptoren CXCR4 und CCR7 werden von B-Zellen und daraus entstehenden
Plasmablasten exprimiert und spielen eine Rolle im sogenannten ,homing“ der
Plasmablasten und der Entstehung von langlebigen Plasmazellen in bestimmten
Korpernischen. Der dazu passende Ligand, ein Chemokin zur Anlockung der
Lymphozyten, hei3t CXCL12. Sehr interessant ist eine signifikant vermehrte CXCR4-
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Expression in allen drei Kohorten im Vergleich zu gesunden Kontrollen (anti-PL-7*:

p<0,001; anti-PL-12*: p<0,001; anti-Jo1*: p<0,01). Untereinander verglichen war das

Expressionsniveau von CXCL12 bei PL-7- gegentuber Anti-Jo1* Patienten signifikant

erhoht (p <0,05), die Expression bei PL12 Patienten lag zwischen den beiden anderen

Gruppen. CCR7 zeigt sich in allen Kohorten sehr variabel, im Trend aber eher

Uberexprimiert. Aufgrund der Streuung der Werte wird jedoch keine Signifikanz erreicht
(Abbildung 16 A).

4.4.3 Chemotaxis in entziindete Skelettmuskulatur

Tabelle 13: Chemokine und Zellen die sie exprimieren
Aufgefiihrt sind die Chemokinrezeptoren- und liganden, die im ,homing“-Prozess von B-, T-, und P-
Zellen und der Interaktion dieser Zellen mit der Umgebung eine Rolle spielen. In der obersten
waagerechten Spalte sind die Zelltypen, die den jeweiligen Rezeptor oder Ligand exprimieren gelistet.

CXCR3

CXCR4

CXCR5

CCR7

CXCL
9/10/11

CXCL12

CXCL13

B-Zell- T-Zell- P-Zellen-
Reihe Reihe Reihe
PZ nach Migration
Keine Interaktion Th_l-Ze_IIen zur ) und_
bekannt Migration via Differenzierung
CXCL/10/11 aus
Plasmablasten
Plasmablasten
T-Gedachtniszellen | zur Migration ins
STZeIIQn zur und Th2-Zellen zur | Knochenmark
igration via . . . R
CXCL12 Migration via oder entzund_llche
CXCL12 Gewebe via
CXCL12

B-Zellen, umin T-Helfer-Zellen, um

| rr?erlﬁgtri‘g;rles zur B-Zell-Hilfe in | Keine Interaktion
ngwebe 2u den Lymphfollikel zu bekannt
migrieren migrieren
Vonulri'%/?;len’ Von T-Helfer-Zellen,
CCL19/21 in uml vrlw? gk?t:_slcilgsl " Keine Interaktion
lympahtisches ymp bekannt
Gewebe zu Ge_we_be zu
migrieren migrieren

Keine Interaktion
bekannt

Keine Interaktion
bekannt

Keine Interaktion
bekannt

Von B-Zellen als

Uberlebens- Keine Interaktion | Keine Interaktion
signal fir bekannt bekannt
Plasmazellen

Keine Interaktion
bekannt

Keine Interaktion
bekannt

Keine Interaktion
bekannt

Stromazellen:
Knochenmark,
entziindliche
Gewebe

(z.B. Muskel)

Keine Interaktion
bekannt

Keine Interaktion
bekannt

Keine Interaktion
bekannt

Keine Interaktion
bekannt

Von Stromazellen
und Makrophagen
als Liganden, zur
Anlockung von
CXCR3*-Zellen
Von Stromazellen
und Makrophagen
als Liganden, zur
Anlockung von
CXCR4*-Zellen
Von Stromazellen
und Makrophagen
als Liganden, zur
Anlockung von
CXCR5*-Zellen

Progenitor-
zellen z.B. im
Muskel, ZNS

Keine Interaktion
bekannt

Um wahrend der
Embryonalent-
wicklung und
spater bei
Zellstress via
CXCL12 ins
Zielgewebe zu
migrieren

Keine Interaktion
bekannt

Keine Interaktion
bekannt

Keine Interaktion
bekannt

Keine Interaktion
bekannt

Keine Interaktion
bekannt
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Aufgrund der unter den Chemokinliganden herrschenden sogenannten ,Promiskuitéat"
bezuglich ihrer Ligand-Rezeptorinteraktion (mehrere Liganden kdnnen am selben
Rezeptor wirken) wurde zur Klarheit Tabelle 13 erstellt. Im nachsten Schritt haben wir
naher spezifiziert welche Immunzellen fur das Anlocken der B-/P-Zellen verantwortlich
sind, und wie diese interagieren. Dazu wurden in Muskelgewebe der Patienten die
Chemokinliganden CXCL12 und CXCL13 und der Chemokinrezeptor CXCR4
immunhistochemisch angeféarbt. Es zeigte sich, dass in im entzindeten Muskel aller
drei Patientenkohorten Zellen vorhanden waren die diese Chemokinrezeptoren bzw. -
liganden exprimieren (Abbildung 18 A-C). Es wurden exemplarisch aus jeder Gruppe
drei Patientenproben angefarbt.

il PL-7 PL-12 Jol K
A1~ S A3 :
N ST W LY \ A N | y .
N - R ¥ A " Y] i Re. &
‘ Nk L‘E 4 g - ‘) > his
~ " T e
- TR 2 r
o] P pt T T / 1R s
3 " ’
.‘%\. . : s . :
e | » > = s
—_— % o T — > —
25pm o e 25um 25um
A ks @ h
B1 - o % B2 ' B3
‘, . . _ 7 "\ o ~
'}’ - 3 "’{ .’.‘ A :v ™ A 3
# v I3 ,;aT""‘ a
p ’ o o &% IR b
> pu S v
ﬁ, <A o > w
. 4 ‘."' ] ¥ a
) A )
' o> ’, LS ;
. e ¥ i Q . . SBLS
. ; ';‘ -,;‘ \‘ g 25 “',‘ R zswn . zsum
Clo, Y | PF ST > .
» N - - ’ ’1
A - L ." Q :
TRV bt 4% .
£ Ve .
P oA A7 :
v ‘ + x \
) -~
———— o ——
25um / S 25pum | |* 25um
e o

Abbildung 18 Farbungen von Chemokinliganden und -rezeptoren im Muskelgewebe bei ASyS
In (A1-3) und (B1-3) sind Farbungen mit Antikbrpern gegen die Chemokinliganden CXCL12 und
CXCL13 zu sehen. (C1-3) zeigt die Anfarbung des Chemokinrezeptors CXCR4. In allen drei
Antikdrpersubgruppen konnten im Muskelgewebe CXCL12*/13* und CXCR4*-Zellen gefunden werden,
diese wurden jeweils in den kleinen Fenstern, rechts oben im Bild, vergroRert dargestellt.

Im nachsten Schritt sollte naher bestimmt werden, welche Zellen diese Chemokine

exprimieren. Dazu wurden Immunfluoreszenzdoppelfarbungen mit Antikérpern gegen
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CXCL13, CXCR4 und CXCL12 und verschiedenen Oberflachenmolekilen von
Leukozyten (CD138, CD4, CD8, CD68) durchgefiihrt. Es wurden dieselben Proben,
die bereits ein positives Ergebnis in der immunhistochemischen Chemokinfarbung
gezeigt hatten verwendet.

CXCL12 konnte zwar nicht auf der Zellmembran von CD4*-Zellen nachgewiesen
werden, allerdings, war das umliegende Gewebe dieser Zellen stark rot (CXCL12%)

gefarbt (was fur Chemokine durchaus typisch sein kann) (Abbildung 19 A).

Abbildung 19: Immunfluoreszenzdoppelfarbung von CXCL12 kombiniert mit CD4, CD20 & CD68
A: In der Umgebung von CD4* T-Helfer-Zellen (griin) ist eine Expression des Liganden CXCL12 (rot)
zu detektieren. B: Wéhrend CD20* B-Zellen (rot) den Liganden CXCL12 (gruin) auf der Zelloberflache
tragen, was durch die Ko-Expression und somit gelbe Farbung zu erkennen ist. C: Auch CD68*
Makrophagen ko-exprimieren CXCL12, was durch die gelbe Farbung ersichtlich ist. In allen Aufnahmen
sind die Zellkerne durch DAPI blau dargestellt.

Im Gegensatz zu T-Zellen konnte eine klare Expression von CXCL12 auf CD20*-B
Zellen nachgewiesen werden. Dies zeigt sich durch die Doppelpositivitat in Abbildung
19 B. Ein ahnliches Bild zeigen Makrophagen in dieser Farbung (siehe Abbildung 19
C). Die CD68*-Zellen (griin) exprimieren ebenfalls den CXCL12-Chemokinliganden

(rot), so dass sich die Coexpression als gelbe Farbung zeigt.

CXCL13 CXCL13 CXCL13

Abbildung 20: Immunfluoreszenzdoppelfarbung von CXCL13 kombiniert mit CD20, CD8 & CD68
A: CD20* B-Zelllen (rot) ko-exprimieren den Liganden CXCL13 (griin) auf ihrer Zelloberflache, was
durch eine Orangefarbung sichtbar wird. B: CD8* Zytotoxische-T-Zellen (rot) hingegen exprimieren kein
CXCL13, der Ligand ist lediglich in der Umgebung anderer Zellen in griin zu sehen. C: Wahrend CD68*
Makrophagen (rot) ebenfalls CXCL13 auf der Oberflache tragen, was wiederum durch die orange
Farbung zu erkennen ist. In allen Aufnahmen sind die Zellkerne durch DAPI blau dargestellt.
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Die Aufnahmen zeigten auf3erdem, dass der Ligand CXCL13 von CD20"-Zellen
gebildet wird, was mittels Orangefarbung in Abbildung 20 A zu sehen ist.

Dass CD8"-Zellen bei ASyS kein CXCL13 exprimieren ist in Abbildung 20 B
veranschaulicht, durch die Rotfarbung der Zellmembran zytotoxischer T-Zellen,
welche eindeutig ersichtlich ist, wahrend die Farbung von CXCL13 lediglich diffus im
Hintergrund zu sehen ist.

CD68*-Zellen erscheinen durch eine gleichzeitige Expression des Liganden CXCL13
gelblich (Abbildung 20 C).

