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Abstract

Abstract

Dermatomyositis (DM) is a rare autoimmune disease which belongs to the idiopathic
inflammatory myopathies. It is characterized by a heterogeneous clinic and morphologic
phenotype. The disease primarily affects the skin and the proximal skeletal muscles,
however even internal organs can be involved. Myositis-specific autoantibodies (MSA)
help distinguish between subgroups of DM harbouring unique phenotypes. The most
common MSA include anti-Mi-2, anti-TIF-1y and anti-MDAS, all of which have been
assessed in this thesis.

The etiopathogenetic mechanisms underlying DM are not fully understood to this day.
One hypothesis postulates an increased interferon type 1 response, another assumes a
dysregulated immune-checkpoint inhibition via PD1 and its ligands. The type 1 interferon
hypothesis is substantiated by the distinct interferon type 1 signature that can be found
in the muscle, blood and skin tissue of DM patients. Here we investigated if DM harbours
a genetic component, and especially whether the hypothesis mentioned above have a

genetic basis.

Firstly, using histological stainings, it could be shown that immune cells in muscle tissue
of DM patients express PD1 and its ligands L1 and L2 on different levels depending on

their autoantibodies. These findings were verified through qPCR.

In addition to that, various genetic changes were identified through WES analysis:

Genetic changes were observed in six genes belonging to the known interferon type 1
signature of DM patients (HLA-DRB1, IFI44L and others). Due to their rare occurrence in
the general population these seem to play a primary role in the pathogenesis of DM.
Additionally, ten more genes could be recognized which appear in high frequency in the
general population and can therefore be categorized as predisposition signature (HLA-A,
HLA-B, IFIH1, IFI16 and more).

Moreover, we could identify six additional genes which are part of the PD1 signalling
pathway like PIK3C2G and PIK3C3.
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Abstract

Furthermore, a DM specific and auto-antibody specific signature could be identified: the
DM specific genes consisted amongst others of ANDKRD36, CNN2 and MUC16. The
auto-antibody specific genes were comprised of AGAP4, MPRIP, RAI1 and CABP1 for
anti-Mi-2* patients, and USF3 for anti-TIF-1y* patients. A change in the USP17L10 gene
could only be detected in subgroups of anti-Mi-2* and anti-TIF-1y* patients .
Interestingly, eight identified genes were linked to the PISK/AKT signalling pathway
(ANP32B, USF3, MET, SYTL1, PIK3C2G, PIK3C2B, PIK3C3, HRAS).

In conclusion the data provides supporting evidence for both the interferon- as well as the

immune checkpoint hypothesis. The PI3K/AKT signalling pathway seems to be a central

pathway regulating the pathogenesis of DM.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Dermatomyositis (DM) ist eine seltene Autoimmunerkrankung, die zu der Gruppe der
idiopathischen inflammatorischen Myopathien gehort. Sie prasentiert sich mit einem
heterogenen klinischen und morphologischen Krankheitsbild. Primar sind die Haut und
proximale Skelettmuskulatur betroffen, doch auch innere Organe konnen betroffen sein.
Auf der Basis myositis-spezifischer Autoantikbrper (MSA) lassen sich distinkte
Subgruppen der DM mit unterschiedlichem Phanotyp voneinander abgrenzen. Zu den
haufigsten Autoantikérpern gehdéren Anti-Mi-2, Anti-TIF-1y und Anti-MDAS5, welche auch
in dieser Arbeit untersucht wurden.

Die atiopathogenetischen Mechanismen, die der DM zugrunde liegen, sind bis dato noch
nicht komplett verstanden. Eine Hypothese postuliert eine gesteigerte Interferonantwort,
eine andere postuliert eine dysregulierte Immuncheckpoint-Inhibition Uber PD1 und
dessen Liganden. Die ,Typ | Interferon Hypothese® wird untermauert durch die bekannte,
distinkte Interferon Typ 1 Signatur, die im Muskel, Blut und Hautgewebe von DM
Patienten gefunden werden kann. In dieser Arbeit wurde auf verschiedenen Wegen
untersucht, ob die DM eine genetische Grundlage besitzt, insbesondere ob oben

genannte Hypothesen auf einer genetischen Basis beruhen.

Zunachst konnte auf histologischer Ebene gezeigt werden, dass Immunzellen im
Muskelgewebe von DM Patienten PD1 und dessen Liganden L1 und L2 exprimieren und
die Expressionslevel vom Autoantikorper abhangen. Diese Entdeckung konnte mittels

gPCR bestatigt werden.

Durch eine Analyse mittels WES konnten anschlieBend verschiedenste Mutationen

gefunden werden:

Genetische Veranderungen fanden sich in sechs Genen, die zur bekannten Interferon
Typ 1 Signatur von DM Patienten gehéren (HLA-DRB1, IFI44L und andere). Diese
scheinen aufgrund ihres seltenen Vorkommen in der Allgemeinbevdlkerung eine primare
Rolle fur die Krankheitsentstehung von DM zu spielen. Darlber hinaus gehend fanden

sich zehn Gene, die durch ein haufiges Auftreten in der Allgemeinbevolkerung

13



Zusammenfassung

gekennzeichnet waren und daher eher als Pradispositions-Signatur gesehen werden
kénnen (unter anderem HLA-A, HLA-B, IFIH1, IFI16).

Zusatzlich konnten sechs veranderte Gene gefunden werden, die Teil des PD1
Signalweges sind, wie PIK3C2G und PIK3C3.

Auch eine DM spezifische und Autoantikdrper-spezifische Signatur konnte identifiziert
werden: unter die DM spezifischen Gene fielen unter anderem ANKRD36, CNNZ2 und
MUC16. Unter die Autoantikdrper-spezifischen Gene AGAP4, MPRIP, RAI1 und CABP1
fur die Anti-Mi-2* DM Patienten, und USF3 fur Anti-TIF-1y* Patienten, eine weitere
Veranderung im Gen USP17L10 war nur in den beiden Autoantikérpergruppen von Anti-
Mi-2* und Anti-TIF-1y* Patienten detektierbar.

Interessanterweise fand sich bei acht Genen ein Zusammenhang mit dem PI3K/AKT
Signalweg (ANP32B, USF3, MET, SYTL1, PIK3C2G, PIK3C2B, PIK3C3, HRAS).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass diese Daten sowohl die Interferon- als auch

die Immuncheckpoint-Hypothese unterstitzen, wobei ein zentraler Signalweg in der

Pathogenese Uber PI3K/AKT reguliert zu werden scheint.
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EinfGhrung

1. Einfuhrung

Die Dermatomyositiden (DM) sind seltene, systemische Autoimmunerkrankungen, die zu
den idiopathischen inflammatorischen Myopathien gehdren. Sie prasentieren sich mit
einem heterogenen klinischen und morphologischen Erscheinungsbild. Die DM betreffen
primar die Haut und proximale Skelettmuskulatur, aber auch verschiedene innere
Organe, wie zum Beispiel Lunge, Darm, Herz oder Gefalle.

Es existieren unterschiedliche Manifestationsformen dieser Erkrankung und sie variieren
unter anderem abhangig von Alter, Geschlecht und Ethnizitat. So lasst sich zum Beispiel
die juvenile DM (jDM), definiert durch einen Krankheitsbeginn vor dem sechzehnten
Lebensjahr, von der adulten DM (aDM) abgrenzen; beide zeigen deutliche Unterschiede
in Bezug auf klinische Charakteristika und typische assoziierte Komplikationen
voneinander (1). Die jDM prasentiert sich nicht selten mit einem chronischen Verlauf bei
relativer Therapieresistenz und einem damit erhdhten Risiko von dauerhaften Schaden,
charakterisiert beispielsweise durch Skelettmuskelatrophie oder Verkalkungen der
Muskelfasern (2, 3). Sie kann jedoch auch hoch akut ablaufen, zu massiven
Hautschwellungen fuhren, Blutungen in inneren Organen (Gastrointestinaltrakt) und
Organversagen (zum Beispiel Niereninsuffizienz) nach sich ziehen. Patienten mit aDM
kénnen im Gegensatz zu Patienten mit jDM ein erhdhtes Risikos fur die Entwicklung eines
Malignoms oder auch eine schwere Lungenbeteiligung, in Form einer Interstitial Lung
Disease (ILD) aufweisen (4).

Anhand von Autoantikérpern, den sogenannten Myositis-spezifischen Autoantikdrpern
(MSA), kénnen distinkte Subgruppen der DM voneinander abgegrenzt werden (5, 6).
Diese Subgruppen zeigen unterschiedliche klinische Manifestationen und Prognosen.
Daher bendtigen sie ein spezifisches klinisches und therapeutisches Management. MSA
richten sich gegen intrazelluldare Bestandteile wie etwa dem Mi-2-Protein, eine
Komponente des Nucleosome Remodelling Deacetylease (NuRD) Komplexes. Bei etwa
70% aller Patienten mit Dermatomyositis lassen sich MSA nachweisen (7, 8).

Nachstehend werden die in dieser Arbeit verwendeten MSA naher beschrieben.
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EinfGhrung

1.1.Myositis-spezifische Antikorper

1.1.1. Anti-Mi-2 Antikorper

Das Mi-2 Protein ist ein Teil des NuRD Komplexes, der fur die Regulierung der
Transkription zustandig ist (9). Mi-2 konnte 1976 als erstes Antigen mit einer Myositis in
Verbindung gebracht werden (10), kurz nachdem im Jahr 1975 eine der ersten
Klassifizierungen fur DM durch Bohan und Peter veroffentlicht wurde (11, 12). 1985
konnte dann erstmals ein Anti-Mi-2 Autoantikoérper identifiziert werden (13).

Klinisch sind bei DM-Patienten mit Anti-Mi-2 Autoantikoérpern (in Folge als Mi-2* Patienten
bezeichnet) typische Hautlésionen zu beobachten, wie Gottron Papeln, ein heliotropes
Erythem auf den Augenlidern und ein Ausschlag auf Dekolleté, Schultern, Wangen,
Oberarmen und Oberschenkeln. Typischerweise zeigt sich eine schwere proximale
Muskelschwache. Die Hohe des Anti-Mi-2 Antikoérper (AK) Titers korreliert mit der
Schwere der Muskelschwache und kann sich nach Remission normalisieren (14).

Eine Beteiligung anderer Organe ist nicht haufig. Bei Diagnosestellung findet sich meist
ein stark erhdhter Kreatinkinase (CK) Titer. Mi-2* Patienten sprechen gut auf
Kortikosteroide (6) und Rituximab (15) an. Das Auftreten von Anti-Mi-2 ist meist mit einer
guten Prognose verbunden.

Bis auf weiteres ist der Zusammenhang von Anti-Mi-2 AK und Neoplasien unklar. In
einigen Studien zeigt sich ein gering erhdhtes Risiko fur die Entwicklung eines Malignoms
(14, 16), in anderen kann eine solche Assoziation nicht festgestellt werden (13, 15, 17,
18).

Histologische Eigenschaften bei Mi-2* Patienten DM-Patienten sind charakteristisch und
aulern sich vor allem in einer schweren Skelettmuskelbeteiligung. Typischerweise findet
man Muskelfasern, die sich stark in ihrer GroRe unterscheiden. Auffallig ist auch die
ausgepragte perifaszikulare Atrophie (PFA). Nekrotische Fasern finden sich entweder
einzeln oder in kleinen Gruppen angeordnet. Meist sieht man eine starke
Entzindungsreaktion, diffus verteilt, dominant im Perimysium und gering im
Endomysium, wobei sich die Infiltrate aus Lymphozyten oder Makrophagen
zusammensetzen. Major Histocompatibility Complex (MHC) Klasse | Expression
sarkolemmal hebt die Muskelatrophie in perifaszikularen Bereichen hervor, wobei sich
ein abnehmender Gradient zum Zentrum des Faszikels hin zeigt. Eine gering
ausgepragte MHC Klasse Il Uberexpression findet sich perifaszikular sarkolemmal und
um Entzdndungsinfiltrate herum. Die T-Zell-Population besteht aus CD4* und CD8*
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Zellen. Vereinzelt finden sich auch B-Zellen und Plasmazellen.
Komplementablagerungen (zum Beispiel C5b-9) lassen sich kraftig auf dem Sarkolemm

vieler perifaszikular gelegener Fasern nachweisen, seltener auf einigen Kapillaren.
1.1.2. Anti-TIF-1y Antikorper

TIF-1y ist ein intranukleares Protein, das eine wichtige Rolle bei der Zelldifferenzierung
und Karzinogenese spielt (19). Als Mitglied der TIF-1 Familie ist es ein
Transkriptionskofaktor im transforming growth factor-p (TGF-B) Signalweg (20). Anti-
transcriptional intermediary factor-1gamma (TIF-1y) wurde 2006 erstmals identifiziert
(19).

Klinisch prasentieren sich Patienten mit Anti-TIF-1y Autoantikérpern (in Folge als TIF-
1y* Patienten bezeichnet) typischerweise mit einer proximalen Extremitatenschwache
begleitet von Hautmanifestationen. Diese Effloreszenzen sind meist starker ausgepragt
und weiter ausgebreitet im Vergleich zu anderen DM Subgruppen (21). Dartber hinaus
kann eine auffallige Dysphagie beobachtet werden (22). Andere extramuskulare
Manifestationen sind weniger haufig als zum Beispiel bei Patienten mit Anti-MDA5-
Autoantikorpern (Melanoma Differentiation-associated Protein 5, MDAS5). ILD und
markante Arthralgien kommen bei Anti-TIF-1y, im Kontrast zu Anti-MDA, meist nicht vor.
Das Vorkommen von Anti-TIF-1y AK bei adulten Patienten mit DM ist eindeutig mit dem
erhohten Risiko fur die Entwicklung von Malignomen assoziiert (6, 23, 24). Patienten Uber
40 Jahren konnen in circa 50% der Falle eine Neoplasie etwa 3 Jahre vor oder nach
Diagnosestellung entwickeln (23). Bei der juvenilen DM besteht allerdings keine
Assoziation zwischen diesem AK und einem erhdhten Risiko fur Malignome. Eine
Erklarung fur den Zusammenhang zwischen Malignitat und Anti-TIF-1y AK kdnnte das
Vorhandensein von somatischen Mutationen in Tumor-TIF1 Genen (TRIM33, TRIM24,
TRIM28 und TRIMG66) sein (25).

Muskelbiopsien von TIF-1y* Patienten DM-Patienten zeigen ein starkes Odem mit PFA
und regionalem Kapillarverlust. Die wichtigste Veranderung ist eine auffallige
Komplementablagerung (zum Beispiel C5b-9) auf einer Vielzahl von Kapillaren, welche
mit dem Vorhandensein oder der Entwicklung eines Malignoms in Zusammenhang
gebracht werden konnte (22).

Das Entzindungsinfiltrat besteht aus Uberwiegend Makrophagen, welche sich diffus

verteilt pradominant im Perimysium und Endomysium befinden. Im Endomysium zeigt
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sich meist eine geringe Anzahl an CD4* und CD8* Zellen, manchmal gruppieren sich
diese Zellen auch locker um perimysiale Gefalde, ohne eine angio-destruktive Vaskulitis
zu verursachen. B-Zellen und Plasmazellen sind selten detektierbar. Nekrotische Fasern
sind selten. MHC Klasse | wird auf perifaszikularen atrophen Muskelfasern und auf dem
Sarkolemm zentrofaszikular gelegener Fasern stark tGberexprimiert. MHC Klasse Il ist in

aller Regel auf dem Sarkolemm perifaszikularer Fasern negativ.
1.1.3. Anti-MDAS5 Antikorper

MDAS5, zunachst als CADM-140 Antigen bezeichnet, ist eine zytoplasmatische RNA-
spezifische Helikase, die zur Familie der retinoic acid-inducible gene (RIG) I-like
Rezeptoren gehort (26). Diese sind Bestandteil des angeborenen Immunsystems und
wesentlich fur die Erkennung von Virus-RNA (27).