4.5 Aktinaggregation und -shuttling

Vor dem Hintergrund unserer friiheren Ergebnisse bezuglich Aktinaggregatbildung in
den Myonuklei von Patienten mit AsyS wurde neben ultrastrukturellem Bildmaterial die
Expression von Genen, die in den Aktinstoffwechsel involviert sind, untersucht.>*

Abbildung 21: Elektonenmikroskopische Charakteristika bei ASyS

(A) Zeigt undulierende Tubuli in einer Gefal3-/Kapillarendothelzelle (weil3e Pfeilspitze) und (B, C)
myonukleédre Aktineinschlisse (weiRe Umrandungen) der Skelettmuskelfasern. Beides sind Merkmale,
die in allen drei Patientengruppen vorhanden sind. In der Jol-Kohorte sind sie jedoch am haufigsten
anzutreffen. Zur Visualisierung wurden hier exemplarisch Jol*-Patienten gewahit.

In den EM-Bildern (Abbildung 21) ist zu sehen, dass bei Anti-Jo1* Patienten in den
Biopsaten in 70% intranukledre Aktineinschlisse in Myonuklei zu finden waren und in
30% undulierende Tubuli in Gefalendothelien. Bei Anti-PL-7* und Anti-PL-12*
Patienten waren nur in 10% intranukle&re Aktineinschliisse in Myonuklei aber in 40%
undulierende Tubuli in GefalRendothelien detektierbar. Um die Ursache der
Aktineinschliisse naher zu beleuchten, bzw. um einen Vergleich der in unserer Studie
von 2015 beschriebenen Veranderungen bei Anti-Jo1* mit der Anti-PL-7* und Anti-PL-
12* Kohorte vorzunehmen wurde die nukleére und die zytoplasmatische RNA-Fraktion

isoliert und auf genetischer Ebene die relevanten Molekile, welche in
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Aktinpolymerisation und Aktinshuttling involviert sind, in den drei Gruppen bestimmt
(Abbildung 22). Gemessen wurden das Aktin-like Peptide-2/3 (Arp2/3), welches
neben der Stimulation der Aktingerustbildung, mit 3-Aktin in der Transkription den
Inititationskomplex bildet, und N-WASP, ein Protein aus der Wiskott-Aldrich-
Syndrome-Familie, welches Arp2/3 induziert, sowie das Cytoplasmic protein NCK1
welches wiederum N-WASP aktiviert. Wahrend das zytoplasmatische Aktin schon seit
langem als Strukturprotein bekannt ist wurde in jingsten Untersuchungen bestétigt,
dass Aktin unter verschiedenen Bedingungen z.B. Zellstress (hitzeschockinduziert),
einer Virusinfektion oder zum Transport von mRNA in der Proteinbiosynthese
zwischen Zytoplasma und Nukleus hin- und herverlagert werden kann (,shuttling®). Fur
diese Aktion bendotigte es Hilfsproteine, die hier auch quantitativ auf molekularer Ebene
gemessen wurden, respektive Cofilin-2 (CFL2) und Importin-9 (IPO9) fur den Import
und Profilin-2 (PFN2) und Exportin-6 (XPO6) fiir den Export.

Dabei konnte zunachst bestatigt werden, dass mRNA von ACTA1 (alpha 1-Aktin) und
ACTB (beta-Aktin) sowohl im Zytoplasma als auch nuklear bei allen Patienten
vorhanden ist. Wahrend im Zytoplasma bei allen drei Patientengruppen die Expression
von ACTAL gleichermalR3en vermehrtist, so ist die Expression von ACTAL im nukledren
Anteil in allen Gruppen reduziert. In der Jo1-Gruppe war dieser Unterschied zwischen
nuklearer und zytoplasmatischer Expression bei den Genen ACTA1, N-WASP und
IPO9 statistisch signifikant (p<0,01).

Nuklear war Aktin nur in der Jol-Kohorte eindeutig vermehrt vorhanden zu messen
und auch die Genexpression von N-WASP (WASL) und ACTR2 (Arp2), war beziglich
des zytoplasmatischen Niveaus erhéht exprimiert. NCK1, war bei Anti-PL-7* und Anti-
PL-12* Patienten weder im Zytoplasma noch nukleér exprimiert und in der Jo1-Gruppe
im Vergleich zu den NDC leicht Uberexprimiert (nicht graphisch dargestellt).
Bezuglich der am ,shuttling” beteiligten Transportproteine konnte nur IPO9 (Importin-
9) sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus erhéht gemessen werden. Dies galt fur
alle drei Patientengruppen. Dem gegenuber waren die Marker fir den Export aus dem
Nukleus XPOG6 (Exportin-6) und dessen Kofaktor PFN2 (Profilin-2) nur in der
zytoplasmatischen Fraktion in allen drei Patientengruppen im Vergleich zu den
gesunden Kontrollen hochreguliert exprimiert und der Kofaktor von Importin, das CFL2
(Cofilin-2) im Vergleich zu den Normalkontrollen im Zytoplasma unveréandert und im

Nukleus vermindert exprimiert.
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Abbildung 22: Quantitative PCR-Analyse der Gene fiir Aktinpolymerisation und —,,shuttling“ bei ASyS
Abbildung (A) stellt die Expression von Genen, die im Zusammenhang mit der Aktinpolymerisation
vorkommen dar. Im Zytoplasma ist die Expression der untersuchten Gene in allen drei Kohorten
gesteigert, wahrend dies im Nukleus nicht der Fall ist, die Expression befindet sich hier auf dem Niveau
der NDC. Ausnahme dabei ist die Expression von ACTB in Anti-Jol1* Patienten, wo die Expression
ebenfalls verstarkt ist. Abbildung (B) zeigt Marker von Genen die das ,shuttling“ von Aktin in und aus
dem Nukleus regulieren. Im Vergleich zu den NCD sind die Marker fur den Export aus dem Nukleus
XPO6 (Exportin-6) und dessen Kofaktor PFN2 (Profilin-2) nur in der zytoplasmatischen Fraktion in allen
drei Patientengruppen hochreguliert exprimiert. Fur die Quantifizierung der mRNA Transkripte, mittels
GraphPad Prism 5.0.2, wurde der Kruskal-Wallis Test mit anschlielender Dunn Korrektur durchgefuhrt.
Die Darstellung zeigt den Mittelwert + SEM und das Signifikanzniveau wurde auf 0.05 (*) und 0.01 (**)
festgesetzt.
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4.6 AbschlieRender Uberblick der Ergebnisse

Insgesamt heben sich Jol1* Patienten in den meisten der untersuchten Merkmale im
Grad der Betroffenheit (starker betroffen) von den beiden anderen Gruppen ab. PL-7*
und PL-12* Patienten zeigen allerdings eine im Vergleich zu Jo1* Patienten verstarkte
Expression von Th2- und Plasmazellmarkern. PL-7* und PL-12* Patienten ahneln sich
zumeist in der Auspragung der Merkmale. Ausnahmen davon bilden Merkmale wie
Fibrose, GefalR3pathologie und Plasmazellinfiltration in den Muskelbiopsien, die in der
Gruppe der PL-7* Patienten vergleichsweise haufiger zu finden sind.

Tabelle 14 soll einen generellen Uberblick Gber die wichtigsten Ergebnisse geben:

Tabelle 14 : Die Ergebnisse im Uberblick
Die Tabelle soll einen generellen Uberblick liber die wichtigsten Ergebnisse bieten. Dabei wird die Auspragung der
jeweiligen Befunde, symbolisch mit Pfeilen oder prozentual dargestellt und die Antikdrpergruppen untereinander

verglichen.

PL-7 | PL-12 Jol

Entzindungsparameter ) 1 "1
Klinik Muskelsymptome 1 " "
Lungenbeteiligung 7 7 1
Myopathie ) 7 m
Inflammation Makrophage/CD68 ) 1 "
Inflammation T Zellen/CD8 1 - M1
Histologie Fibrose 78% 62% | 72%
GefalRpathologie " 1 -
Plasmazelleninfiltration " 1 1
B-Zelleninfiltration 1 i "1
TH1-Marker IFN-y, TNFa 7 " "
IL4AR, TGFB, i
TH2-Marker STAT3 "M "
Genmarker CXCL12 il - l
Plasmazellmarker CXCR4 M1 M1 "
APRIL / BAFF 1 1 1
CXCL13 i) i) "M
-Zell k
B-zellenmarker APRIL / BAFF 1 i i
Aktin- Myonukleare Aktineinschlisse 10% 10% | 70%
aggragate Undulierende Tubuli in GefaRendothelien 40% | 40% = 30%
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5 DISKUSSION

Die entzindlichen Muskelerkrankungen im Kontext des Antisynthetase-Syndroms als
Subgruppe der Myositiden zu identifizieren ist in der Praxis sehr wichtig, denn diese
Form der Myositis hat eine eigene spezifische Prognose. Dies gilt insbesondere in
Bezug auf die Abgrenzung zur Dermatomyositis und zu der unscharf definierten
gruppe der Polymyositis. Ein genaueres Verstandnis der Pathogenese und damit eine
zuverlassige Diagnose der Erkrankungen ist unabdingbar, um die Therapie
zielorientiert und effektiv zu gestalten. In den letzten 43 Jahren ist der Erstklassifikation
von Peter und Bohan folgend die Erkenntnis gereift, dass das ASyS nicht zu DM oder
PM untergruppiert, sondern als eigenstandige Myositisform diagnostiziert werden
muss.*>12 Ganz aktuell wird erforscht, ob, je nachdem welcher Autoantikérper bei
dieser Erkrankung auftritt, auch spezifische Merkmale erkenntlich werden, die es
zukUnftig ermdglichen, das Syndrom in weitere Subgruppen zu untergliedern oder ob
es sich um eine weitestgehend homogene Untergruppe handelt. Die Erkenntnisse
bisheriger Klassifikationen basierten auf Kklinischen Daten, laborchemischen
Parametern und histologisch und elektronen-mikroskopisch untersuchten Merkmalen
der Patienten.38-4°