Patienten mit Anti-MDAS Autoantikorpern (in Folge als MDA5" Patienten bezeichnet)
prasentieren sich charakteristisch mit einem schweren Krankheitsbild in 30-50% der
Falle, welches sich deutlich von dem klinischen Phanotyp von Mi-2* Patienten und TIF-
1y* Patienten unterscheidet. Gepragt wird jenes Anti-MDAS-Krankheitsbild von
extramuskularen Symptomen, hervorgerufen durch ILD, Hautulzera, meist an
Extremitaten, und haufig auftretenden Arthritiden. Diese schwere Krankheitsaktivitat steht
im Kontrast zur milden bis moderaten Muskelschwache, die typischerweise die
proximalen oberen Extremitaten betrifft.

Neben klassischen DM Effloreszenzen, welche bei MDA5* Patienten selten auftreten,
zeigen diese Patienten Hautmanifestationen wie Ulzera, digitale Nekrosen, palmare
Papeln oder Mechanikerhande (28). Haufig leiden Patienten auch an Arthralgien oder
Polyarthritis, die Ahnlichkeiten zu rheumatoider Arthritis aufweisen. Die schwer
verlaufende ILD ist einer der haufigsten extramuskuldren Manifestationen und die
relevanteste Begleiterkrankung (29). Durch das rasche Voranschreiten einer ILD wird im
Verlauf nicht selten eine intensivstationare Behandlung notwendig. Die fruhzeitige
Diagnosestellung einer ILD ist wichtig, da diese fur die hohe Mortalitdtsrate von bis zu
20% verantwortlich ist (23).

Bei Muskelbiopsien von MDA5* Patienten DM-Patienten zeigen sich nicht die typischen
morphologischen Veranderungen der DM, wie eine prominente Muskelfaseratrophie,
Kapillarverlust oder eine starke MHC Klasse | Uberexpression (30). Stattdessen findet
sich eine nur milde Expression von MHC Klasse | auf dem Sarkolemm vereinzelter

Muskelfasern. Muskelfasernekrosen sind nicht auffindbar. MHC Klasse |l ist nicht
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nachzuweisen. Entzindungsinfiltrate fehlen oder sind selten zu finden, wenn vorhanden

dann meist fokal um Gefalte im Perimysium angeordnet. Zumeist bestehen diese

Infiltrate aus Makrophagen und isolierten T-Zellen, B-Zellen und Plasmazellen sind nicht

erkennbar. Komplementablagerungen (zum Beispiel C5b-9) auf dem Sarkolemm oder auf

Kapillaren kdnnen fokal vorkommen oder auch fehlen.

Fir eine Zusammenfassung der verschiedenen hier untersuchten DM Phanotypen siehe

Tabelle 1.

Tabelle 1: Phanotypen des Dermatomyositis Spektrums

Klinischer Phanotyp Anti-Mi-2 Anti-TIF1y Anti-MDA5
Muskelschwache Schwere, proximale proximale keine/milde
Muskelschwache Muskelschwache proximale
Muskelschwache
Hautmanifestation typischer DM typischer DM Ulzera an
Ausschlag Ausschlag/ Extremitaten,
generalisiertes digitale Nekrosen
Erythem
Calcinosis cutis - - +
ILD - - +++
"P"r“’;ﬁg:’;gg's“her Anti-Mi-2 Anti-TIF 1y Anti-MDA5
Muskelbeteiligung +++ +++ +/-
PFA +++ +++ +/-
Perifaszikulare Nekrose einzeln, gruppiert - -
(PEN)
Lymphozyteninfiltrate dicht gering minimal
perivaskular
MHC | perifaszikular perifaszikular mild, perifaszikular
MHC I + - -
Komplementablagerungen Sarkolemm Kapillaren -/Sarkolemm
(C5b9)
Assoziation zu Malignom +/-? (ca. 20-30%) +++ (Uber 50%) ca. 20%

1.2.Zwei Hypothesen zur Krankheitsentstehung

Die genauen pathogenetischen Mechanismen, die der DM zugrunde liegen, sind noch

nicht vollstandig verstanden. Neben dem adaptiven und dem humoralen Immunsystem

spielen Typ 1 Interferone eine zentrale Rolle in der Krankheitsentstehung (31). Im

Folgenden soll auf Hypothesen der Pathogenese naher eingegangen werden.
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1.2.1. Interferon-Hypothese

Typ 1 Interferone sind Zytokine, die in zahlreiche Formen der Immunantwort involviert
sind. Die Bindung von Typ 1 Interferonen an ihren Rezeptor (type 1 interferon receptor,
IFNAR) an den Zielzellen flhrt Uber die Aktivierung des JAK/STAT Signalweges zur
Expression einer Vielzahl an Genen, den Typ 1 Interferon-stimulierten Genen (ISG) (32).
Diese Gene werden in ihrer Gesamtheit auch als Interferon Typ 1 Signatur bezeichnet
(im Folgenden nur als Interferon-Signatur genannt). Daraus resultiert die Produktion der
Proteine, die durch ISG kodiert werden, wie zum Beispiel MxA oder ISG15, welche
wesentliche Bestandteile der intrazellularen Abwehr unter anderem. gegen virale
Infektionen sind; ihre Wirkung entfalten diese indem sie beispielsweise die virale
Replikation beeintrachtigen (33). Eine dauerhafte Aktivierung von Typ 1 Interferonen ist
jedoch zytotoxisch (34) und kann zur Akkumulation von Zellbestandteilen flihren, welche

eine potentielle Quelle fur Autoantigene darstellen kann.

Forschungen auf Transkriptomebene, die an Biopsien von Skelettmuskeln von an DM
erkrankten Patienten durchgefiihrt wurden, konnten eine bestimmte, spezifische
Uberexpression von multiplen ISG zeigen und suggerierten damit die Bedeutung dieser
Interferone flir den Pathomechanismus der DM (31, 35). Immunhistologisch konnte
bewiesen werden, dass in perimysialen perifaszikularen atrophischen Muskelfasern
einige Typ 1 Interferon-induzierte Proteine, wie MXA, ISG15, IRF7 enthalten sind (36).
Aber auch RIG1, ein intrazellularer Rezeptor des angeborenen Immunsystems, und
RSAD2 akkumulieren dort (35). Die Expression einiger Interferon-induzierter Gene, wie
MX1 oder ISG15 in Muskelzellen der perifaszikularen Region und auf Kapillaren konnte
aulRerdem auf Proteinebene bestatigt werden (37, 38).

Die Uberproduktion dieser IFN-induzierten Transkripte und Proteine im Muskel von
Patienten wurde lange als einzigartig und pathognomonisch fur DM verglichen mit
anderen Muskelerkrankungen angenommen (31, 36, 39).

Neuere Studien zeigen, dass IFN-1 Signalwege nicht nur bei Patienten mit DM aktiviert
sind, sondern auch bei Patienten mit Antisynthetase Syndrom (ASyS), immun-mediierter
nekrotisierender Myopathie (IMNM) und EinschlulRkoérper-Myositis (inclusion-body
myositis, IBM) (37). Quantitativ und qualitativ war die Aktivierung dieses Signalweges
jedoch eindeutig different zwischen Patienten mit DM verglichen mit Patienten mit ASyS,
IBM oder IMNM (37).
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Patienten mit DM weisen auch erhohte Level von zirkulierenden IFN-1 Zytokinen, wie
IFN-o. und IFN-B auf (40, 41). Die Expression von IFN induzierten Genen bei DM scheint
vor allem auf IFN-B zurickzufuhren zu sein, da vorrangig dieses, und weniger IFN-a., im
Blut von Patienten erhdht ist (40).

Inflammatorische Infiltrate, vorwiegend im Perimysium, Ischamie infolge von
,vaskulopathie® und pathognomonische perifaszikulare Muskelfaseratrophie sind
anerkannte histologische Charakteristika der DM (42, 43). Unklar ist jedoch ihre
atiopathogenetische Relevanz und inwieweit diese voneinander abhangen (3). Eine
hypoxische Genese ist viele Jahre ebenfalls intensiv beforscht worden (44, 45), steht in
dieser Doktorarbeit jedoch nicht im Zentrum.

Neueren Ergebnissen zufolge scheinen Interferon-assoziierte Molekile einen
wesentlichen Beitrag zur Ausbildung dieser histologischen Merkmale, der
perifaszikularen Atrophie und den endothelialen tubuloretikularen Formationen zu leisten
(31, 35, 44, 46-49). Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Erhdhung der IFN-
induzierten Proteine sich Uberwiegend bei jenen Patienten mit DM zeigt, die eine PFA in
ihren Muskelbiopsien aufwiesen (38). Eine Hochregulierung von Biomarkern, die zum
Interferon 1 Signalweg gehoren, konnte insgesamt im Muskelgewebe (31, 35, 36, 46, 50-
52), in der Haut (53) und im Blut (52, 54, 55) von Patienten mit DM detektiert werden.
Dartber hinaus konnte festgestellt werden, dass die kutane Krankheitsaktivitat,
gemessen durch den Cutaneous Dermatomyositis Disease Area and Severity Index
(CDASI), von DM mit erhdhten Serumwerten von IFN- und der Expression von ISG im
Blut korreliert.(56)

Sowohl die globale als auch die kutane Krankheitsaktivitat korreliert positiv mit den Levels
der Interferon-induzierten Gene im Blut (40, 52, 54, 56), wobei die kutane
Krankheitsaktivitat vor allem mit den IFN-B Proteinlevels korreliert (56).

Quelle des Typ 1 Interferons kénnen plasmazytoide dendritische Zellen (pDC) aber auch
andere antigenprasentierende Zellen, wie zum Beispiel Makrophagen zu sein. Diese
produzieren grof3e Mengen von Typ 1 Interferonen, infiltrieren das Muskelgewebe (31,
57) und die Haut (58-60) von DM Patienten und durften somit eine zentrale Rolle in der
Pathogenese der DM spielen, speziell in der Entwicklung der perifaszikularen Atrophie
(36).
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Vielfach wird diskutiert, wie es zu der gestorten Interferon-1-Antwort bei Patienten mit DM
kommt. Dabei liefert eine Gruppe von Erkrankungen einen besonderen Hinweis: bei den
monogenetischen Typ 1 Interferonopathien handelt es sich um eine Reihe heterogener
autoinflammatorischen Erkrankungen, die auf einer dysfunktionalen Interferon-1-Antwort
beruhen. Verursacht werden diese Typ 1 Interferonopathien durch Mutationen in
verschiedenen Genen wie etwa von Rezeptoren, die flr das Erkennen von pathogenen
Nukleinsauren verantwortlich sind, von Mutationen in downstream-Mediatoren dieser
Rezeptoren oder auch von Mutationen in Genen, die in den Metabolismus von
Nukleinsauren involviert sind. (61)

Insgesamt nimmt man an, dass die Aktivierung des Interferon-1-Signalwegs entweder
Folge einer standigen Aktivierung dieser Rezeptoren oder Mediatoren ist oder durch eine
Akkumulation von Nukleinsauren, welche von endogenen Retroelementen stammen,
entsteht (62). Patienten mit Typ 1 Interferonopathien prasentieren sich oft friih in der
Entwicklung durch ein breites Spektrum von Symptomen, das von systemischer
Autoinflammation bis hin zu distinkten, organ-spezifischen Manifestationen, die zumeist
das Gehirn oder die Haut betreffen, reicht (63). Auch die seltene Form des Familiaren
Systemischen Lupus Erythematodes gehort zu den Typ 1 Interferonopathien (61, 64).
Einige der Gene, die bei Patienten mit Typ 1 Interferonopathien mutiert sind, gehéren
interessanterweise zu der bei DM bekannten Interferon-Signatur, wie etwa ADAR, IFIH1,
ISG15, TREX1, oder DDX58 (61, 65).

In Zusammenschau dieser Ergebnisse, der Hochregulierung von ISG, die mit einer
Uberexpression der korrespondierenden Proteine in veranderten Muskelfasern korreliert,
wurde die Hypothese aufgestellt, dass ebendiese Muskelfasern Ursprung der ISG und
der Interferon-assoziierten Molekule seien und die Veranderung der Muskelfasern direkt
mit der Aktivierung von IFN Typ 1 und nachfolgenden Signalwegen, welche durch IFN
Typ 1 aktiviert wurden, zusammenhangt. Der Tatsache geschuldet, dass es bekannte
Erkrankungen gibt, die aufgrund einer genetischen Mutation zu einer gesteigerten
Interferon Typ 1 Antwort flhren (wenngleich diese nicht DM-assoziierte Symptome
haben), wurde dariber hinaus die Hypothese aufgestellt, dass auch Patienten mit DM
eine genetische Grundlage besitzen kénnten. Ziel der Forschung im Rahmen dieser
Doktorarbeit sollte daher sein, zu untersuchen, ob Patienten mit DM eine genetische

Pradisposition zur gesteigerten Interferonantwort aufweisen.
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1.2.2. Immuncheckpoint-Hypothese

Eine weitere Hypothese beschaftigt sich mit einem anderen Regulationsweg des
Immunsystems und den beteiligten Immuncheckpoint-Regulatoren: Das Immunsystem
des Menschen wird durch eine filigrane Balance zwischen Co-stimulierenden und Co-
inhibierenden Molekulen gesteuert. Autoimmunitdt kann in diesem System auf
verschiedenen Wegen entstehen: entweder durch eine exzessive Co-Stimulation oder
eine unzureichende Co-Inhibition kann die Aktivierung und Proliferation von autoreaktiven
Zellen induziert und damit die Entwicklung einer Autoimmunerkrankung begunstigt
werden. Immunantworten werden daher effektiv Uber eine Reihe von sogenannten
Prufstellen, ,immune-checkpoints®, kontrolliert (66).

Das Immunsystem des Menschen hat im Laufe der Zeit viele Mechanismen entwickelt,
um die Entstehung autoimmuner Reaktionen zu verhindern: Autoreaktiv veranderte T-
Zellen etwa werden durch mindestens zwei Kontrollmechanismen streng reguliert (67).
Der erste wird als zentrale Toleranz bezeichnet: aktiviert durch T-Zellen, die einen T-Zell-
Rezeptor (TCR) mit einer hohen Affinitat zu sogenannten ,Eigenpeptiden® exprimieren,
werden diese durch negative Selektion im Thymus eliminiert. Der zweite Mechanismus
wird als periphere Toleranz bezeichnet und wird durch immunregulatorische Zellen
induziert, wie regulatorische T Zellen, regulatorische B-Zellen und tolerogene
dendritische Zellen (DC) (68). Die Aktivierung von reaktiven T-Zellen erfolgt durch
professionell Antigen prasentierende Zellen (professional antigen-presenting cells,
APCs); um T-Zellen zu aktivieren, sind 3 Signale notwendig: die Bindung des TCR mit
exprimiertem Autoantigen an Moleklle des MHC, co-stimulatorische Signale sowie von
APCs exprimierte Zytokine (69, 70). Co-Inhibitorische Rezeptoren, wie Programmed Cell
Death 1 (PD1) oder Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4 (CTLA-4), werden
induziert, um eine exzessive T-Zell Aktivierung zu regulieren und eine Immunreaktion
gegen Autoantigene zu stoppen (70).