Durch Auswertung der Daten und eine prazisere Definition der adulten DM ist
beispielsweise bei dieser Erkrankung eine Korrelation zu vermehrten Krebs-
ereignissen bei bestimmten Subgruppen (anti-NXP2*-, -TIF-1y*-Patienten) wahrend
des Krankheitsverlaufs festgestellt worden, die eine intensive Untersuchung
diesbeziiglich im Erwachsenenalter (>40 Jahre) notwendig macht.? Gerade
Erkrankungen, die mit schweren Funktionseinschrankungen des Bewegungsapparats,
schwerer Beeintrachtigung der Oxygenierung oder mit starksten Schmerzen
einhergehen kdnnen und mit einer erhéhten Mortalitat verbunden sind, gilt es friihzeitig
zu erkennen und moglichst spezifisch zu bekampfen. Durch intensives Beforschen des
SLE, einer Erkrankung, bei der eine Myositis ahnlich der bei ASyS, als
Uberlappungssymptom auftreten kann, konnte z.B. der Wert des B-
Zellaktivierungsfaktor BAFF in der Pathogenese nachgewiesen werden. Aus dieser
Erkenntnis konnten anschlieBend Patienten durch eine Therapie mit Belimumab,
einem  BAFF-Inhibitor, profitieren.t%"1%®  Forschungsarbeiten zur Detektion
krankheitsdefinierender Autoantikérper beschleunigen heute die Diagnosestellung des

ASyS. Da jedoch nur 2/3 aller Myositispatienten MSA-positiv sind, darf auch die
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Unterscheidung  der  Patienten nach  klinischen,  histologischen  und
molekularanalytischen Gesichtspunkten nicht vernachlassigt werden. Dies sollte ein

wichtiger Ansatz in dieser Arbeit sein.

Von den acht bei ASyS bekannten Autoantikérpern (anti-Jol, -PL-7, -PL-12, -EJ, -OJ,
-KS, -Tyr und -ZO) wurde bislang an anti-Jo1, dem h&ufigsten MSA, am ausgiebigsten
geforscht. Einige Autoren stellten die Symptome und Symptomkomplexe von
Patienten mit Autoantikérpern gegen Jol jenen von Patienten, die Anti-PL-7" und Anti-
PL-12* waren, gegeniiber.?%384044 Dabei postulierten sie, dass antikdrperspezifische
Unterschiede bestehen. Neben verschiedenen Forschungsarbeiten, die anhand
histologischer Farbungen pathogenetische Vorgange im Muskelgewebe bei Anti-Jo1*
Patienten eindeutig von den Veranderungen, die bei DM-Patienten vorkommen,
abgrenzen, gibt es bisher nur einige wenige Studien, die diese distinguierenden
Merkmale (v.a. perifaszikulare Nekrose) auch fur Anti-PL-7" und Anti-PL-12* Patienten
mit ASyS bestétigen.®535* Ob sich die drei Antikorpergruppen jedoch morphologisch
voneinander unterscheiden, wurde bislang nicht nachhaltig untersucht. Zur Auftklarung
von Ablaufen auf Zellebene, die der Erkrankung ursachlich sind, wurden
ineinandergreifende Fehlregulationen des angeborenen und erworbenen Immun-
systems aufgedeckt. In der aktuellen Literatur werden, &hnlich wie bei SLE oder RA,
Plasmazellnischen vermutet, die von entziindlichem Muskel- oder Lungengewebe
ausgehend, die Erkrankung in ihrer Chronizitat unterhalten.’*"® Den Autoantikérpern
selbst wird eine proinflammatorische Effektorfunktion u.a. auf Chemokinrezeptoren
zugesprochen.”%” Fehlerhafte NK-Zellen, die sich vor allem in fibrotischem
Lungengewebe befinden und zur Pathogenese disponieren, wurden bei ASyS-
Patienten gefunden.®® Zudem werden ausbleibende Toleranzmechanismen bei der
Atiologie des ASyS als hintergriindig gesehen.®* ¢ Eine Arbeit der letzten Jahre zeigte
sehr eindrucklich, dass bei 81% aller untersuchten Anti-Jol* Patienten Aktin-
aggregationen in den Myonuklei vorhanden waren.>* Dazu passend konnte eine auf
Genebene veranderte Regulation von Markern der Aktinpolymerisation und des
Aktinshuttlings nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Arbeit stellte sich bei der Auswertung der klinischen Daten von 39
Patienten mit ASyS heraus, dass sich Patienten mit anti-Jol-Autoantikdrpern von
Patienten mit Autoantikbrpern gegen PL-7 und PL-12 im symptomatischen Bild

unterscheiden. Die Muskelbeteiligung war bei den Anti-Jo1* Patienten verglichen mit
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den beiden Vergleichsgruppen mit einem Anteil von 88% zum einen haufiger, zum
anderen waren Muskelschwache und —schmerzen bei diesen Patienten stérker
ausgepragt. Begleitsymptome wie Arthralgien und Mechanikerhdnde waren ofter bei
Anti-Jol1* Patienten zu sehen und ein therapierefraktarer, d.h. schwererer Verlauf wird
in dieser Patientengruppe ebenfalls haufiger beobachtet. Die Patienten mit
Autoantikdrpern gegen PL-7 und PL-12 zeigten hé&ufig begleitend eine
Lungenbeteiligung und hatten haufiger Fieber als Anti-Jo1* Patienten.

In allen drei Gruppen konnten die flr das Antisynthetase-Syndrom typischen
histologischen Merkmale gefunden werden, némlich die in typischer Lokalisation
verteilten nekrotischen und atrophen Muskelfasern, die besonders in der Peripherie
der Faszikel vorkamen, einhergehend mit Anzeichen von Entziindung und Destruktion
des perimysialen Bindegewebes. Unterschiede gab es in der Histologie des
Muskelgewebes innerhalb der Gruppen allerdings hinsichtlich der quantitativen
Auspragung. Wahrend sich in den meisten Punkten die Skelettmuskelbiopsate von
Anti-PL-7* und Anti-PL-12* Patienten sehr ahnlich préasentierten, waren Patienten mit
anti-Jol-Autoantikorpern haufig deutlich schwerer von Entziindung, Atrophie,
Nekrosen und entzindlichen Infiltraten betroffen. Die Gefal3pathologie war bei
Patienten mit anti-PL-7- und anti-PL-12-Autoantikbrpern ausgepragter, erneut gilt,
dass sich beide &hnelten und dadurch von den Anti-Jol* Patienten abhoben.
Gewebsfibrosen allerdings waren bei Anti-PL-7* Patienten am starksten und bei PL-
12 am schwéchsten vorhanden. Auf diese, die Akuitat der Entztindung illustrierenden
Merkmale weist auch die molekulare Analyse mittels quantitativer Messung der
Genexpression von Markern, die die spezifische Regulation der Immunantwort
widerspiegeln: Wahrend bei Patienten der anti-Jo1-Gruppe eine signifikant erhéhte
Genexpression von Interleukinen und Transkriptionsfaktoren gemessen werden
konnte, die proinflammatorische Effekte und eine Thl-Differenzierung initiieren (IFN-
Y, TNFa, IL-1B, IL-6, STAT1, CXCR6), waren diese zwar auch in den beiden anderen
Gruppen erhéht exprimiert, daneben waren aber ebenfalls Marker fir einen eher anti-
inflammatorischen und immunregulatorischen Effekt signifikant starker gegentiber den
Skelettmuskelbiopsaten von Anti-Jol* Patienten exprimiert (TGFB, IL-4R, STATS3,
STAT6). Auch die nukleare Aktinaggregation der betroffenen Myozyten, die als
charakteristisch fur ASyS gelten, konnten bei anti-Jo1* Patienten regelhaft gefunden
werden, wahrend sie in den anderen Gruppen nur zu 10-20% vorhanden waren.

Anzeichen flr hochregulierte Aktinlevel und Proteine, die die Polymerisation von Aktin
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steuern, waren in allen Gruppen vor allem im Zytoplasma zu sehen. Ebenso waren die
Transportmolekile, die den Shuttlingprozess von Aktin aus und in den Nukleus
regulieren, verandert exprimiert im Vergleich zu Normalkontrollen. Das untersttitzt den
Verdacht eines allen Antikérpergruppen gemeinsamen Krankheitsmechanismus
jedoch mit unterschiedlich starker Auspragung. Im entzindlich veranderten
Muskelgewebe wurden aufRerdem spezifisch aktivierte B-Zellen und Plasmazellen
identifiziert. Chemokine und deren Rezeptoren, welche die Diapedese von
Plasmablasten aus dem Blut in das Knochenmark steuern, wo sie zu langlebigen
Plasmazellen werden, konnten in der gPCR des Muskels tberexprimiert gemessen
werden. Ebenso waren stimulierende Transkriptionsfaktoren (APRIL, BAFF), die eine
Entstehung von langlebigen Plasmazellen initiieren, auf Genebene Uberexprimiert.
Dies legt nahe, dass bei der Entstehung des ASyS B-Zellen und Plasmazellen und
deren Fahigkeit zur dauerhaften Antikorperproduktion innerhalb der entzindlich
veranderten Muskulatur eine pathogenetische Relevanz haben.