PD1 gehort zur Familie der CD28 Molekile und wird auf der Oberflache einer Reihe von
aktivierten Immunzellen exprimiert, wie auf aktivierten T-Zellen, B-Zellen, regulatorischen
T-Zellen, Natirlichen Killerzellen, aktivierten Makrophagen, Monozyten und
dendritischen Zellen (66).

Im Falle des PD1 handelt es sich um einen negativen Regulator der adaptiven Immunitat,
der die Aktivierung und Proliferation von T-Zellen durch Bindung von PD1 an die Liganden

L1 und L2 limitiert, somit die Immunantwort beendet und eine UberschieRende Reaktion
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des Immunsystems verhindert (66). Nach einer TCR-Aktivierung kommt es zu einer
frihen Hochregulierung von PD1, welche allerdings nicht immer mit einer T-Zell-
Dysfunktion assoziiert ist (71).

Der Programmed Cell Death Ligand 1 (PD-L1) befindet sich auf APCs wie Makrophagen,
B-Zellen und dendritischen Zellen. Die Expression von PD-L1 kann allerdings auch auf
der Oberflache nicht-hamatopoetischer Zellen, wie vaskularen Endothelzellen,
Inselzellen des Pankreas oder Zellen der Plazenta und Hoden erfolgen (72). Die
Anwesenheit von PD-L1 auf peripheren Geweben ist grundlegend, insbesondere um dort
autoimmune Schaden zu verhindern (66).

Programmed Cell Death Ligand 2 (PD-L2) zeigt ein anderes Expressionsmuster, scheint
bis dato aber die gleiche inhibitorische Funktion wie PD-L1 zu Ubernehmen. So ist PD-
L2 auf APCs, wie Makrophagen, myeloischen dendritischen Zellen und auf nicht-
hamatopoetischen Geweben lokalisiert (73). lhre Wirkung entfalten PD1, PD-L1 und PD-
L2 indem sie verschiedene Signaltransduktionen blockieren. So wird unter anderem der
Phosphoinositid-3-Kinase/Akt (PISK/AKT)- Signalweg, die Phosphorylierung von ZAP70
oder aber die Funktion der Leukozyten spezifischen Tyrosinkinase (LCK) inhibiert; daraus

resultiert die Unterdriickung des TCR-Signalweges (66).
1.2.3. Der PD1 Signalweg als Grundlage autoimmuner Reaktionen in DM

Die Beteiligung von Immuncheckpoints bei Autoimmunitdt konnte flr einige
Erkrankungen zum Beispiel Systemischer Lupus Erythematodes (SLE), rheumatoide
Arthritis (RA), Multiple Sklerose (MS) und Typ 1 Diabetes Mellitus (T1D) bereits gezeigt
werden (70, 74-78). Das Vorliegen von Single Nucleotide Polymorphismen von PD1, PD-
L1 und PD-L2 wurden fur SLE, die ankylisierende Spondylitis, RA und T1D beschrieben
(79). Eine krankheitsfordernde Rolle des PD1 Signalweges gilt in vielen weiteren
Autoimmunerkrankungen, wie der Inflammatory Bowel Disease (IBD) (80, 81),
Autoimmunhepatitis (AIH) (82), primar biliaren Cholangitis (PBC) (82), Psoriasis (83, 84)

und Sjégren Syndrom (85) als erwiesen.

Erste Hinweise, dass eine Veranderung im PD1 Signalweg auch bei Patienten mit
Myositiden vorliegen konnte, ergaben sich durch das vermehrte Auftreten von
unerwinschten Ereignissen (hier akute Entwicklung einer Myositis) in Zusammenhang
von Immuntherapien (immuno-therapy-related adverse events, IirAEs) mit

Immuncheckpoint-Inhibitoren bei Krebspatienten.
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Immuncheckpoint-Inhibitoren, humanisierte monoklonale Immunglobulin G4 Antikorper
(IgG4), stellen eine neue, vielversprechende Klasse von Tumortherapeutika dar und
haben das Ziel die korpereigene Antitumor-Immunitat zu starken, indem sie negative
Regulatoren wie PD1 inhibieren und somit die Aktivierung von CD4*/CD8" T-Zellen
fordern; sie haben sich als eine sehr effektive Therapieform bei Patienten mit Melanom
und Nicht-Kleinzelligem Lungen-Karzinom (non-small cell lung cancer, NSCLC) erwiesen
(86-88). Patienten, die mit den Immuncheckpoint-Inhibitoren Pembrolizumab und
Nivolumab - beide anti-PD1 wirksam - behandelt wurden, wiesen in mehr als einem Drrittel
der Falle kutane irAEs, in Form von makulopapulosen Exanthemen, Vitiligo oder
induzierter Psoriasis auf (89-97). Einige Patienten entwickelten irAEs in Form einer
Myositis (98-105) oder einer Myokarditis (106, 107). Patienten, die einer Behandlung von
Ipilimumab, einem weiteren Immuncheckpoint-Inhibitor, unterliefen, zeigten in mehreren
Fallen die klassischen kutanen Manifestationen einer DM (108, 109). Ipilimumab entfaltet
seine Wirkung Uber die Inhibierung von CTLA-4, einem Rezeptor auf T-Helfer-Zellen.
Bei genauerer Untersuchung der Skelettmuskelbiopsien von Patienten mit durch
Immuncheckpoint-Inhibitor induzierter Myositis (myositis induced by immune checkpoint
inhibitor, irMyositis) konnten PD1* T-Zellen sowie die Expression von PD-L1 auf CD68*
Makrophagen und die Expression von PD-L2 auf dem Sarkolemm von Muskelfasern
festgestellt werden.(110)

PD1 ist der am hochsten exprimierte inhibitorische Rezeptor auf CD8* Zellen wahrend
einer chronischen Entzindung und spielt eine wesentliche Rolle in der Regulierung des
T-Zell-Phanotyps (110). In diesem Zusammenhang haben wir eine neue Hypothese zur
Relevanz PD1-assoziierter Signalweg fur die DM entwickelt. Die Aktivierung des PD1
Signalweges konnte im Falle der DM dabei auf Mechanismen beruhen, die mit einer
dysfunktionalen Aktivitat von T-Zellen zusammenhangen. So kénnen T-Zellen, die
dauerhaft gegenliber einem Antigen exponiert sind, einen Prozess durchlaufen, der als
T-Zell ,Ermudung® (T-cell exhaustion) bezeichnet wird und von PD1 und dessen Liganden
kontrolliert wird (111); andere bezeichnen die hochregulierte Expression von PD1 auf T
Zellen als sogenannte ,antigen-experienced T cells®. PD1 ist auf T-Zellen, die eine T-Zell-
Stimulation durchgemacht haben, hochreguliert und kann daher als Marker fur
sogenannte ,exhaustion® oder ,Antigen-experience“ bezeichnet werden (110, 112).
Zusammengefasst denken wir also, dass diese T Zellen eine exzessive und
dauerhafte/wiederholte Stimulation (durch Antigenkontakt) und eine im Verlauf daraus

resultierende eingeschrankte Aktivitat aufweisen (113).
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Alle oben genannten Phanomene lassen die Vermutung zu, dass Patienten mit DM eine
genetische Pradisposition zu einer Storung des PD1 Signalweges besitzen konnten, die
zur sekundaren Entstehung von Autoimmunitat fuhrt. Ein definiertes Ziel der Forschung
im Rahmen meiner Doktorarbeit ist es, herauszufinden, ob Patienten mit DM eine

genetische Pradisposition zu einem veranderten PD1 Signalweg aufweisen.
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2. Material

Tabelle 2: Laborausriistung

Material

Produkt

Firma/Handler

Gelelektrophoresekammer horizontal

Biozym Diagnostic GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Kryostat Cryo-Star Microm HM560

Microm, Walldorf, Deutschland

MicroAmp Fast 96-Well Reaction Plate

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

MicroAmp Optical Adhesive Film

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Microplate Reader TECAN Infinite 200

Tecan, Grodig, Osterreich

Multifuge SR3+

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Olympus BX50 Mikroskop & DP25 Kamera

Olympus, Tokio, Japan

PCR Thermocycler Uno-Cycler

VWR, Darmstadt, Deutschland

Qubit® 3.0 Fluorometer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Real-Time PCR System 7900 HZ

Applied Biosystems, Foster City, USA

Thermomixer compact 5350

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Transluminator G:BOX Syngene

Syngene, Cambridge, England

Zeiss Observer Z1 Fluoreszenzmikroskop

Zeiss, Gottingen, Deutschland

Tabelle 3: Allgemeine Chemikalien

Produkt Firma/Handler
Aceton Merck, Darmstadt. Deutschland
Agarose SERVA, Heidelberg, Deutschland

Ca?*/Mg?* (PBS)

Dulbecco‘s Phosphate Buffered Saline mit/ohne

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Chloroform Merck, Darmstadt, Deutschland

EDTA Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland

Eosin-Y Brunschwig Chemie, Amsterdam, Niederlande
Ethanol JT Baker, Center Valley, USA

Ethidiumbromid Merck, Darmstadt. Deutschland

Glykogen Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Isopropanol Roth, Karlsruhe, Deutschland

Mayers Hamatoxylin Losung

Merck, Darmstadt. Deutschland

Natriumchloridldsung

Fresenius, Schweinfurt, Deutschland

Natriumperchlorat Monohydrat

Merck, Darmstadt. Deutschland

Normales Eselserum

AbD Serotec, Raleigh, USA

Normales Ziegenserum

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA
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Produkt Firma/Handler
Proteinase K Roche, Mannheim, Deutschland
RNAse A Roche, Mannheim, Deutschland

ROTI-HISTOKIT Il Einschlussmittel

Roth, Karlsruhe, Deutschland

TAE-Puffer 10x

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Tissue Tek

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Xylol

JT Baker, Center Valley, USA

VECTASHIELD Mounting Medium with DAPI

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA

Tabelle 4: Primare Antikorper- Immunhistochemie

England

Antigen Klon Verdiinnung |Spezifitiat |Firma Nummer ‘
BDCA2 10E6.1 1:50 Maus Merck, Darmstadt. |#MABF94
Deutschland
C5b-9 aE11 1:200 Maus DAKO, Hamburg, |MOQ777
Deutschland
CD3 polyklonal 1:100 Kaninche |DAKO, Hamburg, |A0452
n Deutschland
CD4 SP35 gebrauchsferti |Kaninche |ZYTOMED 7ml 503-3351
g n Systems GmbH,
Bargteheide,
Deutschland
CDS8 144B 1:100 Maus DAKO, Hamburg, M7103
Deutschland
CD11b EP45 1:50 Kaninche |Quartett, Berlin, AC-0043RUO
n Deutschland
CD20 144B 1:200 Maus DAKO, Hamburg, MO0755
Deutschland
CD68 EBM11 1:100 Maus DAKO, Hamburg, M0718
Deutschland
CD123/ IL-3R |6H6 1:100 Maus Antibodies- ABIN1302506
online.com,
Aachen,
Deutschland
MHC Klasse | |W6/32 1:1000 Maus DAKO, Hamburg, |MO0736
Deutschland
MHC Klasse Il |CR3/43 1:100 Maus DAKO, Hamburg, MO770
Deutschland
PD1 NAT105 1:100 Maus Abcam, Cambridge, |ab52587
England
PD-L1 E1L3N 1:100 Kaninche |Cell Signaling, #13684
n Frankfurt/Main,
Deutschland
PD-L2 TY25 1:100 Ratte Abcam, Cambridge, [ab21107
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Tabelle 5: Sekundare Antikorper- Immunhistochemie

Sekundare Spezifitat Verdiinnung Firma

Antikorper

Cy3 Ziege anti Maus |1:100 Dianova, Hamburg, Deutschland

Cy3 Ziege anti Hase 1:100 Dianova, Hamburg, Deutschland

Cy3 Esel anti Ratte 1:100 Dianova, Hamburg, Deutschland

AF488 Ziege anti Maus 1:100 Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

AF488 Ziege anti Ratte 1:100 Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

AF488 Ziege anti 1:100 Invitrogen GmbH, Karlsruhe,

Kaninchen Deutschland

Tabelle 6: Kommerzielle Kits

Produkt

Firma/Handler

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 VWR, Darmstadt, Deutschland
Qubit® dsDNA BR Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Qubit® Assay Tubes Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

TagMan® Fast Universal PCR Master Mix

Applied Biosystems, Foster City, USA

Tabelle 7: PCR Sonden FIRMA Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

TagMan® Gene Expression Assays

Referenznummer

PD1

Hs01550088_ml

PDL1 Hs00204257_ml
PDL2 Hs00228839_ml
PGK1 Hs99999906_ml
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3. Methoden

Bei allen Versuchen und der Verfassung der Doktorarbeit wurden die ,Grundsatze der
Charité zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis“ eingehalten. Das Projekt ist von
der Ethikkommission der Charité unter der Nummer EA1/204/11 bewilligt worden, fur die

genetischen Aspekte liegt die Bewilligung unter der Nummer EA2/107/14 vor.

3.1.Patienten und Muskelbiopsien

Insgesamt wurden 37 Skelettmuskelbiopsien von 36 Patienten mit diagnostizierter
Dermatomyositis (DM), sowie sieben Muskelbiopsien von Patienten, die als
Vergleichskontrollen (NDC — non-disease controls) dienten, retrospektiv untersucht. Die
Muskelbiopsien waren aus diagnostischen Grinden entnommen worden.
Einschlusskriterien fir DM Patienten war eine typische Histologie in der Muskelbiopsie.
Die Seren der Patienten wurden auf die Anwesenheit von Anti-Mi-2, -TIF-1y und -MDA-5
Autoantikorper Uberprift. Nach den AK-Tests wurden folgende Patientengruppen
untersucht: Mi-2* Patienten (n=14), TIF-1y* Patienten (n=13), MDAS5" Patienten (n=9).
In der Gruppe der MDAS5* Patienten wurden von einem Patienten zwei Muskelbiospien
untersucht, die in einem Abstand von drei Jahren entnommen worden waren.
Ausschlusskriterien waren eine DM-untypische Morphologie, Positivitdt fir mehr als
einen AK und eine schlechte Qualitat der Skelettmuskelbiopsien.

Normalkontrollen (Non-Disease Controls, NDC) stammten von neurologisch gesunden
Patienten ohne histologische Auffalligkeiten. Die Muskelbiopsien waren wegen diffusen,
unspezifischen Beschwerden entnommen worden. Kein Patient zeigte Auffalligkeiten in
muskelrelevanten Parametern wie Auto-AK, CK-Level, LDH oder Transaminasen. Alle
Biopsien wurden sofort nach Entnahme und diagnostischer Aufarbeitung bei -80°C
kryokonserviert.

Folgende klinische Charakteristika der Patienten wurden dokumentiert: epidemiologische
Daten, Lokalisation der Biopsie, Prasenz von Muskelschwache oder Muskelschmerzen,
CK-Level, Prasenz von typischen DM-Hautlasionen, ILD, die Assoziation zu

Krebserkrankungen, das Therapieregime und das klinische Outcome.
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3.2.Histologie

Alle Farbungen wurden an 7um diinnen Schnitten durchgefiihrt, die mit Hilfe des Kryostat
Cryo-Star Microm HM560 hergestellt wurden. Die Schnitte wurden auf silanisierte
Glasobjekttrager aufgebracht und bis zu ihrer Verwendung bei -20°C gelagert. Alle

Farbungen wurden gemal standardisierten Protokollen durchgefuhrt.
3.21. Immunhistochemie

Die immunhistochemische Farbemethode ermdglicht die Identifikation und selektive
Darstellung von Gewebestrukturen, Zellen und Zellbestandteilen, sowie deren raumliche
Lokalisation innerhalb von Geweben. Das Prinzip der Farbung beruht darauf, dass ein
Antikoérper eine Affinitat zu einem bestimmten Antigen besitzt und daran bindet. Die
Lokalisation dieses Antigens wird dann durch die Markierung des Antikorpers sichtbar
gemacht.