5.1 Autoantikdrper und klinischer Phanotyp

Die Neigung zu milderer Muskelsymptomatik bei Patienten mit anti-PL-7- und anti-PL-
12-Autoantikdrpern und das erhéhte Auftreten von ILD bei diesen Patienten, mit einer
hoheren Pravalenz von Fieber, wurde bereits friher in verschiedenen Studien
beobachtet.313° Die Hypothese eines Autoantikérper-assoziierten klinischen
Phanotyps konnte somit auch in der Datenerhebung dieser Arbeit bestatigt werden. In
der Jo1-Gruppe war die Muskelbeteiligung ausgepragter (88%), es gab die meisten
Patienten mit ausschliel3licher Beteiligung der Muskulatur (19%) und die meisten
Patienten mit >30-fach erhéhten CK-Werten (44%). Auch zeigten 37% der Jo1-Gruppe
>20-fach zur Norm erhéhte CRP-Werte, was fur einen akuten Verlauf der Inflammation
mit Muskelgewebsuntergang spricht. Dazu passend waren Muskelbiopsien der
Patienten mit anti-Jol-Autoantikérpern, die im ,overall-severity-score, einem
Gradmesser fur die ,Schwere’ der Muskelschadigung (siehe 3.2.4), erhdhte
Punktewerte zugeschrieben bekamen, im Vergleich zu den beiden anderen ASyS-
Gruppen gehauft vorhanden. Es wurde zudem deutlich, dass in allen histologischen
Myositismerkmalen (Entzindung und Destruktion im Muskelgewebe) auRer dem
Vorkommen von Fibrose und Gefalanomalien die Jol-Kohorte am schwersten
betroffen war. Fibrose und reduzierte Kapillardichte, letzteres sogar signifikant im
Vergleich zu Anti-Jo1"™ und Anti-PL-12" Patienten, kamen héaufiger bei Anti-PL-7*

Patienten vor. In der PL-12-Kohorte waren erweiterte Kapillaren dagegen haufiger als
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in den beiden anderen Gruppen. Zu den haufiger vorkommenden Gefal3pathologien
passend wurde auch das Raynaud-Syndrom, eine vasogene Anomalie, haufiger bei
Anti-PL-7" und Anti-PL-12" als bei Anti-Jo1* Patienten identifiziert. 50% der Patienten
mit anti-Jo1-Antikdrpern hatten Hauterscheinungen, wéahrend Anti-PL-7* mit 20% und
Anti-PL-12* Patienten mit 38% viel seltener betroffen waren. Entgegen einer Studie
aus 2014, die herausfand, dass Mechanikerhande eher bei ASyS mit anti-Jol-
Autoantikorpern vorkamen als bei DM, woflr sie bisher als typisch galten, traten sie
bei allen hier untersuchten Patienten nur in ca. 20% der Falle auf, allerdings immer
noch am haufigsten bei Anti-Jol* Patienten.'%® Der Befund friiherer Studien, dass
Ro52-Antikdrper geh&uft in Korrelation mit anti-Jol-Autoantikbrpern und dem
Auftreten von Mechanikerhanden, Arthritis und DM-typischen Hautzeichen verbunden
waren, konnte in meinen Untersuchungen nicht bestétigt werden. Es gab insgesamt
nur vier Patienten, die fir Ro52 positiv waren und davon war ein Patient gleichzeitig
Anti-PL-7*, ein anderer Anti-Jol1* und jeweils zwei davon waren Anti-PL-12*. Bei nur
einem Patienten war gleichzeitig eine ILD diagnostiziert worden, was das Ergebnis
einer Studie aus 2017, welche die Korrelation zwischen dem gleichzeitigen Auftreten
von anti-PL-7-, anti-Ro52-Autoantikdrpern und einer ILD beinhaltete, nicht bestatigt.*1°
Dies kann eine Folge der geringeren Fallzahl in meiner Studie sein. Zudem wurden die
klinischen Daten erst retrospektiv erhoben und bei vielen Patienten war der
Antikorperstatus der MAA unbekannt (siehe 3.1.2). Auch konnten in den Gruppen Anti-
PL-7* und Anti-PL-12" Patienten bei ca. 20% der Patienten DM-typische Hautzeichen
(Gottron’s Papeln, livides Erythem, Odeme der Lider, V-sign, shawl-sign) festgestellt
werden, die aber nicht bei Ro52-positiven Patienten zu sehen waren. Anti-Jol*
Patienten waren von diesen Hautzeichen mit nur 12% am wenigsten betroffen.
Womdglich haben friihere Studien noch keine klare Differenzierung zwischen an DM
oder ASyS Erkrankten gemacht und diese dermatologischen Zeichen sind unter
Umstanden generell untypisch fur das ASyS.

Die Arthritis kam in der Jo1-Kohorte mit 50% am haufigsten vor, wahrend in den beiden
anderen Gruppen nur 30% der Patienten Gelenkbeschwerden hatten. Dies passt zu
den Untersuchungen friiherer Studien und bestétigt weiterhin eine der Hypothesen,
die dieser Arbeit zugrunde liegt. Von den vier Patienten mit erhéhten Rheumafaktoren
hatte nur einer rheumatische Beschwerden. Beide Patienten mit Antikbrpern gegen
citrullinierte Peptide (anit-CCP) hatten rheumatische Beschwerden, was diesen

Antikorper als zuverlassigeren Marker fir eine Polyarthritis auszeichnet. Nagashima
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et. al hatten 2009 beobachtet, dass Anti-Jo1* Patienten mit nicht-erosiver Arthropathie
und Subluxation der Interphalangealgelenke geh&uft Verlaufe prasentierten, die ohne
das Auftreten einer Myositis einhergingen. Er schlug vor durch routineméaRlige
Messung der ARS, zusatzlich zu Anti-CCP-Antikorpern, bei RA diese Patientengruppe
zu identifizieren und sie, im Sinne eines ,RA-ASyS-overlaps®, als weitere Subgruppe
der 1IIM zu etablieren. In meiner Arbeit gab es nur einen Anti-Jol1* Patienten mit
rheumatischen Beschwerden ohne gleichzeitige Myositis. Diagnostisch traf das
gemeinsame Vorkommen von anti-CCP und MSA allerdings bei diesem Patienten
nicht zu. Trotzdem kann es als diagnostisch sinnvoll betrachtet werden, bei Patienten
mit nicht-erosiver Arthropathie und Subluxation der Interphalangealgelenke an ASyS
zu denken und eine routinemafiige ARS-Bestimmung sollte dann erwogen werden.
Passend zu dem hohen Patientenanteil mit Hautbeteiligung unter den Anti-Jol*
Patienten kdnnte die hohe Gelenkbeteiligung als weiteres Indiz gesehen werden, die
Erkrankung als Uberlappungssyndrom mit anderen rheumatoiden Erkrankungen (SSc,
SLE, RA) zu charakterisieren.#2%27 Auch bei Anti-PL-7* und Anti-PL-12* Patienten
wurden in der Literatur Uberlappungsphanomene wie Raynaud-Syndrom oder
Mechanikerhande haufig beschrieben.'® In meiner Arbeit treten diese Phanomene in
beiden Gruppen nur zu ~20% auf. Haufig jedoch treten Uberlappungsphidnomene
zeitlich versetzt (bis zu Jahre) von der Erstmanifestation des ASyS auf. So ist es gut
maoglich, dass man bei einer erneuten klinischen Untersuchung der Patienten in
einigen Jahren, eine weitaus héhere Prozentzahl dieser Symptome finden wirde.

Tatsachlich waren, wie in diversen Forschungsarbeiten der letzten Jahre mehrfach
postuliert, auch in meiner Erhebung die Fallzahlen ILD-Erkrankter in den beiden Non-
Jo1-Gruppen mit ca. 50% im Vergleich zu den Jo1-Fallen mit 25% deutlich héher.38
Dasselbe gilt fur das Auftreten von Fieber. Im Vergleich dazu konnte die in friiheren
Arbeiten postulierte Haufung an kardialen Ereignissen bei Anti-PL-7* und Anti-PL-12*
Patienten ebenso wenig bestatigt werden wie eine Haufung gastrointestinaler
Beschwerden (z.B. Dysphagie). Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass das ASyS
eine Erkrankung mit starker Heterogenitat hinsichtlich der nicht skelettmuskularen
Symptome ist. Muskelbeteiligung, Lungenbeteiligung und Arthritis sind zwar die
haufigsten Symptome, kommen aber haufig isoliert vor. Trotzdem konnte die in den
Forschungsarbeiten der letzten Jahre charakteristische Verteilung von Symptomen
oder Symptomkomplexen die einzelnen Antikdrpersubgruppen betreffend in weiten

Teilen bestétigt werden. Bei interstitieller Lungenfibrose konnte es sinnvoll sein, im
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Rahmen der Diagnostik trotz fehlender Muskelsymptome einen Antikdrpersuchtest auf
anti-PL-12 oder anti-PL-7 zu veranlassen. Gleiches gilt fir anti-Jol, wenn Patienten
trotz negativer Rheumafaktoren rheumatoide Beschwerden haben. Da in vielen Féllen
einem zun&chst milden Verlauf mit vereinzelten Symptomen eine Ausweitung dieser
einige Jahre spater folgt, kdnnten gezielte Vorsorgeuntersuchungen einen friihzeitigen
therapeutischen Eingriff ermoglichen. Neben ASyS sind auch Patienten mit DM haufig
von ILD betroffen. Bei DM wurde nach langjahriger Forschung herausgefunden, dass
ein Auftreten von anti-MDA5-Antikdrpern in ca. 1/3 der Félle mit einer fatal
verlaufenden, prognostisch sehr ungtinstigen Variante der Lungenfibrose assoziiert
ist, die sich zum Teil unabhéngig von den sonst typischen Hautmanifestationen
auspragt.'’' Eine solche antikdrperassoziierte Subgruppe ist auch bei ASyS
(insbesondere bei Anti-PL-7* und Anti-PL-12" Patienten) wahrscheinlich, da auch hier
bei einigen Patienten eine schwere, die Prognose wesentlich determinierende ILD
auftritt, die dann ebenfalls mit einer sehr viel schlechteren Prognose einhergeht, wie
der bei anti-MDA5*-Myositis.?83!