Erfolgt die Markierung des Antigens mittels eines fluoreszierenden Farbstoffes (der
sekundare Antikorper ist dann Fluoreszenz-gekoppelt), wie etwa einem Fluorochrom, so
wird dies als Immunfluoreszenz bezeichnet.

Durch die Mehrfach-Immunfluoreszenz kann eine Co-Lokalisation bestimmter
Antigenstrukturen bestatigt oder ausgeschlossen werden.

Die immunhistochemischen Farbungen wurden mit insgesamt 32 Muskelbiospien (Mi-2*
Patienten n=10, TIF-1y* Patienten n=9, MDAS5" Patienten n=10 und NDC n=3)
durchgefihrt. Zur Untersuchung verschiedener immunologischer Zellen und Strukturen
wurden unterschiedliche histologische Farbungen in einer Farbekammer durchgeflihrt.
Dazu wurden die zu farbenden Gewebeschnitte zunachst 20 min bei RT adaptiert und
danach fir 10 min in Aceton fixiert. Im Anschluss wurde die Schnitte fir 30 min mit
speziesangepasstem Normalserum (1:10 in PBS), abhangig von der Spezies, aus
welcher der sekundare Antikbrper gewonnen wurde, blockiert. Dieser Schritt ist zur
Verhinderung unspezifischer Bindungen notwendig. Es folgte die Inkubation der Schnitte
mit dem primaren Antikdrper Uber Nacht bei 4°C. Die Schnitte wurden gewaschen und
anschlieBend fur 2h bei RT mit dem sekundaren Antikorper (Meerrettichperoxidase-
gekoppelt) inkubiert. Danach erfolgte unter Lichtausschluss die Entwicklung durch die
Enzym-Substrat-Reaktion mithilfe von 3,3° Diaminobenzidin (DAB). Die Reaktion wurde
nach 10 min mit destillietem Wasser gestoppt. Danach erfolgte die Gegenfarbung des

Gewebes durch Behandlung mit Hamalaun fir 5 s und anschlieliendes Spulen mit
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lauwarmem Leitungswasser, wodurch sich die Zellkerne anfarben. Zuletzt wurden die
Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwassert (30 s in 70%, je 1 min in 80%,
96% und 100% Ethanol) und mittels Xylol geklart. Eingedeckelt wurden die Schnitte
mithilfe des ROTI-HISTOKIT 2.

3.2.2. Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz-Farbungen wurden mit insgesamt 15 Muskelbiospien
durchgefuhrt (Mi-2* Patienten n=8, TIF-1y* Patienten n=4, MDAS* Patienten n=3). Nach
Adaptierung bei RT erfolgte die Fixierung der Muskelschnitte fir 10 min in Aceton.
Danach erfolgte fir 30 min ein Blockieren der Schnitte mit speziesangepasstem Serum
(1:10 in PBS), abhangig von der Spezies, aus welcher der sekundare Antikorper
gewonnen wurde. Im Anschluss wurden die primaren Antikorper Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Nachdem die Schnitte gewaschen worden waren, erfolgte die Inkubation mit
den sekundaren, entweder mit Alexa Fluorchrom 488 (grin leuchtend) oder Cy3 (rot
leuchtend) markierten Antikdrpern fur 1h. Alle weiteren Schritte erfolgten unter
Lichtausschluss.

Fir die Doppelimmunfluoreszenz wurde das oben beschriebene Protokoll ein zweites Mal
mit einem zweiten primaren und sekundaren Antikorper wiederholt. Zuletzt wurden die
Muskelschnitte mithilfe des VECTASHIELD® Mounting Medium wéssrig eingedeckelt,
versiegelt und bei 4°C gelagert. Durch das im VECTASHIELD® Mounting Medium
enthaltene DAPI wurden die Zellkerne blau gefarbt.

Fotografien der gefarbten Schnitte wurden mithilfe des Zeiss Observer Z1
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Gottingen, Deutschland) und der Axio Vision 4 Software
(Zeiss, Gottingen, Deutschland) angefertigt und analysiert.

Die Lagerung der verwendeten Antikérper, sekundaren Antikérper, Seren und anderer fir
die Farbung verwendeter Reagenzien erfolgte je nach Herstellerangabe, entweder bei
4°C oder -20°C.

3.3.Quantifizierung

3.3.1. Semiquantitativer Score

Ein semiquantitativer Score wurde von uns zur besseren Vergleichbarkeit der Patienten
in Bezug auf PD-L1- und PD-L2- positiver Strukturen, definiert. Es wurden
Muskelbiospien von insgesamt 29 DM Patienten untersucht (Mi-2* Patienten n=10, TIF-
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1y* Patienten n=9, MDA5" Patienten n=10). Alle Falle wurden von 0 (keine positiven
Strukturen) bis 4 (bei PD-L1 fokal/diffus viele beziehungsweise bei PD-L2 diffus viel im

Sarkoplasma und Sarkolemm) eingestuft (siehe Tabelle 8 und Tabelle 9).

Tabelle 8: Semiquantitativer Score fur PD-L1

PD-L1- Expression

0 Keine positiven Strukturen

1 Singular positive Strukturen

2 Fokal positive Strukturen

3 Mehrere fokal oder diffus positive Strukturen
4 Fokal oder diffus viele positive Strukturen

Tabelle 9: Semiquantitativer Score fir PD-L2

PD-L2- Expression

0 Keine positiven Strukturen

1 Schwache sarkolemmale Farbung

2 Fokal kraftige sarkolemmale Farbung

3 Diffuse kraftige sarkolemmale Farbung

4 Diffuse sarkoplasmatische und sarkolemmale Farbung

3.3.2. Zellzahl

Zur Quantifikation der PD1* Zellen wurde pro Muskelbiopsie in 10 high power fields die
Zellzahl ermittelt, wobei ein high power field (HPF) als eine Flache von 0,16mm? fir das
von uns verwendete Mikroskop und die entsprechenden Okulare definiert ist. Es wurden
Muskelbiospien von insgesamt 29 DM Patienten untersucht (Mi-2* Patienten n=10, TIF-
1y* Patienten n=9, MDA5" Patienten n=10).
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3.4.Molekularbiologische Methoden

Beim Anfertigen der Schnitte flr die histologischen und immunhistochemischen
Farbungen wurden pro Muskelbiopsie zweimal 20-30 Leerschnitte von 10um Dicke

abgeraspelt und in Reaktionsgefalien bei -80°C gelagert.
3.41. DNA-Isolation

Um die Genexpression der Immuncheckpoint-assoziierten Molekile zu untersuchen
erfolgte die Isolierung der DNA aus dem Muskelgewebe von 32 Patienten (Mi-2*
Patienten n=12, TIF-1y* Patienten n=10, MDA5" Patienten n=10). Mittels Zwei-Phasen
Extraktion durch organische Losungsmittel wurde diese Isolierung durchgefihrt. Dabei
kommt es zu einer Trennung in eine proteinhaltige, organische Phase und eine
nukleinsaurehaltige, wassrige Phase.

Zur Isolation von DNA wurden 20-30 Leerschnitte a 10um Dicke in einem Reaktionsgefal’
gesammelt. Vor Durchfuhrung der DNA-Isolierung wurden die Proben fur 10 min bei RT
adaptiert.

Zunachst erfolgte der Zellaufschluss durch Zugabe von Proteinase K (Roche, Mannheim,
Deutschland) 20%igem SDS und OLD-T-Puffer im Thermomixer (Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) bei 37°C bei 450rpm. Nach der Zugabe von RNAse A wurden
die Proben bei 37°C fur 30 min inkubiert. Im Anschluss wurden %2 Volumenanteil Lésung
C zugegeben, danach 1 Volumenanteil Chloroform. Dabei kommt es zu einer Zwei-
Phasen-Bildung. Der wassrige Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und in ein
neues Reaktionsgefall Uberfihrt. Um eine DNA-Fallung auszulésen wurden 0,7
Volumenanteile Isopropanol zugegeben und das Gefall langsam geschwenkt. Nach einer
Zentrifugation (Multifuge SR3+, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) bei 13.000rpm
fur 20 min wurde das Isopropanol abgenommen und durch 500ul 70%iges Ethanol
ersetzt. Das entstandene, gelartige DNA-Pellet wurde durch Schnipsen vom Gefaldrand
gelést. Nach nochmaligem 20-minutigen Zentrifugieren bei 13.000rpm wurde der
Uberstand sorgfaltig abgenommen und bei 37°C fir 8 min getrocknet, bis das Pellet
glasig wurde. Zuletzt wurde die DNA in 32ul TE fir 1 h bei 37°C und 350rpm im
Thermomixer gel6st. Die Proben wurden danach bei 4°C gelagert.

34



Methoden

3.4.2. Gelelektrophorese

Das Prinzip der Elektrophorese beruht darauf, dass unterschiedlich geladene Teilchen in
einem elektrischen Feld eine unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeit besitzen.
Dadurch entsteht eine Trennung von lonen, die in GréRe und Ladung differieren. Kleine,
negativ geladenen Molekule wandern schnell in Richtung Anode, positiv geladene
Molekule wandern in Richtung Kathode. In diesem Fall wurde die Methode der
Gelelektrophorese angewendet, um eine etwaige Verunreinigung durch RNA
festzustellen.

Dazu wurde die isolierte DNA in einem 0,9%-igen Agarosegel bei 100 Volt fir 60 min

aufgetrennt. Eine Visualisierung erfolgte auf dem Transluminator G:BOX Syngene Gerat.
3.4.3. Quantifizierung und Konzentrationsmessung der DNA

Die Quantifizierung und Messung der Konzentration der gewonnen DNA erfolgte
photometrisch mit dem Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA). Nach Herstellung einer Arbeitsldsung mithilfe von Qubit® dsDNA BR Reagenz und
Qubit® dsDNA BR Puffer wurden zunachst zwei Standardproben zur Kalibrierung des
Qubit® 3.0 Fluorometers (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) erzeugt.

Danach wurden Proben aus je 1ul Patienten-DNA und 199ul der Arbeitslosung vorbereitet

und diese dann mit dem Fluorometer getestet.
3.44. RNA-Isolation

Zur Analyse der Genexpression der Immuncheckpoint-assoziierten Molekule, Zytokine
und Chemokine erfolgte zunachst die RNA-Isolierung aus dem Muskelgewebe von 15
Patienten (Mi-2* Patienten n=8, TIF-1y" Patienten n=7, MDAS* Patienten n=7, Non-
Disease Controls n=5). Zur Isolation der RNA wurden 20-30 Leerschnitte & 10um Dicke
in einem Reaktionsgefa®R gesammelt. Die RNA-Isolierung erfolgte nach der
Guanidinisothiocyanat/Phenol-Methode. Dabei kommt es zur Bildung eines zwei
Phasensystems mit einer organischen Phase, in der sich Proteine sammeln, und einer
wassrigen Phase, in welcher sich die RNA [0st.

Zunachst erfolgte die Homogenisierung des Muskelgewebes durch Zugabe von 800yl
TriFast fur 5 min bei RT. Durch das im Reagenz TriFast enthaltene Guanidinisothiocyanat
werden Zellen lysiert und RNAsen inaktiviert, durch Phenol werden die DNA und Proteine
gelost. Durch Zugabe von 160ul Chloroform, 2-minutiger Inkubation bei RT und
Zentrifugation (12.000rpm fur 10 min bei 4°C) kommt es zur Phasentrennung. Nach
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Uberfiihren des wassrigen Uberstandes, in welchem sich die RNA befindet, wird die
Prazipitation der RNA mithilfe von 0,5ul RNAse-freiem Glykogen und 400ul Isopropanol
eingeleitet. Danach erfolgte die Inkubation fir 10 min bei RT. Durch Zentrifugation
12.000rpm fur 10 min bei 4°C kommt es zur Bildung eines gelartigen RNA-Pellets. Dieses
wurde vom Uberstand getrennt, mit 800ul 75%iges Ethanol gewaschen und erneut
zentrifugiert. Wieder wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet fiir circa 20 min
bei RT getrocknet. Im letzten Schritt wurde die RNA resuspendiert. Dazu wurde diese in
32yl Nuklease-freiem Wasser bei 55-60°C fur 10 min inkubiert.

Die Konzentration und der Reinheitsgrad (A260/280-Quotienten von 1,6-2,1) der RNA
wurde photometrisch mit dem TECAN® Infinite M200 Microplate Reader und der

zugehdrigen Software i-control (TECAN, Mannedorf, Schweiz) gemessen.
3.4.5. cDNA-Synthese

Um die quantitative Real-Time PCR (qPCR) durchzufihren, muss zunachst die isolierte
RNA mithilfe der Reversen Transkription in die komplementdre DNA (cDNA)
umgeschrieben werden. Um die Kontamination durch DNA zu eliminieren, wurde ein
DNAse free Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) als Vorbehandlung verwendet.
Ein DNAse Verdauungsreagenz, bestehend aus DNAse-Puffer und rDNAse, wurde zu
den Proben hinzugefigt und mit diesen fur 30 min bei 37°C inkubiert. Um die DNAse-
Aktivitat zu stoppen wurde dann ein DNAse Inaktivierungsreagenz hinzugefligt und fur 2
min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation (10.000rpm fur 2 min bei RT) wurden die Proben

ohne das ausgefallte Inaktivierungsreagenz in PCR-Reaktionsgefalte Uberfuhrt.

Die Reverse Transkription der RNA erfolgte anschlieliend mithilfe des High-Capacity
cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) nach Anleitung des Herstellers.
Zur Umschreibung von einer Menge von 1ug RNA-Probe wurden zu 25pl der
vorbehandelten RNA 25yl eines vorbereiteten Mastermixes, bestehend aus je 5ul 10xRT
Puffer, 2ul 25xdNTP Mix, 5ul 10xRandom Primer, 2,5ul Reverse Transkriptase und 10,5ul
Nuklease-freiem Wasser, gegeben. In Tabelle 10 werden die Reaktionsbedingungen fir
die cDNA-Synthese im PCR-Cycler dargestellt.
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Tabelle 10: cDNA-Synthese unter folgenden Reaktionsbedingungen

Temperatur  Zeit Vorgang

25°C 10 min Hybridisierung der Primer

37°C 2h Reverse Transkription

85°C 5s Inaktivierung der reversen Transkriptase
4°C Bereithaltung zu Analyse

3.4.6. Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion (QPCR)

Die quantitative Real-Time PCR ist eine Methode zur Vervielfaltigung von Nukleinsauren
bei gleichzeitiger Quantifikation der cDNA. Sie beruht auf dem Prinzip der herkémmlichen
PCR. Durch Messungen des Fluoreszenz-Signals der Reporter-Sonde wahrend der
exponentiellen Amplifikationsphase jedes PCR-Zyklus erfolgt die Quantifikation der
cDNA.

Durchgefiihrt wurde die gqPCR mit einem Endvolumen von 20ul mit 20ng cDNA unter
Zugabe des TagMan® Fast Universal PCR Master Mix, eines TagMan® Gene Expression
Assays, sowie RNAse freiem Wasser in einem 7900HT Fast Real-Time PCR System. Die

Reaktion fand unter folgenden Bedingungen statt: siehe Tabelle 11.