5.2 Autoantikorperspezifische Immunaktivierung

Bisher wurden Untersuchungen der histopathologischen Merkmale des
Muskelgewebes von ASyS Erkrankten hauptséchlich an Patienten, die positiv auf
Autoantikorper gegen Anti-Jol getestet wurden, vorgenommen. Dabei konnten
Muskelzellnekrosen in der Néhe des perimysialen Bindegewebes- also in der
perifaszikularen Region clusternd und die MHC-Klasse-lI-Expression auf dem
Sarkolemm der Skelettmuskelfasern in gleicher Region, zudem eine perimysiale
Fragmentierung des Bindegewebes und nukledare Aktinaggregate als typisch
gegeniber anderen Myositiden erkannt werden.®>3 Nur wenige Studien untersuchten
bisher, ob diese Merkmale neben Anti-Jo1* Patienten auch als spezifisch fir Patienten
mit einem der acht weiteren ARS gelten. Typische Musklefasernekrosen in
perifaszikularer Lage traten bei Suzuki et. al auch bei Anti-PL-7* Patienten auf, bei
Anti-PL-12* Patienten waren jedoch in den Biopsien keine Muskelfasernekrosen
vorhanden.*? Eine Erklarung fir das Fehlen der Muskelfasernekrosen bei Patienten
mit anti-PL-12-Autoantikorpern koénnte sein, dass die PL-12-Gruppe allgemein
schwacher von der Myopathie betroffen ist als die beiden anderen Gruppen.
Mdglicherweise sind in der Gruppe nur gering betroffener Patienten mit anti-PL-12-
Autoantikdrpern jene Muskelabschnitte mit typischen Anzeichen fur ASyS deshalb

Ubersehen worden. Hervier et. al und Noguchi et. al kamen zu dem Ergebnis, dass die
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Frequenz des Auftretens dieser Merkmale sich in den Gruppen Anti-PL-7*, Anti-PL-
12* und Anti-Jo1* Patienten nicht wesentlich unterschied.31** Auch in meiner Arbeit
wurden perifaszikulare Nekrose und sarkolemmale MHC-II-Expression in allen drei
Patientengruppen gefunden, allerdings gab es antikérperspezifische Unterschiede. In
keiner der bisherigen Arbeiten konnten diese Unterschiede im Ausmal3 der Myopathie
histomorphologisch durch so viele Merkmale zugleich gezeigt werden. Deutlich
geringer ausgepragte Veranderungen der Muskelfasern (,severity score‘) zeigten die
Patienten mit anti-PL-12-Autoantikdrpern in den Punkten perifaszikulare Muskelfaser-
nekrose, regenerative Fasern und Fragmentierung des Bindegewebes. In keinem
dieser Attribute wurden im Gegensatz zu den anderen beiden Kohorten drei Punkte im
semiquantitativen Score vergeben. Auch beziiglich der Hochregulation von MHC-I und
—II und dem Ausmaf} der Komplementaktivierung wurde in der PL-12-Gruppe am
haufigsten der Scorewert 0, d.h. ,nicht betroffen®, vergeben. Die Gesamtbetroffenheit,
reprasentiert durch den ‘overall severity score' (1-10 Punkte), zeichnet eine klare
Tendenz ab, dass Anti-PL-12* Patienten, die in Uber der Hélfte der Falle Scorewerte
<5 zeigten, am geringsten betroffen waren, gefolgt von Anti-PL-7* Patienten, die sich
sehr ahnlich prasentierten, und im Gegensatz zu Anti-Jo1* Patienten, die in Gber der
Halfte der Falle Scorewerte >6 erhielten.

Die Expression und Hochregulation von MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-Il Molektlen
wird grundséatzlich durch IFN-y angeregt, welches hauptsachlich von NK-Zellen des
angeborenen Immunsystems und CD8* zytotoxischen T-Zellen nach Antigenpragung
produziert wird. Die Genexpression von IFN-y ist bei allen Patientengruppen signifikant
erhoht und auch CD8*-Zellinfiltrate sind bei allen Patienten zu sehen, signifikant
haufiger als bei Anti-PL-7* und Anti-PL-12* ist dies bei Anti-Jo1* Patienten der Fall.
Die Muskelfasernekrosen kénnten Folge einer MHC-I-vermittelten Zelllyse durch
Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen sein oder einer antigenunabhangigen
Degranulierung von NK-Zellen. Auch die durch C5b-9 detektierte Komplement-
aktivierung sarkolemmal in perifaszikularer Lage war in der Jo1-Gruppe besonders
ausgepragt. Diese unspezifische Immunreaktion ist durch Aktivierung von Caspasen
zur Initiation des MAC (membran attac complex) befahigt, welcher ebenso zur Zelllyse
und Nekrose fuhrt. Da bei allen Kohorten Komplement nachgewiesen wurde, ist es
sehr wahrscheinlich, dass eine dahingehende Pathogenese eine Rolle bei den AsyS
Myositiden spielt. Weiterhin, weil3 man, dass Komplement chemotaktisch auf

Immunzellen wirkt und im entzundlichen Infiltrat IFN-y und TNFa ausgeschuttet wird,
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welches ebenfalls in allen drei Gruppen auf Genebene signifikant hochreguliert
gemessen wurde. In allen untersuchten Biopsien sind Leukozyteninfiltrate zu sehen.
Das entzindliche Infiltrat wurde zunadchst durch den Panleukozytenmarker CD45
detektiert, war aber auch in den Farbungen der spezifischen Zellen, wie Makrophagen,
T-Helfer- und B- sowie Plasmazellen ahnlich den zytotoxischen T-Zellen in der Jol-
Kohorte dichter und weiter verbreitet in der Muskulatur vorzufinden. Neben dem
proinflammatorischen Marker IFN-y ist auch TNFa signifikant in allen Gruppen erhoht
und sorgt mit dem ebenfalls hochregulierten Chemokin CXCRG6 fur die Anlockung und
Aktivierung von Thl-Helferzellen im entziindeten Gewebe. IFN-y sorgt fur eine
Aktivierung von Makrophagen, was sich in der gPCR-Analyse bei allen Patienten in
einem teils signifikant vermehrten Genprodukt an proinflammatorischen Zytokinen wie
IL6 und IL1B widerspiegelt. Dies erklart die ausgepragten Infiltrate und scheint ein
wichtiger Faktor in der Pathogenese der Myositis zu sein. Da bei Anti-Jo1* Patienten
die haufigsten Myophagozytosen, sowie die grofdte Zahl an CD8%-Zellen vorkommen,
gepaart mit der am starksten ausgepragten Pathologie in der Histologie, ist ein
Zusammenhang zwischen dem Schweregrad des ASyS und der Aktivierung von
zytotoxischen T-Zellen wahrscheinlich. Auch ist bekannt, dass IFN-y und TNFa an der
Muskelregeneration und Myogenese nach Zellschadigung beteiligt sind. Uber den
STATL1-Signalweg, ein Transkriptionsfaktor, der auch in allen drei Gruppen erhéhte
Genexpressionsmuster zeigt, wird die Differenzierung neuer Muskelzellen angereqgt,
was die histo-morphologischen Ergebnisse beziglich zahlreicher regenerierender
Fasern erklart.114

Wie oben bereits erwahnt waren Anti-PL-12" Patienten und auch Anti-PL-7* Patienten
von der ndher beschriebenen Gefal3pathologie vermehrt betroffen, verglichen mit Anti-
Jol* Patienten. In Kombination mit vermehrt auftretendem Raynaud-Syndrom kénnte
eine prominente mikrovaskuléare Pathogenese unterstellt werden. Dies wird auch durch
die Haufung des Nachweises undulierender Tubuli in GefalRwandepithelien auf EM-
Aufnahmen untermauert (Abbildung 21). Undulierende Tubuli gelten als ER/-
Zellstressvermittelte Phanomene in kapillaren Endothelien.'*®> Da in den Gruppen der
Anti-PL-7* und Anti-PL-12* Patienten die muskulare Expression von den
antientzindlich wirkenden Molekilen TGFB, ILAR, STAT3 und bei Anti-PL-7* STAT6
im Vergleich zu Anti-Jol1* Patienten signifikant erhoht ist, kann davon ausgegangen
werden, dass ein alternativer inflammationstypischer Aktivierungszustand der

Makrophagen und T-Zellen vorliegt, welcher eher milde chronische Verlaufe induziert.
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Dass sich histomorphologisch und auf molekularer Ebene so viele Gemeinsamkeiten
finden lassen, spricht gegen einen géanzlich unterschiedlichen Pathomechanismus.
Zudem fallt in den Gruppen Anti-PL-12* und Anti-PL-7* eine starke Ubereinstimmung
des klinischen Phéanotyps und der veranderten Genexpression im Muskelgewebe auf,
was an einen sehr ahnlichen Pathomechanismus in diesen beiden Gruppen denken
lasst. Eine Begrundung fur den milderen chronischen Krankheitsverlauf, konnte also
eine dazu passende alternative und eher ,antiinflammatorische” Immunreaktion in
diesen Gruppen sein. Im Verlauf einer Entztiindung, besonders, wenn sie chronisch
verlauft, kann TGFf zur Entstehung von Fibrose und Atrophie fiihren, Regeneration
wird durch TGFp verhindert. Auf der anderen Seite spielt TGFf eine wichtige Rolle
beim Abheilen der Verletzung im Langzeitverlauf.*'® In Akutphasen ausgeschiittetes
TGFB fuhrt zu kompletter Abheilung, wéhrend chronisch erhéhte Werte zu
unvollkommener Abheilung, vermehrten Schmerzen, verminderter Perfusion und
Fibrosierung im Gewebe fiihren.'*® Neben der Induktion eines chronischen Verlaufs
mit Entstehung von Narbengewebe ist TGFp dazu fahig, Makrophagen zur
Differenzierung in M2-Richtung zu stimulieren. Diese kdnnen dann die im Gewebe
entstandene Beschadigung phagozytisch beseitigen. Durch die Uberexpression von
IFN-y bei Anti-Jo-1* Patienten, sowie durch das signifikant erhéhte Vorkommen von
CD8*-Zellinfiltraten, gepaart mit einem schwereren, klinisch akuteren Verlauf kann
diese Kohorte hier erneut den beiden anderen Patientengruppen gegenubergestellt
werden. Die Untersuchungsergebnisse lassen einen Mechanismus in dem
zytotoxische T-Zellen fir die Muskelpathologie der Patienten mit anti-Jol-
Autoantikdrpern verantwortlich sind vermuten. In den beiden anderen Gruppen, der
Anti-PL-7*und Anti-PL-12* Patienten hingegen sprechen die Ergebnisse eher fir einen
»alternativen® immunologischen Aktivierungsweg. Dieser scheint primar mit einem M2-
Makrophagenphanotyp zu Kkorrelieren, der (ber eine TGFB- und STATG6-
Hochregulation einen milderen Verlauf, mit weniger Inflammation und Atrophie, in den

Muskelbiopsien bedingt.