Tabelle 11: Reaktionsbedingungen der qPCR

Temperatur  Zeit Anzahl Zyklen Vorgang

95°C 20s Initiale Denaturierung
95°C 1s 45 Denaturierung
60°C 20s 45 Primerhybridisierung und Elongation

Es erfolgte eine Dreifachbestimmung aller eingesetzten TagMan® Sonden mit jeder DNA-
Probe. Zur Berechnung des Expressionslevels der Zielantigene wurde eine relative
Quantifizierung mithilfe der komparativen AACt-Methode angewandt. Der Cr-Wert
(Schwellenwert-Zyklus, englisch: cycle of threshold) gibt an, ab welcher Zyklenanzahl das
Fluoreszenzsignal erstmals die Hintergrundfluoreszenz Ubersteigt. In den ersten Zyklen
zeigt sich noch kein messbarer Anstieg des Fluoreszenzsignales, doch ab einer gewissen
Zyklenanzahl nimmt die Fluoreszenz exponentiell zu. Bei einer 100%-ig effizienten PCR
wurde sich bei jedem Zyklus die Menge der DNA und somit auch das Fluoreszenzsignal

verdoppeln. Je hoher also die Menge der DNA zu Beginn der Reaktion ist, desto geringer

37



Methoden

die Anzahl der Zyklen, die notwendig sind, um den Schwellenwert-Zyklus zu erreichen,
das heil’t desto niedriger ist der Ct-Wert. Die Cr-Werte der Zielantigene wurde in Bezug
zu den Cr-Werten einer endogenen Kontrolle, eines sogenannten ,Housekeeping-Gens®,
das ubiquitar und zu jeder Zeit gleichmalRig exprimiert wird, gesetzt (ACr). Dadurch wird
eine Normalisierung erzielt. Der ACt-Wert von gesunden Kontrollen wurde dann vom ACr-
Wert von Patienten mit DM subtrahiert um den AACt-Wert zu erhalten. Die arithmetische
Formel 222CT gibt schlieflich den relativen Expressionsunterschied eines Genes
zwischen einem Patienten mit DM und einem gesunden Kontrollpatienten, nach
Normalisierung zum Referenzgen und in Bezug auf eine Standardprobe an. Als
Housekeeping- Gen wurde bei diesen Versuchen PGK1 verwendet. Die Evaluierung der
Ergebnisse erfolgte mithilfe der SDS 2.4 Software sowie dem Relative Quantification

(RQ) Manager (beide von Applied Biosystems, Foster City, USA).
3.4.7. Whole Exome Sequenzierung (WES)

Die Whole Exome Sequenzierung wurde an ausgewahlten Muskelbiopsien aus jeder
Antikérpergruppe durchgeflhrt. Auswahlkriterien beinhalteten die Qualitat der
Muskelbiopsie, Vorhandensein von typischen Muskelveranderungen je nach
Antikdrperzugeharigkeit, wie zum Beispiel DM typische Entzindungsinfiltrate und
perifaszikulare Atrophie bei Mi-2* Patienten. Insgesamt wurden 12 Patientenproben
untersucht: Mi-2* Patienten n=5, TIF-1y* Patienten n=4 und MDA5" Patienten n=3. Zur
Sequenzierung eingesandt wurden Proben mit einer Menge von 1ug DNA und einer
Konzentration 50ng/pl.

Um ein Target Enrichment zu erzielen wurden die Exomsequenzen durch das SureSelect
V5 Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) angereichert. Danach erfolgte die
Sequenzierung mithilfe der HiSeq4000 Machine (lllumina, San Diego, CA) als 101 bp
paired-end Fragmente, die mit der humanen Gensequenz GRCh37.p11 (hg19/Ensembl
72) abgestimmt wurden. Untersucht wurden die Sequenzen auf Abweichungen in allen
codierenden Exons sowie den angrenzenden Regionen im Bereich von £20 bp. Jede
dieser Varianten wurde mithilfe der MutationTaster2 Software

[http://www.mutationtaster.org/] (114) untersucht, um potenziell-pathogene Varianten zu

identifizieren. Varianten wurden ausgeschlossen, wenn diese in der ExAc Datenbank

bei >20 Fallen [http://exac.broadinstitute.org, aufgerufen im April 2020], beziehungsweise

im 1000 Genomes Project bei >20 Fallen Project [http://exac.broadinstitute.orq,

aufgerufen im April 2020] auftraten. Ein weiterer Ausschussgrund war eine Kopienanzahl
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von <50. Im Anschluss wurden alle potenziell-pathogene Varianten der Patienten

miteinander verglichen.

Die Analyse der WES wurde mit dem Mutation Distiller [https://www.mutationdistiller.org/]

(115) durchgefuhrt. Um die Analyse so wenig wie mdglich einzuschranken wahlten wir

folgende Kriterien:

Anzahl der angezeigten Gene: 10.000, Vererbungsart: / und Variantenselektion:

ClinVar/nonsense sowie non-synonymous disease mutations.

Zur Untersuchung unserer Fragestellung wurde flr die Analyse parallel eine Liste von
interessanten Kandidatengenen des PD1 Signalweges und Genen der Interferon-
Signatur erstellt. Diese wurden unter anderem aus Veroffentlichungen von Greenberg et
al. (31, 49, 51) und Salmaninejad et al. (66) zusammengestellt; hierauf basierend wurde
dann eine Analyse mithilfe der STRING Webseite [https://string-db.org/] durchgefiihrt um

weitere Proteine, die mit Proteinen der Kandidatengenen interagieren konnten,

herauszufinden. Fur eine Auflistung der Kandidatengene siehe Tabelle 12 und Tabelle 13.

Tabelle 12: Auflistung der Kandidatengene des PD1-Signalweges

Kandidatengene des PD1-Signalweges

AKT2 HLA-DRA PIK3CD
AKT3 HLA-DRB1 PIK3CG
B3GAT1 HRAS PIK3R1
BTLA ICOS PIK3R2
CD244 IL2RA PIK3R3
CcD27 IL4 PIK3R4
CD274 ITPR1 PIK3R5
CD28 ITPR2 PIK3R6
CD3D ITPR3 PLEKHAS8
CD3E KLRG1 PTPN6
CD3G KRAS RASA1
CD4 LAG3 RRAS
CD40LG LCK RRAS2
CD68 MAP2K2 TBX21
CD8A MAPK3 TIGIT
CLEC4C MRC1 TNF
CTLA4 NRAS TNFRSF18
ENTPD1 PDCD1 TNFRSF4
EOMES PDCD1LG2 TNFRSF9
FOXP3 PIK3C2A VEGFB
HAVCR2 PIK3C2B VEGFC
HLA-DQA1 PIK3C2G VEGFD
HLA-DQB1 PIK3C3 VSIR
HLA-DQB2 PIK3CB ZAP70
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Tabelle 13: Auflistung der Kandidatengene der Interferon-Signatur

Methoden

Kandidatengene der Interferon-Signatur

ADAR
AKT1
ANKRD2
APOBEC3B
ASNS
BAG3
BST2
CASP1
CAV1
CCL2
CCLS
CD70
CD74
CD80
CD86
CDKN1B
CGAS
CHUK
CIITA
CNTFR
CRLF2
CRP
CSF2RA
CSF3R
CXCL10
DDIT4
DDC58
DDX60
DHCR24
EBI3
EIF2AK2
EIF4B
£3

GBP1
GBP2
HLA-A
HLA-B
HLA-E
HLA-G
HPSE
IFI16
IFI27
IFI30
IFI35
IF144
IFI44L
IFI6
IFIH1
IFIHT1

IFIT2
IFIT3
IFITS
IFITM1
IFITM10
IFITMZ2
IFITM3
IFITM4P
IFITMS
IFITM8P
IFITM9P
IFNA1
IFNA10
IFNA11P
IFNA12P
IFNA13
IFNA14
IFNA16
IFNA17
IFNA2
IFNA20P
IFNA21
IFNA22P
IFNA4
IFNAS
IFNA6
IFNA7
IFNAS8
IFNAR1
IFNAR2
IFNB1
IFNE
IFNG
IFNGR1
IFNGR2
IFNK
IFNL1
IFNL2
IFNL3
IFNLR1
IFNNP1
IFNW1
IFNWP15
IFNWP18
IFNWP19
IFNWP2
IFNWP4
IFNWP5
IFNWP9

IFRD1
IFRD2
IKBKB
IL10
IL10RA
IL10RB
ILT11RA
IL12B
IL13RA1
IL15
IL20RA
IL20RB
IL21R
IL22RA2
IL2RB
IL2RG
IL31RA
IL3RA
IL4R
IL5RA
IL6

IL6R
IL7TR
IL9R
IRF1
IRF2
IRF2BP1
IRF3
IRF4
IRF5
IRF6
IRF7
IRF8
IRF9
IRGM
ISG15
ISG20
JADE?2
JAK1
JAK2
LEPR
LOC110599582
MAL
MAP2K1
MAP3K14
MAPK1
MAPK14
MAPK8
MET

MNDA
MOV10
MPL
MS4A4A
MTOR
MX1
MX2
MYD88
NAMPT
NFATC1
NFKB1
NFKBIA
NMI
NOS2
NT5C3A
OAS1
OAS2
OAS3
OASL
P2RY6
PIK3CA
PIP
PLSCR1
PMIS2
PML
PRKCZ
PRRT1
PRRT1B
PRRT2
PSME1
PSME2
PTEN
PTPN11
PYHIN1
RAF1
RPS6KB1
RSAD2
RTP4
SH2D1A
SHB
SLC15A3
SLC25A28
SOCS1
SP110
SSBP3
STAT1
STAT2
STAT3
STING1

STK11
SUN2
SYNDIG1
SNDIG1L
SYTL1
TAP1
TICAM1
TIMP1
TIRAP
TLR1
TLR10
TLR2
TLR3
TLR4
TLRS
TLR6
TLR7
TLR8
TLR9
TMEM233
TMEM91
TNFSF10
TRAF3
TRAF6
TRAM1
TRARG1
TREX1
TRIB3
TRIMZ25
TRIMS
TTN
TYK2
USP18
VEGFA
XAF1
ZC3HAV1
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Nach der Untersuchung der WES Daten mit diesen Faktoren wurden die erhaltenen
Genlisten in einer ersten Analyse auf mehrfach vorkommende Gene Uberprift, also
Gene, die bei allen 12 Patienten vorkamen, beziehungsweise Gene, die nur in einer AK
Subgruppe vorkamen oder in zwei AK Gruppen und in einer nicht. Wir erhielten so Gene,

die wir als ,DM spezifisch“ und als ,AK spezifisch* titulierten.

In einer zweiten Suche wurden alle durch Untersuchung der WES Daten mit oben

genannten Faktoren erhaltenen Gene mit unserer Kandidatengenliste abgeglichen.

Danach wurde Uberprift, ob die entdeckten Mutationen in ihren Varianten bei allen

Patienten Ubereinstimmten.

Zuletzt erfolgte eine intensive Literatursuche Uber die erhaltenen Genen uber Pubmed

[https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/], HUGO Gene Nomenclature Comitee

[https://www.genenames.org/] und GeneCards [https://www.genecards.org/] (116). Uber

eine Analyse mit der Webseite STRING [https://string-db.org/] wurden Protein-Protein

Interaktionen evaluiert und inwieweit eine Interaktion zwischen den Proteinen der
gefundenen Gene und bereits bekannten relevanten Proteinen der DM Pathogenese

bestehen konnte.

In Abbildung 1 wird das Vorgehen zur Auswertung der WES Daten dargestellt.
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Abbildung 1: Flowchart zur Auswertung der WES Daten
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3.5. Statistische Analyse

Die statistische Auswertung flir die gPCR Ergebnisse und die Auswertung der
semiquantitavien Scores erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism 5.0.2 (Graphpad
Software Inc., San Diego, USA). Zur Analyse der RQ-Werte wurde der parameterfreie H-
test nach Kruskal-Wallis mit anschlieliender Dunn Korrektur genutzt. Die Graphiken
zeigen den Mittelwert £+ SEM. Der p-Wert wurde auf p<0,05 als signifikant festgelegt
(*£p<0.05, **2p<0.01, ***2p<0.001).

43
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4. Ergebnisse
4.1.Epidemiologische und klinische Charakteristika der

Patienten

In der vorliegenden Studie wurden Skelettmuskelbiopsien (n=37) von Patienten mit
diagnostizierter Dermatomyositis (DM) untersucht, sowie von sieben gesunden
Kontrollpatienten.

Von den DM Patienten waren 25 weiblich (69%) und 11 mannlich (31%), das mittlere Alter
zum Zeitpunkt der Biopsieentnahme betrug 55+ 16 Jahre. Anhand des nachgewiesenen
MSA wurden die Muskelbiopsien in drei Gruppen unterteilt: Mi-2* Patienten: n=14, TIF-
1y* Patienten n=13 und MDA5* Patienten n=10. Als Normalkontrollen wurden
Muskelbiopsien von neurologisch gesunden Patienten herangezogen, die wegen
unspezifischer Beschwerden der Patienten entnommen worden waren, um eine
Myopathie auszuschlielen (siehe oben). Dabei wurde darauf geachtet, dass Alter und
Geschlecht auf die Patientenkohorte abgestimmt waren.

Im Zusammenhang mit der Entnahme der Muskelbiospien wurden wahrend desselben
Aufenthaltes die Standardlaborparameter inklusive Kreatinkinase (CK)-Werte ermittelt,
sowie die klinischen Symptome umfangreich dokumentiert. CK Werte waren bei 24
Patienten erhoht, von sieben Patienten konnte im Nachhinein kein CK-Wert ermittelt
werden; insgesamt funf Patienten wiesen bei Biopsieentnahme keinen erhohten CK-Wert
auf. Bei 27 Patienten war eine Muskelschwache feststellbar. Muskelschmerzen konnten
bei 16 Patienten festgestellt werden. Hautexantheme in der Form von typischen DM
Hautmanifestationen (wie etwa Gottron Papel oder heliotropes Erythem) zeigten sich bei
34 Patienten. Atypische DM Hautmanifestationen wie Ulzerationen oder Kalzifikationen
lagen bei 10 Patienten vor, davon waren neun MDA5" Patienten. Bei 13 Patienten lag
zum Diagnosezeitpunkt/anamnestisch eine Neoplasie vor, neun davon waren TIF-
1y*Patienten.

Von den 36 Patienten hatten acht Patienten eine akute oder subakute ILD, sieben davon
waren MDAS* Patienten. Die therapeutischen Strategien beinhalteten Glukokortikoide,
Azathioprin, Methotrexat, intravendse Immunglobuline, aber auch Ciclosporin und
Cyclophosphamid. Die medikamentdse Therapie war dabei individuell auf die jeweiligen

Bedurfnisse des Patienten abgestimmt worden.