5.3 Die Rolle langlebiger Plasmazellen

Zu den Hypothesen der Vergangenheit zahlt die Vermutung, dass NK und CD8*-Zellen
Granzym B sezernieren, welches proteolytisch, untypische Spaltprodukte der tRNA-
Synthetasen generiert und damit die Selbsttoleranz der Zellen des angeborenen

Immunsystems Uberwindet. Ein relativ neuer Ansatz, ist es, den B-Zellen und
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Plasmazellen eine pathogenetische Funktion bei der Genese des ASyS
zuzuordnen.%% Es wird angenommen, dass bei der Reaktivierung einer B-
Gedachtniszelle zur kurzlebigen Plasmazelle durch ihr spezifisches Antigen
antiapoptotische Aktivatoren die Entstehung von Plasmablasten bewirken.
Plasmablasten haben die Fahigkeit, Antikdrper zu produzieren, durch die Blutbahn zu
wandern und sich, wenn in bestimmten Geweben Chemokinliganden (CXCL12)
exprimiert werden, dort als nicht mehr migrationsfahige, aber langlebige
antikorperproduzierende Plasmazellen dauerhaft niederzulassen (,homing®).””
Normalerweise wird CXCL12 hauptsachlich von Stromazellen des Knochenmarks
exprimiert, wo nach dem ,homing“ eine sog. ,Uberlebensnische der langlebigen
Plasmazellen im Sinne eines Immungedachtnisses entsteht. Bei RA wurde z.B. die
Gelenkkapsel, bei SLE die Niere als eine solche Uberlebensnische identifiziert. Die
Hypothese, dass dauerhaft gebildete Autoantikbrper im Verdacht stehen, die
Erkrankung von dort aus aufrechtzuerhalten stellt ein attraktives pathogenetisches
Konzept dar, welches ich genauer untersucht habe .17 In meiner Arbeit konnte ich
zunachst feststellen, dass in allen Patientengruppen muskulére Infiltrate sowohl von
B-Zellen (CD20%) als auch von Plasmazellen (CD138*) zu finden waren. Verglichen
mit Anti-PL-12* Patienten waren die B-Zellinfiltrate bei Anti-Jo1* Patienten signifikant
starker ausgepragt und auch die PL-7-Gruppe war, ahnlich zu PL-12, weniger stark
als die Jol-Gruppe betroffen. Bezogen auf die Genexpression konnte weiterhin
festgestellt werden, dass der Chemokinligand (CXCL13), der eine Diapedese der B-
Zellen in das entzindliche Gewebe stimuliert, in der Jo1-Gruppe signifikant vermehrt
im Vergleich zu den Normalkontrollen vorhanden war. Bei den Anti-PL-7* und Anti-PL-
12* Patienten war die Expression ebenfalls hochreguliert, allerdings ohne Signifikanz
zu erlangen. Studien hatten gezeigt, dass der B-Zellaktivator BAFF mit der Hohe des
CK-Werts und dem Grad der Krankheitsaktivitat einhergeht.2” Die vermehrten B-
Zellinfiltrate und die gleichzeitig stark erhdhten CK-Werte entsprechen dieser
Beobachtung. Die B-Plasmazellaktivatoren BAFF und APRIL wurden in allen drei
Gruppen in etwa gleichméafRig, den Normalkontrollen gegeniber aber vermehrt
gebildet. Eine B-Zellbeteiligung an der Krankheitsentstehung und —aktivitat liegt daher
nahe. Es ist bekannt, dass die BAFF-Ausschiittung durch IFN-y stimuliert wird, welches
wiederum von Th1l Zellen nach Antigen Stimulation gebildet wird. Weiterhin weil3 man,
dass BAFF eine Differenzierung von B-Gedachtniszellen zu antikorperbildenden

Plasmazellen stimuliert.196:107 85% der hier untersuchten Patienten zeigten zahlreiche
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Plasmazellinfiltrate. Die in der Immunhistochemie dargestellten Infiltrate der CD138"-
Zellen waren in den Patientenkohorten gleich stark vorhanden, dies korreliert mit den
in der gPCR-Analyse erhoht gemessenen Markern an BAFF und IFN-y. Letzterer war
sogar in allen Gruppen signifikant erhoht. Diese Ergebnisse unterstiitzen die
Hypothese einer allen Patientengruppen gemeinsamen B Zell-induzierten Entstehung
von Plasmazellen, die in der entziindeten Muskulatur fur eine Autoantikdrperbildung
sorgen und auch die Persistenz von langlebigen Plasma Zellen beglnstigen.

Plasmazellen benotigen, um langjéhrig in ihrer Nische zu Uberleben, sogenannte
Uberlebenssignale. Diese sind die Zytokine IL-6, TNFa, welche bei allen von mir
untersuchten Patientenproben (Skelettmuskeln) auf Genebene signifikant erhoht
exprimiert wurden. Weitere solche Uberlebenssignale sind CXCL12, BAFF sowie
APRIL. Plasmazellen sind gewo6hnlich nicht im Muskelgewebe zu finden. Entziindetes
Gewebe kann aber im Sinne einer lokalen Bekampfung einer Infektion zur
Uberlebensnische werden. Die Existenz von Plasmazellen im Muskel bei Myositis geht
mit dem Verdacht einher, dass durch lokale Zytokinproduktion Plasmablasten in den
Muskel gelockt werden, die dort zu langlebigen Plasmazellen ausreifen und durch
Antikérperproduktion die Nische dauerhaft befeuern. Fir anti-Jol-Autoantikdrper
wurde entdeckt, dass sie die IFN-y Ausschittung aus dendritischen Zellen
stimulieren.'” Autoreaktive B-Gedachtniszellen werden reaktiviert und bilden neue
autoantikorpersezernierende Plasmablasten, die wiederum in andere Uberlebens-
nischen migrieren kénnten. Langlebige Plasmazellen, die in Phasen der Remission
befahigt sind, kontinuierlich Autoantikérper zu bilden, kénnten daher, sobald die IFN-
y-Ausschittung eine B-Gedachtniszellreaktivierung initilert, einen neuen Schub
auslosen. IFN-y stimuliert die Bildung von CXCL12 in entziindetem Gewebe, wodurch
das ,homing“ fur weitere langlebige Plasmazellen in die Entziindungsnischen
erleichtert wird. Es wird angenommen, dass jedes Mal, wenn neue langlebige
Plasmazellen entstehen und migrieren, der Pool an langlebigen Plasmazellen in
vorbestehenden Uberlebensnischen durch diese ersetzt wird.*'® Dadurch wiirde es im
Verlauf immer mehr autoreaktive Plasmazellen geben, die sich selbst stimulierend,
den Ublichen Therapeutika (Steroide, DMARDS) unzugéanglich wéaren. Entweder den
»-homing“-Prozess zum Beispiel durch Chemokinrezeptorantikérper oder die Wirkung
von Uberlebenssignalen (IL-6-Blockade, BAFF-Blockade) zu verhindern ware daher

eine Mdglichkeit, die Erkrankung dauerhaft und spezifischer zu adressieren.
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CXCL12 und die Rezeptoren CCR7 und CXCR4 spielen eine wichtige Rolle im
,homing“-Prozess von Plasmablasten aber auch von T-Gedachtnis-Zellen.1%120 |n der
gPCR gemessen, zeigte sich CXCR4 in allen Gruppen signifikant erhéht und CCR7
erhoht exprimiert. CXCL12 war nur bei Anti-PL-7" Pateinten erhéht exprimiert,
signifikant unterschiedlich zu Anti-Jo1* Patienten. In der PL-7-Gruppe waren auch die
meisten CD138*-Zellen, wenn auch nur tendenziell, identifiziert worden. Ob die
erhohten Chemokinmarker ein Plasmazell- oder T-Zell-,homing“ widerspiegeln,
versuchte ich in einem weiteren Schritt meiner Arbeit zu klaren. In den
immunhistochemischen Farbungen mit Antikdrpern gegen CXCR4, CXCL12 und
CXCL13 konnten die Oberflachenmolekile auf Immunzellen aller drei Gruppen
sichtbar gemacht werden (Abbildung 18). Da nur Plasmablasten im ,homing“-Prozess
nicht aber die langlebigen Plasmazellen nach Verlust der Migrationsfahigkeit in der
Entziindungsnische CXCR4 exprimieren (nach der Differenzierung exprimieren sie
CXCR3), wirde der gleichzeitige Nachweis der Oberflachenmolekile CD138 und
CXCR4 auf einer Zelle die Hypothese des ,homings“ von Plasmablasten in
betroffenem Muskelgewebe bestatigen. Um dies nachzuweisen, modifizierten wir
mehrmals die Farbeprotokolle. Trotz mehrfachen Anpassens der
Antikérperverdiinnungen und Inkubationszeiten gelang uns der eindeutige Nachweis
einer Kolokalisation in der Immunfluoreszenz jedoch nicht, was den komplexen und
noch wenig etablierten Umgang mit aktuell erhéltichen Chemokinmarkern in der
Immunfluoreszenz widerspiegelt (siehe 5.4).