44



Ergebnisse
Die Zusammenfassung der klinischen Daten findet sich in Tabelle 14. Fir eine

ausfuhrliche Tabelle, welche die klinischen Daten der Patienten zusammenfasst siehe
Tabelle 15, Tabelle 16, Tabelle 17 und Tabelle 18.
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Tabelle 14: Zusammenfassung der klinischen Patientencharakteristika

Mi-2* TIF-1y* MDAS* NDC
(n=14) (n=13) (n=9) (n=7)

Alter in Jahren (mean % SD) 58+15 6314 41114 4714

Geschlecht weiblich 57% (8) 77% (10) 78% (7) 43% (3)
mannlich 43% (6) 237% (3) 22% (2) 57% (4)

Lokalisation d. Biopsie M. deltoideus 14 8 9 3
andere 2 2
unbekannt 3 2

CK-Werte normal / 1 4 7
erhoht 1 3 2
>5fach erhdht 4 2 1
>10fach erhoht 7 3 1
unbekannt 2 4 1

Muskelsymptome Muskelschwache 6 9
Muskelschmerzen 3 6 5
unbekannt 1

Typische DM Hautlasionen positiv 13 11 9
unbekannt 1 2 /

Atypische DM vorhanden / 1 9

Hautlasionen nicht vorhanden 14 12 /

ILD, % bekannt 1 / 7 /
ohne ILD 12 12 2 7
unbekannt 1 1 / /

Neoplasie vorhanden 4 9 / /
nicht vorhanden 10 4 9 7

Therapie Glukokortikoide 11 9 9
Azathioprin 1 2 4
MTX 4 7 3
IvIG 4 5 1
unbekannt 3 2 /
keine / / / 7
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Tabelle 15: Epidemiologische und klinische Charakteristika der Mi-2* Patienten

Legende: Pat. = Patienten, m = mannlich, w = weiblich, § = unbekannt, OE = obere Extremitat, UE = untere Extremitat, UA = Unterarm, OA = Oberarm, OSCH = Oberschenkel, USCH = Unterschenkel,
CT = Glukokortikoide, MTX = Methotrexat, IVIG = intravenése Immunglobuline, AZA = Azathioprin, MMF = Mykophenolat-Mofetil, EDX=

Ergebnisse

Mi-2 Lok. Alter [a] bei CK-Werte bei Muskelsymptome Dysphagie, Exanthem ILD, Neoplasie Therapie
n=14 Biopsie Biopsie Biopsie [U/L] Schwiche=1, Schmerzen=2 1=ja 1=ja, 0=nein P P
2, proximale Schmerzen der livide Verfarbung
Pat. 1 s ge § Extremitaten § Gesicht, OA, Dekolleté L § §
1, proximal betonte Paresen der .
Pat. 2 Delt 58 3780 U/L Extremititen, Schultergirtel, § squamatoses Erythem 0 § §
; an Armen und Dekolleté
Atrophien
Pat. 3 Delt 72 912 U/L 1, Nacken, OA und OSCH 1 Hautrétung im Gesicht 0 § CT
1, Extremitaten; 2 aufstehen aus
dem Liegen und Sitzen schwer; weilliche Plaques an
Pat. 4 Delt 54 2394 UIL Elevation d. Arme Uber Schultern § linker Patella 0 § cT
nicht moéglich
1 in Armen zunachst nur bei . .
Pat. 5 Delt 38 8§ Belastung im Verlauf in Ruhe; 2, § FITNTELS 2 B e 0 § §
nodosum
Parese der Arme
1, Oberschenkel, Schulterglirtel, tvoische DM
Pat. 6 Delt 57 780 U/L beidseits bei Treppenlaufen, und § Hautﬁqpanifestaﬁonen 0 § CT
Elevation der Arme tber Kopf
Endometrium Ca + .
Pat. 7 Delt 60 5.2?\%:-]3([]?:/31169) 1, proximale Muskelschwache, § § 0 intraduktal CCTT+
: kann aus Hocke nicht aufstehen papillare muzindse .
U/L (10/17) Neoplasie (IPMN) Cyclophosphamid
Pat. 8 Delt 84 2247 UIL 2 1 isoliertes V-Neck 0 1 CT +AZA + IVIG
Zeichen
typische DM GIST (Magen) - )
Pat. 9 Delt 67 6400 U/L 1,2 1 Hautmanifestationen 1 August 2013 CT + MTX - IVIG
Pat. 10 Delt 47 4549 U/L 1,2 0 typische DM 0 0 CT + MTX - IVIG
Hautmanifestationen
Pat. 11 Delt 52 1039 UIL 2 0 STPEEE (2 0 0 CT +MTX
Hautmanifestationen
Pat. 12 Delt 46 1325 UIL 1,2 1 typische DM 0 0 CT+MTX
Hautmanifestationen
Pat. 13 Delt 57 10800 U/L 5 0 ERETE PEMMEEE s 0 1 CT +IVIG
Erythema
Pat. 14 Delt 31 9000 U/L 1,2 0 typische DM § 0 cT
Hautmanifestationen
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o Tabelle 16: Epidemiologische und klinische Charakteristika der TIF1-y* Patienten

Ergebnisse

Legende: Pat. = Patienten, m = mannlich, w = weiblich, § = unbekannt, OE = obere Extremitat, UE = untere Extremitat, UA = Unterarm, OA = Oberarm, OSCH = Oberschenkel, USCH = Unterschenkel,
CT = Glukokortikoide, MTX = Methotrexat, IVIG = intravendse Immunglobuline, AZA = Azathioprin, MMF = Mykophenolat-Mofetil, EDX=

TIF1 Lok. Alter [a] bei CK-Werte bei Muskelsymptome Dysphagie, ILD, . .
n=1;Y Biopsie Biopsie Biopsie [U/L] Schwiche=1, Schmerzen=2 1=ja Exanthem 1=ja, 0=nein Neoplasie Therapie
2, distale Armmuskulatur,
Pat. 15 Delt 69 1620 U/L Oberarm-muskulatur, § § 0 0 CT, dann MTX
Schultermuskulatur und OSCH
Hauterythem im Bereich
1 und 2 in Schultergiirtel, des Gesiohts! Dekolete/ CT seit 04/13 /
unter Therapie Beckengtrtel; UA- und USCH- . 3 Quensyl kein
Pat. 16 Delt 64 150 U/L 08/13 Atrophie; Schmerzen in Handen 1, morgens R__?ottron-Zellfhgnr,] | 0 § Effekt/ Z. n. MTX/
und Fingerkuppen-bereich ogtTZEESZEennggr el dann Ciclosporin
Gelenke
1, progrediente proximal betonte iorbitale livid Pl CTr’] .
Pat. 17 Delt 72 8§ Tetraparese, Bulbarsyndrom; 1 Hpe?or _!ta de DAl 0 Mamma-Ca asn;e/?eerese,
Dysarthrie; respirat Insuffizienz autveranderungen c ’ .
yclophosphamid
1, leichtgradige Tetraparese, livide Hauteffloreszenz: Ovarial-CA mit
Pat. 18 Pec 81 600 U/L proximale Schwache der UE, 1 Ulzera ’ 0 malignem AZA + CT + IVIG
Dysarthrie Pleuraerguss
1, vor 6 Monaten
Belastungsdyspnoe, vor 8 Wochen
CK initial 2400 proximale Earaparese, vor ) Unbek. Gyn Tumor
Pat. 19 § 60 UIL. im Verlauf 4 Wochen proximale Armparesen, § Erytheme, Odem_ 0 (Adnc_axe), endo- cT
'298 U/L .prOX|maI betonte Te"traparese gesamten Haut+ Gesicht metroides Adeno-
insbesondere der Hiiftbeugung Ca
und Oberarm-Elevation und
Kopfhebung
1, seit 6-8 Wochen progrediente
Pat. 20 Delt 83 420U/L schmerzlose Tetraparese, § § 0 Colon-CA 08/16 §
proximale Betonung
Exanthem Gesicht, Hals,
Dekolleté, Nacken, Arme
Pat. 21 Delt 54 01/17 81 U/ 1 und 2 (3/5) Arme und Beine § “”feﬁ%';tdeet: Zi?é‘t‘é‘é'g‘ 0 2250“1"/’;'&”7‘ 15 CCTT'L\ZA'T')\("G'
periungeales Erythem;
Alopezie
CK initial 2000 Mamma-Ca 2007,
Pat. 22 8§ 43 U/l, in domo 1 OSCH und OA, 2, Oberarme, § periorbitales Odem 0 Ovariale RF MTX

1300 U/L (07/17)

Schultern, Nacken, Oberschenkel

unklarer Genese

1x/wdchentlich
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TIF1+y Lok. Alter [a] bei CK-Werte bei Muskelsymptome Dysphagie, ILD, . .
n=13 Biopsie Biopsie Biopsie [U/L] Schwiche=1, Schmerzen=2 1=ja Exanthem 1=ja, 0=nein Neoplasie Therapie
Neurodermitis;
generalisierter
initial CK erhaht; Stecoubeund mit MTX/AZAIVIG;
Pat. 23 § 47 unter Therapie 1, 2, Arme generalisiert, Beine 1 Ervthemen an allen 0 § Basistherapeutiku
’ 88 U/L 08/17; proximal betont ryExtremitéten m Resochin/
ED 15 g Tofacitinib
erythematos-livide, stark
infiltrierende Plaques mit
Schuppung
1 Schultergurtel und Beinen; 2 Nasopharynx-
Pat. 24 Gastrocn 58 466 U/L Hande bds; Schultergurtel; § livides Exanthem Hals, 0 PECA. cT
emius Aufstehen von Stuhl nur schwer Gesicht und OA .
L metastasiert
moglich
1, Dysarthrie; proximale 1w celig. CREnD GEr 1.CT iv/oral 2.
Pat. 25 Delt 76 244 U/L Paraparese der Arme, 2, nicht 1 O,E 0 Ovarial-Ca Steigerung: + MTX
naher definierte Myalgien 1x/iw
Pat. 26 Delt 38 § 1 § typische DM § § §
. Hautmanifestationen
typische DM Urothel-Ca- Okt )
Pat. 27 Delt 69 1100 U/L 1 1 Hautmanifestationen 0 2008 - CT + MTX - IVIG
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Tabelle 17: Epidemiologische und klinische Charakteristika der MDA5* Patienten

Ergebnisse

Legende: Pat. = Patienten, m = mannlich, w = weiblich, § = unbekannt, OE = obere Extremitat, UE = untere Extremitat, UA = Unterarm, OA = Oberarm, OSCH = Oberschenkel, USCH = Unterschenkel,
CT = Glukokortikoide, MTX = Methotrexat, IVIG = intravenése Immunglobuline, AZA = Azathioprin, MMF = Mykophenolat-Mofetil, EDX=

MDAS Lok. | Alter (a) bei %':i':’:ﬁ:ftzd”e’:‘ M“;';ﬁ';‘a’?h‘g:;“e Dysphagie, HaHrf]I::i?:slt)a“fion Haﬁtt)r,r?;(i:fiit?t\?on LD asie Therapie
n=10 Biopsie Biopsie Biopsie in U/L Schmerzen=2 1=ja (Goétron Papeln, (_U_Icefa, 1=ja, 0= nein
rytheme) Kalzifikationen)

Pat.28 |m | Delt 28 1167 U/L 1,2 0 vorhanden vorhanden 0 0 CCTiCTO':g\C";;
Pat.29 | w | Delt 38 358 UIL 0 0 vorhanden vorhanden 1 0 CT+ Clclosporin *
Pat. 30 w Delt 59 5000 U/L 1,2 0 vorhanden vorhanden 1 0 CT + EDX
Pat. 31 w Delt 73 42 U/L 0 0 vorhanden 0 1 0 CT +AZA
Pat. 32 w Delt 45 47 U/L 0 0 vorhanden vorhanden 1 0 CT + AZA + EDX
Pat. 33 w Delt 30 350 U/L vorhanden 1 vorhanden vorhanden 0 0 CT + MTX
Pat. 34 m Delt 31 8§ 1 0 vorhanden vorhanden 1 0 CT + MTX
Pat. 35 w Delt 32 97 U/L 0 0 vorhanden vorhanden 1 0 CT +AZA
Pat. 36 w Delt 38 50 U/L 0 0 vorhanden vorhanden 1 0 CT + EDX + AZA
Pat. 37 m Delt 34 2592 U/L 1 0 vorhanden vorhanden 1 0 CT + MTX
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Tabelle 18: Epidemiologische und klinische Charakteristika der gesunden Kontrollprobanden (NDC)

Ergebnisse

Legende: Pat. = Patienten, m = mannlich, w = weiblich, § = unbekannt, OE = obere Extremitat, UE = untere Extremitat, UA = Unterarm, OA = Oberarm, OSCH = Oberschenkel, USCH = Unterschenkel,
CT = Glukokortikoide, MTX = Methotrexat, IVIG = intravenése Immunglobuline, AZA = Azathioprin, MMF = Mykophenolat-Mofetil, EDX =

. CK-Werte zum i . _ .
NnD_(.; BiI;)OKS'ie AItBeiI;(as)i:el Zeitpunkt der Muskelsyrsnc|3htrc:1r2;,e?‘<igwache-1, Dys:) _h_:gle, Exanthem 1-'aILOD-,nein Neoplasie Therapie
- P P Biopsie in U/L - 5 K, 0=
NDC 1 Quad 52 58,2 U/L 2 OSCH und Waden bds § 8§ § §
NDC 2 Delt 49 56 U/L 1, Parese rechte Hand § § § §
2 nach Anstrengung, schnelle Erythem und Pruritus
NDC 3 § . UL Muskelermiidung § auf OA § §
Arthralgien und 2 in wechselnden
NDC 4 Delt 47 42 UL Lokalisationen seit 6 Monaten § § § §
1, belastungsabhangige Myalgie
NDC 5 8§ 51 61 U/L USCH/Waden, Schmerzen Hande § 0 § §
und FiRe
Sonnenbrandartiges
Gefihl,
NDC 6 rect fem 43 80 U/L 2, OSCH und Schultern § Schwellungsgefiihl der § §
Hande, FiRe
NDC 7 Delt 47 115 U/L 1, 2 im gesamten Korper § 8§ § §
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4.2.Morphologische Untersuchungen

4.21. Histologie gesunder Kontrollpatienten

Zum Vergleich mit den untersuchten Muskelschnitten von erkrankten Patienten werden
in Abbildung 2 die gesunden, normalen Gewebs- und Zelleigenschaften in verschiedenen
Farbungen gezeigt.

Die Biopsie eines gesunden Muskels zeigt mehrkernige, polygonale Muskelzellen ohne
Kalibervarianz. In der Farbung mit COX/SDH sieht man eine gleichmallige, kraftige
Farbung der Muskelfasern, was fur eine funktionierende Mitochondrien-Funktion spricht.
Die Farbung mit C5b-9 zeigt keine Ablagerungen auf Kapillaren oder dem Sarkolemm der
Muskelfasern. Im gesunden Muskelgewebe sieht man weder CD8* Zellen noch CD68*
Makrophagen. MHC Klasse | oder MHC Klasse Il zeigen keine Uberexpression, weder

auf Kapillaren noch auf Fasern des perifaszikularen Bereichs.

et
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Abbildung 2: Reprasentative Farbungen in einer Muskelbiopsie eines gesunden
Kontrollpatienten

(A) In der Gémori Trichrome Farbung sieht man eine regelhaft geringe Faserkalibervarianz
polygonaler Muskelfasern ohne perifaszikulare Atrophie oder Musklefasernekrosen, keine
sarkoplasmatischen Auffalligkeiten, zartes Perimysium (OriginalvergrofRerung x200). (B)
Regelhafte enzymhistochemische Farbereaktion von dunklen Typ 1 Fasern und helleren Typ 2
Fasern mit COX/SDH, keine ragged brown fibers, keine COX-Defizienz, keine COX-negativen
SDH positiven Fasern (Originalvergrofierung x200). (C) Keine Komplementablagerungen (C5b-
9) auf den Kapillaren oder dem Sarkolemm von Muskelzellen (Originalvergrof3erung x200). (D)
Keine CD8" T-Zellen (OriginalvergroRerung x200). (E) Keine CD68* Makrophagen
(Originalvergrofierung x200). (F) MHC Klasse | Farbung mit gleichmafiger Farbung auf den
Kapillaren (physiologisch) (Originalvergréfierung x200). Das Inlay zeigt die Farbung mit MHC
Klasse IlI- ebenfalls mit physiologischer Kapillarfarbung (Originalvergréfierung x400).
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4.2.2. Charakterisierung von Dermatomyositis Patienten

Um zunachst die grundlegenden Charakteristika der einzelnen AK-Subgruppen zu
visualisieren wurden eine Reihe von histologischen Farbungen durchgeflhrt. In den
Farbungen mit HE oder Gomori zeigte sich, dass Muskelbiopsien von Mi-2* Patienten
eine fokale perifaszikulare Pathologie aufwiesen, bestehend aus Kapillarverlust und einer
Atrophie der Muskelfasern, welche meist in der perifaszikularen Region lokalisiert waren.
Daruber hinaus zeigten sich teilweise fokal nekrotische Fasern, einzeln oder in Gruppen
gelagert (siehe Abbildung 3, A). Auch bei Muskelbiopsien von TIF-1y* Patienten war eine
perifaszikulare Pathologie in Form von Muskelfaseratrophien mit einem nach
zentrofaszikular abnehmenden Gradienten zu beobachten, (siehe Abbildung 3, B). Im
Vergleich dazu war die Muskelfaseratrophie im perifaszikularen Bereich bei MDA5*
Patienten- wenn vorhanden- nur minimal, und allenfalls fokal ausgepragt (siehe,
Abbildung 3, C). In der Farbung mit COX/SDH zeigte sich bei den Gruppen mit Mi-2*
Patienten und TIF-1y* Patienten eine deutliche Blasse der COX Reaktion bei relativ
erhaltener SDH Reaktion im Bereich der perifaszikular gelegenen atrophen
Muskelfasern, was auf eine gestorte Funktion der mitochondrialen Atmungskette- und
somit auf Zellschaden- insbesondere bei den TIF-1y* Patienten hindeutet (siehe
Abbildung 3, D und E).

Komplementablagerungen (C5b-9) befanden sich bei Mi-2* Patienten pradominant auf
dem Sarkolemm in perifaszikularen Arealen, nachrangig auch auf Kapillaren (siehe
Abbildung 3, G), bei TIF-1y* Patienten jedoch pradominant auf einer Vielzahl von
Kapillaren (siehe Abbildung 3, H). Muskelbiopsien der Gruppe mit MDA5*
Patientenzeigten nur vereinzelt sarkolemmale Komplementablagerungen, keine kapillare
Farbereaktion (siehe Abbildung 3, I).
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COX/SDH

C5b-9

Abbildung 3: Grundlegendes Schadigungsmuster in der Skelettmuskulaturbei
DM Patienten mit unterschiedlichen Autoantikoérpern (1)

(A) Ausgepragte perifaszikulare Atrophie von Muskelfasern in der modifizierten Géméri Trichrom
Farbung bei einem charakteristischen Fall eines Mi-2* Patienten (OriginalvergréRerung x200).
(B) ebenfalls ausgepragte perifaszikulare Atrophie von Muskelfasern in der modifizierten Gomori
Trichrom Farbung bei einem charakteristischen Fall eines TIF-1y* Patienten
(OriginalvergroRerung x200) (C) Keine relevante Muskelfaseratrophie bei einem
charakteristischen Fall eines MDAS" Patienten (Originalvergrofierung x200) (D, E) Blasse von
COX in perifaszikularen Arealen (insbesondere bei einem TIF-1y* Patienten
(OriginalvergréRerung 200x). (F) Regelhaftes Farbemuster fir die kombinierte COX/SDH
Farbung bei einem MDAS*Patienten (OriginalvergréfRerung 200x). (G)
Komplementablagerungen (C5b-9) auf dem Sarkolemm und vereinzelt auch auf Kapillaren bei
Mi-2* Patienten (Originalvergréfierung 200x, Inset Zoom In). (H) Komplementablagerungen bei
TIF-1y* Patienten pradominant auf Kapillaren (OriginalvergréRerung 200x). (I) Sarkolemmale
Komplementablagerung auf lediglich einer perifokalen Faser bei einem MDA5*Patienten
(OriginalvergréRerung x400).
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Bei Mi-2* Patienten zeigte sich ein intensives inflammatorisches Infiltrat, welches zumeist
im Perimysium, teilweise fokal auch im Endomysium lokalisiert war (siehe Abbildung 4,
A). Auch die Muskelbiopsien der TIF-1y* Patienten wiesen entziindliche Infiltrate auf,
wobei diese nicht so intensiv ausgepragt waren wie bei Mi-2* Patienten und sich eher
diffus und vereinzelt im Peri- und Endomysium verteilten (siehe Abbildung 4, B). In beiden
Antikérpergruppen konnten in diesen Infiltraten CD8" Zellen gefunden werden. Bei
MDAS5* Patientenzeigten sich selten Entzindungsinfiltrate, vereinzelte CD8* Zellen im
Perimysium perivaskular konnten beobachtet werden (siehe Abbildung 4, C).

In allen Muskelbiopsien der Mi-2* und TIF-1y* Patientengruppen konnte eine
Hochregulierung von MHC Klasse |, jedoch nur in wenigen Fallen ganz singular von MHC
Klasse Il Molekulen auf der Oberflache von Muskelfasern festgestellt werden (siehe
Abbildung 4, D und G fur Mi-2* Patienten, E und H fur TIF-1y* Patienten ). Die Anfarbung
bei MHC Klasse | zeigte sich immer kraftig vor allem in der perifaszikularen Region mit
einem sinkenden Gradienten der Farbung zum Zentrum des Faszikels hin, was zu einem
perifaszikularem Enhancement flihrte. Bei MDA5* Patienten fand sich eine Anfarbung
von MHC Klasse | mit diffuser relativ schwacher Verteilung aber keine MHC Klasse I
Farbung der Fasern (siehe Abbildung 4, F und I).
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Abbildung 4: Grundlegendes Schadigungsmuster in der Skelettmuskulatur bei
DM Patienten mit unterschiedlichen Autoantikorpern (ll)

(A) Ausgepragtes inflammatorisches Infiltrat im perimysialen perivaskular gelegen Bereich
bestehend aus CD8* T-Zellen bei Mi-2* Patienten (OriginalvergroRerung 200x). (B) Singulare
CD8* Zellen im Endomysium bei TIF-1y* Patienten (Originalvergroferung 200x). (C)
Vereinzelte CD8* Zellen im perimysialen Bereich bei MDA5* Patienten (Originalvergréf3erung
200x). (D, E) Perifaszikulares Enhancement: perifaszikulare Farbung von MHC Klasse | mit
abnehmenden Gradient zur zentrofaszikuldarem Region hin bei Mi-2* und TIF-1y* Patienten
(OriginalvergroRerung 200x). (F) gleichmaRige relativ schwache Farbung von MHC Klasse |
bei MDA5*Patienten (Originalvergréferung 200x). (G, H) und (I) keine sarkolemmale MHC
Klasse Il Farbung auf perifaszikularen Muskelfasern (OriginalvergréRerung 200x).
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4.3.Zusammenfassung der klinischen und

histologischen Ergebnisse

Die Patientenkohorten der verschiedenen Antikorpersubgruppen unterschieden sich
wesentlich in Hinblick auf muskulare Symptome wie Muskelschwache und
Muskelschmerzen sowie in Bezug auf extramuskulare Symptome wie Art und
Auspragung der Hautmanifestation, Lungenbeteiligung und das Auftreten von
Neoplasien. Mi-2* Patienten und TIF-1y* Patienten zeigten haufig klassische DM
Hautmanifestationen wie Gottron-Zeichen, teils massive Erytheme an Gesicht, Dekolleté,
Oberarmen und Oberschenkeln oder auch livide Hautverfarbungen. Im Gegensatz dazu
zeigten MDAS" Patienten zusatzlich auch atypische Hautveranderungen wie
Ulzerationen und Kalzifikationen. Muskelsymptome in Form von Muskelschwache, die bis
zur Tetraparese reichte, und Muskelschmerzen waren bei allen Mi-2* und TIF-1y*
Patienten vorhanden (bei einem TIF-1y* Patienten lagen keine Angaben vor). Nur etwa
die Halfte aller MDA5* Patienten wiesen Muskelsymptome in Form von Muskelschwache
oder Muskelschmerzen auf. Neoplasien wiesen nur Mi-2* und TIF-1y* Patienten (vier Mi-
2" Patienten und sieben TIF-1y* Patienten). Kein MDAS* Patienten besal} eine
onkologische Erkrankung. Eine ILD konnte bei sieben von neun MDAS5* Patienten
nachgewiesen werden. Nur ein weiterer Patient erkrankte an ILD, dies war ein Mi-2*

Patient.

Mi-2* Patienten zeigten insgesamt in den meisten untersuchten histologischen
Eigenschaften einen wesentlich starkeren Grad der Betroffenheit als TIF-1y * Patienten
oder MDAS5* Patienten. Muskelbiopsien von MDAS* Patienten wiesen nur geringfiigige
Auffalligkeiten auf. Bei Mi-2* Patienten und TIF-1y* Patienten waren zumeist ahnliche
Merkmale vorhanden: weniger COX Blasse bei Mi-2* Patienten, mehr Entziindung
perifaszikular bei Mi-2* Patienten, mit der Ausnahme der Komplementablagerungen,
welche in den beiden unterschiedlichen Gruppen dezidiert andere Lokalisationen
betrafen (siehe Tabelle 19).
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Tabelle 19 Zusammenfassung der histologischen und klinischen Ergebnisse

Mi-2 TIF-1y MDA5
Muskelsymptome "1 " -
CK-Erhéhung ™" 1 -
Klinik Hautbeteiligung "M "M ™"
Lungenbeteiligung - - "M
Neoplasie - M -
PFP M1 " 1
Inflammation " 1 -
MHC Klasse | ™1 ™1 1
Histologie MHC Klasse Il minimal - -
Komplementablagerungen ™" ™ -
(C5b-9) auf Sarkolemm auf
Kapillaren
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4.4.Lokalisierung und Expression von PD1 und seinen
Ligand L1 und L2

Nachdem die grundsatzliche Charakterisierung bereits deutliche Unterschiede in der
Morphologie gezeigt hatte, untersuchten wir die Relevanz des Immuncheckpoint-
Systems PD1, PD-L1 und PD-L2 auf histologischer Ebene.

In den immunhistochemischen Farbungen zeigten sich viele PD1* Zellen. Bei Mi-2*
Patienten lagen diese Zellen meist in Clustern in endomysialen Bereichen oder auch
perivasal im Perimysium. In der Subgruppe der TIF-1y* Patienten waren PD1* Zellen
weniger haufig detektierbar. In Skelettmuskelbiopsien von MDAS* Patienten waren

allenfalls fokal vereinzelte PD1* Zellen sichtbar (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: PD1* Zellen in Skelettmuskelbiopsaten bei Patienten mit
unterschiedlichen DM Autoantikorpern

(A) Zahlreiche PD1* Zellen im Bereich des Perimysiums mit Ausbreitung ins Endomysium bei Mi-
2" Patienten mit AK (Originalvergrofierung 200x). (B) Singulare PD1* Zellen im perimysialen
Bereich bei TIF-1y* Patienten (OriginalvergrofRerung 200x). (C) Nur vereinzelt PD1* Zellen bei
MDAS*Patienten (OriginalvergréRerung 200x); Pfeile zeigen exemplarisch positiv gefarbte Zellen
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Zur besseren Quantifikation wurde die Menge der PD1* Zellen ausgezahlt. Es zeigte sich,
dass die Zahlen von PD1* Zellen in den AK Subgruppen von Mi-2 und TIF-1y signifikant
héher waren als bei Patienten mit Anti-MDAS5 Antikérpern (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Quantifizierung PD1* Zellen/10 HPF in Skelettmuskelbiopsaten von
Patienten mit DM mit unterschiedlichen Autoantikorpern

Mi-2* und TIF-1y* Patienten wiesen signifikant mehr PD1* Zellen/10 HPF auf als MDAS" Patienten
mit AK. (*2p<0.05, **2p<0.01, ***2p<0.001).

Zwischen den AK Subgruppen zeigten sich wiederum deutliche Differenzen in Bezug auf
positive Strukturen fur den Liganden L1. Bei den positiven Strukturen handelte es sich
vermutlich um Makrophagen oder auch allgemein um APCs. Diese waren bei Mi-2*
Patienten reichlich vorhanden und lagerten haufig in Clustern zusammen, bei TIF-1y*
Patienten fand man haufig vereinzelte Zellen im Endo- und Perimysium. Bei MDA5*
Patienten konnte man lediglich singulare Immunzellen beobachten. Bei Mi-2* Patienten
waren signifikant mehr PD-L1* Zellen in Skelettmuskelbiopsaten vorhanden als dies bei
Patienten mit MDA5* AK der Fall war. PD-L2 konnte auf dem Sarkolemm von
Muskelfasern nachgewiesen werden. Bei Mi-2* Patienten war PD-L2 meist diffus kraftig
auf dem Sarkolemm vorhanden, bei TIF-1y* Patienten sah man eine grof3ere Bandbreite
an Positivitat, die von schwacher sarkolemmaler Farbung bis hin zu diffus kraftiger
Farbung reichte. MDAS* Patienten wiesen PD-L2 nur schwach auf dem Sarkolemm auf.
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Im Falle des Liganden L2 wiesen wiederum Mi-2* Patienten signifikant mehr positive
Strukturen auf als MDAS* Patienten. (siehe Abbildung 7, A und B sowie Abbildung 8)
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Abbildung 7: PD-L1* und PD-L2* Strukturen in Skelettmuskelbiopsaten von
Patienten mit DM und unterschiedlichen Autoantikorpern

(A) Zeigt PD-L1" Strukturen bei Mi-2* Patienten, TIF-1y* Patienten und MDA5" Patienten. Mi-2+
Patienten wiesen signifikant mehr PD-L1 positive Strukturen auf als MDA5* Patienten. Dabei
handelte es sich um wohl um Makrophagen und APCs. (B) Zeigt PD-L2" Strukturen bei Mi-2*
Patienten, TIF-1y* Patienten und MDA5* Patienten. Mi-2* Patienten zeigten signifikant mehr PD-
L2 positive Strukturen auf als MDA5* Patienten. Dabei handelte es sich um das Sarkolemm von
Muskelfasern. (*2p<0.05, **2p<0.01, ***2p<0.001).
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Mi-2 TIF-1 MDAS5

PD-L1

PD-L2

Abbildung 8: PD-L1 und PD-L2 positive Strukturen bei Patienten mit
unterschiedlichen DM Autoantikorpern

(A) Infiltrat mit einer Vielzahl PD-L1* Zellen bei Mi-2* Patienten (Originalvergréferung 200x). (B)
Vereinzelte PD-L1* Zellen im Endomysium der Muskelfasern bei TIF-1y* Patienten
(Originalvergrofierung 200x). (C) keine PD-L1* Zellen bei MDA5* Patienten (Originalvergréerung
200x). (D) PD-L2 Farbung diffus kraftig auf dem Sarkolemm von Muskelfasern bei Mi-2* Patienten
(OriginalvergroRerung 200x). (E) diffus kraftige Farbung von PD-L2 auf dem Sarkolemm von
Muskelfasern bei TIF-1y* Patienten (OriginalvergroRerung 200x). (F) diskrete sarkolemmal positive
Farbung von PD-L2 auf einzelnen Muskelfasern bei MDA5* Patienten (OriginalvergréRerung 200x).
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Mittels PCR Analyse zeigte sich auf mMRNA Ebene im Trend ein ahnliches Muster was das
Ausmaly der Genexpression der einzelnen Molekile im Gesamtgewebe anging: die
Expression von PD1 war in der Gruppe der Mi-2* Patienten mit AK im Vergleich zu
Patienten mit MDAS5 AK signifikant verstarkt zu finden, wahrend die Expression von PDL1
keine signifikanten Unterschiede zwischen den AK Subgruppen aufwies. Bei MDA5*
Patienten mit positivem war bei den meisten Patienten keine Expression von PD1
detektierbar. Die Expression von PDL2 war wiederrum in der Gruppe der Mi-2* Patienten
am starksten ausgepragt, schwacher bei TIF-1y* Patienten und am geringsten bei MDA5*
Patienten, wobei die Gruppen fur die PDL2 Expression keine signifikanten Unterschiede

zueinander aufwiesen (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Genexpressionlevels fiir PD1, PD-L1 und PD-L2 bei Patienten mit
DM

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied in der PD1 Expression zwischen Mi-2* Patienten und
MDAS5" Patienten. Die Expression von PDL1 und PDL2 waren innerhalb der AK Subgruppen
homogen. nd=nicht detektierbar (*2p<0.05, **2p<0.01, ***2p<0.001).
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Zur weiteren Charakterisierung, welche Zellen oder Strukturen eine Expression von PD1,
PD-L1 und PD-L2 aufwiesen, wurde eine Vielzahl von Farbungen angefertigt. Auch hier
zeigten sich klare Unterschiede zwischen den Antikdrpersubgruppen.