In den von mir angefertigten Farbungen zeigte sich allerdings sowohl eine
Kolokalisation von den Oberflachenmolekilen CD20 und CXCL12 als auch CD68 und
CXCL12 (Abbildung 19). Es konnte also sein, dass B-Zellen und Makrophagen,
stimuliert durch Zytokine wie z.B. IFN-y den Chemokinliganden exprimieren, um in
einem weiteren Schritt Plasmablasten in das Muskelgewebe zu rekrutieren. Auch den
Liganden CXCL13 konnte ich in den Immunfluoreszenzfarbungen auf der Oberflache
von B-Zellen und Makrophagen nachweisen, was diese Uberlegung bestarkt
(Abbildung 20). Es wurden zum Beispiel in der Speicheldriise von Patienten mit
Morbus Sjogren langlebige Plasmazellen in der Nahe von CXCL12 produzierenden
Mukosazellen gefunden.'?! CXCL12 konnte zwar nicht neben dem Oberflachenmarker
CD4 kolokalisiert werden, Abbildung 19 A zeigt jedoch eindricklich, eine hohe
CXCL12-Konzentration in der Umgebung von T-Helferzellen (CD4%). Dies konnte

entweder ein Indiz dafir sein, dass T-Zellen ,Lockstoffe” ausschitten, um die Arbeit
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der B-Zellen und Makrophagen zu unterstitzen oder, dass sie selbst dem
Konzentrationsgradienten von CXCL12 in das Gewebe folgen. Vermutlich, jedenfalls
spielt auch eine T-Zell-abhangige Stimulation, bei der Entwicklung
autoantikorperbildener Plasmazellen eine Rolle. Im Muskelgewebe von Patienten mit
DM wurde das ,homing“ von T-Zellen tUber CXCR4/CXCL12-Interaktion bereits
beschrieben.'® Die Erkenntnis, dass neben der Einwanderung von B- und T-Zellen in
den Muskel, auch das Plasmazell ,homing“ eine pathogenetische Rolle spielen kdnnte,
macht zukinftige, diesen Prozess inhibierende, Therapieoptionen fir die ASyS-
assoziierte Myositisformen denkbar. Es wurde auf3erdem gezeigt, dass CXCL12 an
verstarkter Aktinpolymerisation beteiligt ist.'?> Da erwiesenermal3en die veranderte
Aktinblndelung bei ASyS eine Rolle spielt konnte die verstarkte CXCL12 Expression
auch in diesem Zusammenhang gesehen werden. Der Chemokinrezeptor CXCR4 wird
hauptsachlich von Plasmablasten exprimiert, um in das Knochenmark zu migrieren, ist
aber durchaus auch fiur das ,homing“ via CXCL12 in verschiedene andere Gewebe
bekannt.”® In der Immunfluoreszenz wurde eine CXCR4 Expression auf CD138*-
Zellen und wie diese Zellen an CXCL12 Liganden binden bisher noch nicht gezeigt.
Progenitorzellen des Muskels werden Gber CXCR4/CXCL12-Interaktion in verletztes
Muskelgewebe gelockt. Neben Knochenmark und dem ZNS war auch fur
Muskelgewebe nachgewiesen worden, dass wahrend der Embryonalperiode, aber
auch spater, z.B. bei Gewebsverletzung und Zellstress entlang der CXCL12/CXCR4-
Achse Stammzellen in diese Gewebe rekrutiert wurden.'??123 Entlang eines CXCL12-
Konzetrationsgradienten werden so Satellitenzellen mit CXCR4-Rezeptorbesatz zu
beschadigten Muskelarealen gelockt, um dort zu Myotuben auszudifferenzieren. Es ist
also gut maglich, dass so auch andere Immunzellen von der betroffenen Muskulatur
angezogen werden. Denkbar ware, dass die vermehrte Ausschiittung von CXCL12 im
Muskel, die gleichzeitig die B-Zelldifferenzierung stimuliert, einen ersten Schritt in der
Pathogenese des ASyS darstellt. Granzym-B sezernierende NK- bzw. CD8*-Zellen,
kénnten dann Uber atypisch gespaltene tRNA-Synthetasen zu Toleranzverlust gegen
autologe Muskelfasern fiihren, der daraufhin eine Autoantikérperentstehung
provoziert.

B-Zellen stimulieren unter CXCL12-, APRIL- und BAFF-Uberexpression (welche in
jeder der hier untersuchten Patientengruppen nachgewiesen wurde) den Rezeptor-
switch von CXCR4 zu CXCR3 auf Plasmablasten, aulerdem unterstitzen sie die

Entwicklung neuer Plasmablasten.”> Es ware sinnvoll in Zukunft die CXCR3-
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Expression auf Plasmablasten und die CXCL9/10/11-Expression im Muskelgewebe
bei ASyS zu untersuchen. Bei RA und SLE wurde das ,homing“ von Plasmablasten in

das Entzuindungsgewebe Uber diesen Weg beschrieben.124125

54 Autoantikorperspezifische Unterschiede myonukleérer Aktinaggregation
EM-Aufnahmen der drei Patientengruppen zeigen, dass bei Anti-Jo1* Patienten viel
haufiger als bei Anti-PL-7" oder Anti-PL-12* Patienten intranukle&re Aktineinschlisse
in Myonuklei in den Biopsaten (70% vs. 10%) zu identifizieren waren, wahrend
undulierende Tubuli in Gefal3endothelien bei Anti-PL-7" oder Anti-PL-12* Patienten
etwas haufiger vorkamen als bei Anti-Jo1* Patienten (40% vs. 30%).

Im Vergleich zu der Arbeit von 2015 Uber nukleére Aktinaggregate aus der eigenen
Arbeitsgruppe konnte hier in der gPCR nur in der Jol-Kohorte eine eindeutige
Hochregulation der Gene fiir Aktin im Nukleus festgestellt werden.>* Da in den EM-
Bildern aber auch Patienten der PL-12- und PL-7-Gruppe Aktineinschliisse im Nukleus
zeigen, liegt es nahe, dass das Merkmal auch in diesen Fallen auftritt, die Auspragung
dort aber etwas schwacher ist. Die stark vermehrt gemessenen mRNA-Werte von
Aktin und an der Aktinpolymerisation beteiligter Proteine bestarkten diese Annahme.
Auch die verandert regulierten Transportproteine und ihre Kofaktoren deuten auf eine
Fehlfunktion hinsichtlich des Aktinshuttlings hin. Es wurde bereits postuliert, dass
Fehler in der nukledren Aktinfilamentbildung zur Aggregatbildung und in einem zweiten
Schritt im Muskel zu Muskelschwache fiihren kann.®® AuBerdem wurde mehrfach
bestétigt, dass die Aktinfilamentbildung und das ,shuttling“ von Aktin in den Nukleus
gerade bei Zellstress und Entziindungsvorgangen durch die Ausschittung von ROS
(Reaktive Sauerstoffspezies) angeregt werden.5%%.6¢ Eine weitere Studie spricht von
fehlregulierter T-Zellaktivierung bei oxidativ veranderten ,shuttling“-Proteinen.57:58.59.61
Inwieweit dieser Zusammenhang bei ASyS eine Rolle spielt und welchem genauen
Pathomechanismus die Aktinbtindel im Kern der Muskelzellen unterliegen, muss zum
genauen Verstandnis in zukinftigen Arbeiten weiter erforscht werden. Klar ist aber,
dass nukleare Aktinaggregate bei allen bisher darauf untersuchten Antikdrper-
subgruppen des ASyS vorhanden waren, was fir ein diese Erkrankung
charakterisierendes Merkmal spricht. Somit kann die Empfehlung ultrastruktureller
Analysen von Muskelgewebe zur Diagnose eines ASyS als valide Methode bestatigt

werden.
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55 Fazit und Ausblick

Verglichen wurden die klinischen, laborchemischen und epidemiologischen
Charakteristika von 39 Patienten mit ASyS die fur einen der drei ARS Anti-PL-7, -PL-
12 oder -Jol positiv getestet wurden. Von 33 dieser Patienten wurden Skelettmuskel-
biopsien entnommen wund ausfuhrlich morphologisch und molekulargenetisch
untersucht. Dies geschah mittels konventionell histologischen/enzymhistochemischen
und immun-histochemischen Farbungen, ultrastrukturellen Untersuchungen sowie der
molekularen Analyse der Expression von Zytokinen und Chemokinen, die in der
Immunaktivierung eine Rolle spielen per PCR.

Augenscheinlich wurde dabei, dass Patienten mit anti-Jol-Autoantikbrpern einen
klinisch schwerwiegenderen Verlauf prasentieren und dass sich anti-PL-12* sowie
anti-PL-7* Patienten im Klinischen, histomorphologischen und molekulargenetischen
Phanotyp stark &hneln. Patienten mit anti-Jol-Autoantikdrpern zeigten signifikant
haufiger CD8-Zellinfiltrate in den Skelettmuskelbiopsien, dazu korrespondierend
waren proinflammatorische Zytokine (z.B. IFN-y, TNFa, IL-6, IL13, STAT1) signifikant
Uberexprimiert. Patienten mit Autoantikdrpern gegen PL-12 und PL-7 zeigten neben
der signifikanten Uberexpression von antiinflammatorischen Zytokinen (TGF, IL-4R,
STATG6) vermehrt Fibrose in den Muskelbiopsien. Ein Hauptergebnis der aktuellen
Studie war der formale Nachweis von B-Zell- und Plasmazellclustern in den
Muskelbiopsien vieler Patienten. Zuséatzlich konnte gezeigt werden, dass diese Zellen
in einem charakteristischen Chemokinmilieu aktiv sind, was eine Schlisselrolle von
langlebigen Plasmazellen als dauerhafte Autoantikbrperproduzenten in der
Pathogenese des ASyS wahrscheinlich macht. Dieser Plasmazell-Phéanotyp scheint
demnach die Muskulatur als ,ektope‘ Uberlebensnische zu nutzen.

Meine Hypothesen unterstiitzend konnte ich zeigen, dass sich der klinische Phanotyp
der Patientengruppen mit anti-PL-7- und anti-PL-12-Autoantikérpern stark ahnelt. Die
Myositis oft von arthritischen Beschwerden begleitet, stand bei den von mir
untersuchten Patienten mit anti-Jol-Autoantikérpern im Vordergrund. Davon hoben
sich die Vergleichsgruppen der anti-PL-7* und anti-PL-12* Patienten ab, die beide
neben der Myositis, als haufigste Begleitsymptome ILD und Fieber zeigten. Ahnliche
Ergebnisse waren schon in friheren Studien identifiziert worden, aufgrund der
geringen Patientenanzahl gelang es in meiner Arbeit jedoch nicht, weitere signifikante
Merkmale zu finden, welche die Patientengruppen voneinander abgrenzen. Ein

weiterer limitierender Faktor meiner Datenevaluation war die retrospektive
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Herangehensweise der Studie. Eine vergleichende Untersuchung zwischen klinischer
Auspragung (Laborwerterhhung, Dauer der Erkrankung, schwere der
Muskelsymptome und Begleitsymptomatik), histologischen Befunden und
molekulargenetischer Analyse einzelner Patienten war aufgrund des dunnen
Datenspektrums nicht sinnvoll mdglich (siehe 3.1.2). Gleiches gilt fur statistische
Erhebungen beziglich der klinischen Parameter. Fur viele Patienten und alle NDC
waren die Laborwerte, wie CRP und CK, entweder unbekannt oder als normwertig
ohne konkreten Zahlenwert Gibermittelt. Von der fiktiven Festlegung eines Wertes im
Normbereich zum Zwecke der statistischen Datenerhebung wurde abgesehen.
Vergleiche innerhalb der Autoantikbrpergruppen ergaben wegen der geringen
Fallzahlen keine Signifikanz (siehe 3.1.2).

Viele der eingeschlossenen Patienten waren bereits vor mehreren Jahren behandelt
worden und eine Erganzung der fehlenden Informationen aufgrund des Zeitabstandes
nicht mehr vollumfanglich méglich. Dies ist nicht zuletzt der niedrigen Inzidenz der
Erkrankung im Allgemeinen geschuldet. Daher wére es fur zukinftige Erhebungen
sicher sinnvoll, an den jetzigen Ergebnissen orientierte, spezifische Fragebdgen zu
entwickeln, um zielgerichteter und prospektiv neue Erkenntnisse zu generieren.

Die molekulare Basis des ASyS ist weitestgehend unbekannt. Eigene friihere Studien,
die auch von anderen bestatigt wurden haben eindeutig bewiesen, dass sich die
Muskelpathologie bei ASyS zwar von der bei DM unterscheidet, Vergleiche zwischen
den einzelnen Antikérpergruppen und grol3er angelegte Untersuchungen zur gezielten
Pathogenese stehen aber bisher aus. Meine Arbeit hatte damit das Ziel, das Wissen
im Bereich des ASyS zu erweitern und eine detailliertere Analyse von Patienten mit
unterschiedlichen Autoantikérpern fir diese Entitdt zu schaffen. In meiner Arbeit
konnte ich sowohl mittels histologischer Féarbungen als auch in der molekularen
Analyse zeigen, dass sich Patienten mit anti-Jol-Autoantikorpern in ihrer Pathologie
von Patienten mit anti-PL-7- und anti-PL-12-Autoantikbpern abgrenzen.
Charakteristisch fur Patienten mit anti-Jol-Autoantikbrpern waren unter anderem
CD8* Zellinfiltrate und dazu passend eine signifikante Uberexpression
proinflammatorischer Zytokine, u.a. von IFN-y und IL-6, gepaart mit einem klinisch
schweren Verlauf. Anti-PL-7* und Anti-PL-12* Patienten zeigten in den
Muskelbiopsaten vermehrt Fibrose und signifikant Gberexprimierte Zytokine, die bei
chronisch fibrosierenden Immunvorgangen ausgeschittet werden wie beispielsweise

IL-4 und TGFp. Diese Ergebnisse passen gut zu einer alternativen Immunaktivierung
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bei Patienten mit anti-PL7- und anti-PL-12-Autoantikorpern, die ja auch tatsachlich
deutlich mehr fibrosierende und deutlich weniger akut nekrotisierende Veranderungen
in der Skelettmuskulatur zeigten. Andererseits spielt offenbar ein uberwiegend
zytotoxischer, CD8-Zell-mediierter Prozess bei Patienten mit anti-Jo1-Autoantikbrpern
eine Rolle, wobei aber auch eine MHC-Klasse-ll-restringierte CD4-mediierte,
Immunitat mit IFN-y Produktion nachzuweisen war. Im Vergleich der morphologischen
Merkmale war oft eine Tendenz zu verschiedenen Auspréagungen in den einzelnen
Subgruppen zu erkennen. Jedoch war auch hier die Gruppenstarke ein limitierender
Faktor und fir eine klare signifikante Aussage wéare auch die Untersuchung
umfanglicher klinischer und histomorphologischer Parameter auch prospektiv in einer
grofReren Kohorte notwendig.

Eine Methode, die in den bisher publizierten Untersuchungen zu ASyS nicht verwendet
wurde, ist die Farbung von Chemokinen in Muskelbiopsaten. Die Etablierung der
Chemokinfarbungen stellte sich (aufgrund der Natur der Chemokine und der Qualitat
kommerziell erhaltlicher Antikdrper) als schwierig heraus, so dass nicht alle Farbungen
im Rahmen meiner Arbeit final etabliert werden konnten. Nichtsdestotrotz gelang es
mir eindrtcklich, die Expression von relevanten Rezeptoren und Chemokinen in
Plasmazellen, B-Zellen und T-Zellen zu demonstrieren. Auf molekularer Ebene konnte
ich zunachst hbéhere Werte an plasmazellregulierenden Genen messen. Die
Aktivatoren APRIL und BAFF waren z.B. in allen Gruppen erhdht nachzuweisen.
AulRerdem war der Chemokinrezeptor CXCR4, der fir die Einwanderung von
Plasmazellen in entzindetes Gewebe entscheidend ist, in allen drei Gruppen
signifikant erhéht exprimiert. Auch das Vorkommen von Plasmazellclustern konnte ich
in den immunhistochemischen Farbungen bei allen Patientengruppen nachweisen.
Auch konnte ich in der POD-Farbung der Muskelproben Cluster von Zellen
identifizieren, die Chemokinrezeptoren und -liganden (CXCR4, CXCL12, CXCL13) auf
der Zelloberflache exprimierten. Diese Chemokine sind, wie in Tabelle 13 erlautert, fur
die Migration von Immunzellen in entziindetes Gewebe bedeutend. Es gelang auch
durch Immunfluoreszenzdoppelfarbung zu beweisen, dass B-Zellen in den
pathologisch veranderteren Muskelbiopsien der Patienten mit ASyS den Liganden
CXCL12 exprimieren. Ebenfalls konnte ich zeigen, dass Makrophagen diese
Lockstoffe bilden, da in der Immunfluoreszenz farblich markierte CD68*-Zellen
ebenfalls CXCL12 und CXCL13 exprimierten, was P- und B-Zellen zur Diapedese

anregt. Auch konnte ich visualisieren, dass T-Zellen vermutlich Gber den Rezeptor
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CXCR4 diesem Signal folgend ins Gewebe migrieren, da in der Immunfluoreszenz
eine klare Doppelfarbung von CD4*-Zellen, dem CXCR4 Rezeptor sowie CXCL12 zu
sehen war. Die Arbeit mit Chemokinen in der Immunfluoreszenzfarbung ist zwar eine
Herausforderung, jedoch insgesamt sehr eindriicklich gelungen. Die Hypothese
langlebiger Plasmazellen, die im Muskel von Patienten mit ASyS die Autoantikorper-
bildung dauerhaft aufrechterhalten, konnte ich ebenfalls indirekt belegen. Dies gelang
durch den Nachweis von Plasmazellen im Muskelgewebe der Patienten, die
molekulare Hochregulierung von Plasmazellaktivatoren bei diesen Patienten und den
Nachweis von fur die Plasmazellmigration Uublichen Chemokinen in den
Muskelbiopsien, sowohl auf immunhistochemischer als auch auf molekularer Ebene.
Aufgrund der erwdhnten technischen Schwierigkeiten die Féarbeprotokolle betreffend,
steht die Veranschaulichung des sogenannten ,homing“-Prozesses fur CD138*
Plasmazellen in der Doppelfarbung noch aus. CD138* Plasmazellen und deren
Vorstufen mit relevanten Chemokinen (CXCR4, CXCL3, CXCL12) in der
Doppelfarbung zu zeigen, ware ein wichtiger Aspekt fir die FortfUhrung dieses
Forschungsprojektes.

Bedeutend ist die klinische Relevanz die der Nachweis der oben beschriebenen
,Plasmazellnischen® in pathologisch veranderter Muskulatur von Patienten mit ASyS
hat. Unsere Daten konnen als molekulare Basis dienen, den Einsatz
plasmazellinhibierender Substanzen (IL-6-Blockade, BAFF-Blockade), sowie Hemm-
stoffen der Plasmazellaktivierung wie z.B. Atacicept therapeutisch bei ASyS zu
erproben. Ebenso konnte die Stammzelltransplantation eine dauerhafte
Heilungschance fir Patienten mit ASyS bedeuten, zumindest in therapierefraktaren
und chronischen/rezidivierenden Verlaufen.

Die weitergehende Forschung an langlebigen Plasmazellen bei ASyS ware dartber
hinaus nicht nur fur diese Patienten entscheidend. Betrachtet man die Ahnlichkeit des
klinischen Phanotyps zur Myositis bei anderen Uberlappungssyndromen wie SLE, SSc
oder RA konnte auch diesen Patienten durch neue Erkenntnisse geholfen werden.
Plasmazellen werden aul3erdem im Zusammenhang mit z.B. SLE bereit sehr intensiv
untersucht, daher sind tUberlappende und sich ergédnzende Forschungsergebnisse zu
erwarten.

Zusammenfassend gelang es mir in dieser Arbeit den vielfach eher fulminanten
Krankheitsverlauf bei Patienten mit anti-Jol-Autoantikdrpern molekular genauer zu

charakterisieren und eine gemeinsame Basis fur die morphologischen Gegebenheiten
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zu schaffen, was auch unsere friheren Ergebnisse bestatigt und untermauert.
Interessanterweise zeigte sich ein ahnliches klinisches und histologisches Bild, sowie
eine ahnliche molekulargenetische Aktivierung im Skelettmukelgewebe bei anti-PL-7*
und anti-PL-12" Patienten. Es gelang mir aulRerdem neue Aspekte die Immun-
aktivierung betreffend aufzuzeigen. Interessant ist dabei der vermutlich eher CD8-Zell-
induzierte, proinflammatorisch betonte Immunmechanismus bei Patienten mit anti-
Jol-Autoantikérpern mit akutem Verlauf. Dem steht eine, eher ins chronisch
regenerativ weisende, alternative Immunaktivierung bei Patienten mit anti-PL-7- und
anti-PL-12-Autoantikdrpern gegenuber. Eine weitere sehr relevante neue Erkenntnis
ist auch die Expression von Chemokinen, die in der Diapedese von Plasmazellen und
B-Zellen eine Rolle spielen, sowie Cluster dieser Zelltypen in den Muskelbiopsien von
Patienten mit ASyS. Dieses Ergebnis kann weitreichende Implikationen fur
Therapiekonzepte fur chronisch rezidivierende Verlaufe und auf ,Standardtherapie’

refraktare Patienten haben, bedarf jedoch noch weiterer Untersuchungen.
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