So liel sich in Skelettmuskelbiopsien von Mi-2* und TIF-1y* Patienten PD1 auf einer
Vielzahl von CD3" T-Zellen nachweisen (siehe Abbildung 10, A und B). Es zeigte sich
allerdings auch eine Population von CD3* T-Zellen die PD1 negativ waren. Dieses
Merkmal war in beiden AK Subgruppen zu beobachten, wobei bei Mi-2* Patienten die
Anzahl der CD3" Zellen insgesamt und auch die Anzahl der PD1*/CD3" Zellen héher war.
Bei Muskelbiopsien von TIF-1y* Patienten konnten ebenfalls diese zwei T-Zell
Populationen gefunden werden, wobei CD3" T-Zellen insgesamt wie oben bereits
erwahnt weniger haufig auffindbar waren als bei der Gruppe der Mi-2* Patienten. Bei
MDAS5* Patienten konnten keine CD3* T-Zellen mit PD1 Expression nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 10, C).

Darlber hinaus konnten in allen AK Subgruppen PD1 auf singularen CD20" B-Zellen
gezeigt werden (siehe Abbildung 10, D, E und F). Bei Mi-2* Patienten waren diese Zellen
haufig in Clustern im perimysialen Bereich lokalisiert. In Muskelbiospien von TIF-1y* und
MDAS* Patienten waren diese Zellen sehr selten auffindbar und nur vereinzelt.

CD68* Makrophagen mit PD1-Expression zeigten sich in den Gruppen mit Mi-2*und TIF-
1y* Patienten (siehe Abbildung 10, G und H). Man konnte wiederum feststellen, dass es
sowohl eine Makrophagen-Population von PD1*/CD68" sowie eine Population von CD68*
Zellen, die die Oberflachenexpression von PD1 nicht hochreguliert hatten, gab. Bei
MDAS* Patienten sah man vereinzelte Makrophagen im Peri- und Endomysium, eine
PD1-Expression dieser Makrophagen liel3 sich nicht detektieren (siehe Abbildung 10, I).
Zusammengefasst zeigten sich bei der Subgruppe der Mi-2* Patienten insgesamt viele
Immunzellen, einige PD1 co-exprimierende T-Zellen, weniger PD1 co-exprimierende B-
Zellen und vereinzelte PD1 co-exprimierende Makrophagen. Skelettmuskelbiopsien von
TIF-1y* Patienten wiesen im Verhdltnis zu Mi-2* Patienten ein schwacheres
inflammatorisches Infiltrat auf. Aber auch hier waren innerhalb dieses Infiltrates vor allem

PD1 co-exprimierende T-Zellen vorhanden. Bei MDAS5* Patienten konnten keine PD1 co-
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exprimierende T-Zellen singulare PD1 co-exprimierende B-Zellen werden. Es zeigten

sich vereinzelt Makrophagen ohne PD1 Co-Expression.

Mi-2 TIF-1y MDAS5

PD1/

/CD20

/CD68

Abbildung 10: Lokalisation von PD1 auf Immunzellen in Skelettmuskelbiopsaten
bei Patienten mit DM

Bei Mi-2* Patienten zeigen sich viele Immunzellen, die PD1 positiv sind. (A) CD3* T Zellen
exprimieren partiell PD1 (OriginalvergréBerung 200x). (B) Vereinzelte CD3* Zellen exprimieren
PD1, auch hier zeigen sich viele T-Zellen ohne PD1 Positivitat (OriginalvergréRerung 200x). (C)
Weder T-Zellen noch PD1* Zellen sind sichtbar (Originalvergrofierung 200x). (D) Vereinzelt
zeigen sich auch B-Zellen mit PD1 Rezeptor Co-Expression. (Originalvergrofierung 200x). (E)
Vereinzelt zeigen sich PD1* B-Zellen (OriginalvergroRerung 200x). (F) selten sieht man einzelne
PD1* B-Zellen (Originalvergré3erung 200x) (G) Haufig sieht man PD1* Makrophagen, doch auch
hier zeigt sich eine Kohorte ohne PD1 Rezeptor (OriginalvergréRerung 200x). Patienten mit TIF-
1y AK zeigen seltener Zellen mit PD1 Rezeptor (H) Eine Vielzahl von Makrophagen sind PD1%,
eine zweite Makrophagen Kohorte exprimiert diesen Rezeptor nicht (Originalvergré3erung 200x).
Bei MDA5* Patienten zeigen sich nahezu keine PD1" Zellen. (I) Selten vorkommende
Makrophagen sind nicht PD1* (Originalvergré3erung 200x).
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Zuletzt sollte gezeigt werden, welche Zellen beziehungsweise welche Strukturen die
Liganden PD-L1 und PD-L2 exprimieren. Fur den Liganden 1 wurden verschiedene Co-
Lokalisationen uberprift. In der Mi-2 AK-Subgruppe konnte PD-L1 auf CD68*
Makrophagen dargestellt werden (siehe Abbildung 11, A). Es zeigte sich, dass es sowohl
eine Population von CD68* Zellen gab, die PD-L1 exprimierten, als auch eine
Subpopulation, die dies nicht tat. TIF-1y* Patienten oder MDAS* Patienten zeigten keine
Makrophagen mit PD-L1 Expression (siehe Abbildung 11, B und C). PD-L1 lief3 sich
allerdings auf CD4* Zellen nachweisen: dies war sowohl bei Mi-2* als auch bei TIF-1y*
Patienten der Fall (siehe Abbildung 11, D und E), jedoch waren CD4*/PD-L1* Zellen bei
TIF-1y* Patienten deutlich rarer auffindbar. MDAS* Patienten wiesen keine T-Helferzellen
mit PD-L1 Expression auf (siehe Abbildung 11, F). Eine Lokalisation von PD-L1 auf CD20*
B Zellen, BDCA2* oder CD123* (pDCs) konnte nicht festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt).

In der Subgruppe der Mi-2* und TIF-1y* Patienten konnte PD-L2 auf CD20* B-Zellen
nachgewiesen werden, wobei bei TIF-1y* Patienten diese Zellen viel seltener aufzufinden
waren (siehe Abbildung 11, G und H). Bei MDA5* Patienten konnte diese Co-Lokalisation
nicht gefunden werden (siehe Abbildung 11, I). Eine Lokalisation auf CD4*, CD68*,
CD123* oder BDCA2* Zellen konnte fur den Liganden 2 nicht festgestellt werden (Daten
nicht gezeigt).

Insgesamt war in der Gruppe der Mi-2* Patienten PD-L1 vor allem auf CD4*T-Helferzellen
und einigen Makrophagen zu finden. PD-L2 wurde auf einigen B-Zellen exprimiert. Bei
Skelettmuskelbiospien von TIF-1y* Patienten war PD-L1 nur auf vereinzelten T-
Helferzellen zu finden. Es gab B-Zellen, die PD-L2 exprimierten. MDA5* Patienten

zeigten keine Immunzellen mit Expression von Liganden des PD1 Signalwegs.
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Mi-2 TIF-1y MDAS5
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Abbildung 11: Lokalisation von PD-L1 und PD-L2 in Skelettmuskelbiopsaten bei
Patienten mit DM

Patienten mit DM distinktes Muster fur die Expression der Liganden. (A) Makrophagen sind
teilweise positiv fur PD-L1 (Originalvergrofierung 200x). (B) Bei TIF-1y*Patienten lasst sich PD-
L1 nicht auf Makrophagen nachweisen (Originalvergréf3erung 200x). (C) Bei MDA* Patienten
zeigten sich keine Co-Lokalisation fur PD-L1 mit CD68" oder CD4* Zellen. (OriginalvergréfRerung
200x). (D) viele CD4" Zellen exprimieren PD-L1 (OriginalvergroRerung 200x). (E) Selten finden
sich Areale, in denen sich T-Helferzellen mit PD-L1 nachweisen lassen (OriginalvergréRerung
200x). (F) Bei MDA Patienten zeigt sich keine Co-Lokalisation fur PD-L1 CD4" Zellen.
(OriginalvergroRerung 200x). (G) PD-L2 lasst sich hingegen auf einigen CD20" Zellen
nachweisen (OriginalvergrofRerung 200x). (H) PD-L2 wird von einigen B-Zellen exprimiert
(OriginalvergroRerung 200x). (I) Es zeigten sich keine CD20* Zellen. (Originalvergroéferung
200x).
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4.5.Zusammenfassung der Ergebnisse zu dem

Immuncheckpoint-Inhibitor PD1 und seinen

Liganden

Ergebnisse

Die verschiedenen durchgefihrten Farbungen flhrten zu dem Ergebnis, dass in

Skelettmuskelbiopsien von Patienten mit DM verschiedene Immunzellen PD1, PD-L1 und

PDL2 exprimieren. Es gibt jedoch klare Unterschiede in Bezug auf diese Eigenschaften

zwischen den AK Subgruppen (siehe Tabelle 20). Die Gruppe der Mi-2* Patienten zeigte

durchschnittlich die meisten PD1* Zellen. In den semiquantitativen Scores fur die

Liganden L1 und L2 zeigte sich, dass Mi-2* Patienten die meisten positiven Strukturen

aufwiesen, gefolgt von der Subgruppe der TIF-1y* Patienten. MDA5* Patienten wiesen

die geringsten PD1* Zellzahlen auf, sowie die geringsten PD-L1* und PD-L2* Strukturen.

Dieses Muster konnte durch qPCR auf molekularer Ebene bestatigt werden.

Tabelle 20: Lokalisation und Genexpressionslevel von PD1, PD-L1 und PD-L2

Mi-2 TIF-1y MDA5
Lokalisation

CD3" "1 " -
PD1 CD20* " 1 -
CDeg" 11 "1 -
cD4* 1" 1 -
CD68* 1 ] -
PD-L1 CD20* - - -
CD123* - - -
BDCA2* = - -
CD4 - R -
CD20* 1" 1 .
PD-L2 CcDe8* - - .
CD123* - - -
BDCAZ2* - - -

Mi-2 TIF-1y MDAS
PD1 1M1 1" -
Genexpression | PDL1 1 1 1
pPDL2 K] M 1
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4.6.Die Rolle des PD1 Signalweges in

unterschiedlichen DM Antikorpergruppen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass in den Biopsien von Skelettmuskeln von
Patienten mit DM, je nach AK Subgruppe, teilweise eine Vielzahl PD1* Immunzellen
sowie einige Zellen mit den beiden Liganden PD-L1 und PD-L2 aufwiesen, sollte
Uberpruft werden, ob es dafir eine genetische Grundlage gibt. Um festzustellen, ob eine
genetische Veranderung im Genom von Patienten mit DM Ursache flr eine Stérung im
PD1 Signalweg sein kdnnte, wurde ein Whole-Exome-Sequencing (WES) durchgeflhrt.
Die DNA-Proben von insgesamt 12 Patienten wurden dabei untersucht: vier Patienten
waren Mi-2*, funf Patienten waren TIF-1y* und drei Patienten waren MDAS*. Bei der
Auswahl der Patienten wurde darauf Wert gelegt, dass diese die charakteristischen
klinischen und histologischen Merkmale ihrer jeweiligen AK Gruppe aufwiesen.
Aulerdem mussten die hergestellten DNA-Proben eine Konzentration von mindestens
50ng/ul und insgesamt eine Menge von 1ug aufweisen. Diese Anforderungen sind

notwendig, um akkurate Ergebnisse der WES zu gewahrleisten.

Die Analyse der gelieferten WES Daten erfolgte auf zwei verschiedene Arten: zum einen
wahlten wir eine ,unbiased‘ Methode ohne Einschrankungen in Bezug auf Art der
Vererbung oder Art der Mutation, um alle veranderten Gene unserer untersuchten Proben
zu identifizieren und verglichen diese dann untereinander um festzustellen, welche Gene
bei allen Patienten verandert waren oder nur in einer AK Gruppe, beziehungsweise in
einer AK Gruppe nicht. Die zweite Methode umfasste die Zusammenstellung von
Kandidatengenen in Bezug auf den PD1 Signalweg sowie der Gene, die mit dem ISG in
Zusammenhang stehen. Diese Liste an Kandidatengenen wurde mit den Genen der
Patienten abgeglichen. Ausgeschlossen wurden Gene, die bei mehr als 20 Carriern
vorkamen oder deren Kopienzahl <50 waren. Sollten Gene bei Uber 20 Carriern in der
Allgemeinbevodlkerung vorkommen, so waren dies haufig anzutreffende Gene, welche
wahrscheinlich nicht fur die Pathogenese einer seltenen Erkrankung wie der DM
verantwortlich sind. Der Cut-Off Wert der Kopienzahl unter 50 wurde gewahlt, um
sicherzustellen, dass veranderte Gene auch tatsachlich Auswirkungen auf die Expression
ihrer Molekile besitzen (117-119). Die Varianten der Patienten wurden miteinander

abgeglichen (siehe Abbildung 1).
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Bei den untersuchten Patienten wurden im Durchschnitt 321 veranderte Gene gefunden
(siehe Tabelle 21). Auffallig war eine hohere Gesamtanzahl an veranderten Genen in der

Subgruppe der MDAS* Patienten, welche jedoch nicht signifikant war.

Tabelle 21: Mutationsload im Genom der untersuchten Patientenmuskeln

Anzahl der veranderten
Autoantikorper

Gene

Patient 1 280

Patient 2 293

Mi-2 Patient 3 277
Patient 4 273

Patient 5 235

Patient 6 277

TIF-1y Patfent 7 318
Patient 8 260

Patient 9 296

Patient 10 487

MDAS5 Patient 11 583
Patient 12 271

Bei den identifizierten Mutationen handelt es sich um nicht-synonyme Punktmutationen,
die zu einem Aminosaurenwechsel fihren und damit die Funktionsfahigkeit des kodierten
Proteins beeintrachtigen beziehungsweise aufheben, oder um Nonsense-Mutationen, bei
denen es zu einem verfriihten Einbau eines Stoppcodons kommt und damit Gblicherweise
zu einem kompletten Funktionsverlust des kodierten Proteins.

Zunachst versuchten wir Gene zu identifizieren, die in der gesamten untersuchten
Kohorte vorkamen, wobei die Genvarianten nur bei héchstens 20 Carriern in der EXAC
Datenbank [http://exac.broadinstitute.org, aufgerufen im April 2020] oder der Datenbank

des 1,000 Genomes Project [http://exac.broadinstitute.org, aufgerufen im April 2020] als

bekannte Polymorphismen gelistet sein sollten, um zu garantieren, dass diese in der

Bevolkerung selten waren.

Nach Analyse aller 12 Patienten wurden die folgenden sechs Gene identifiziert, welche
bei allen untersuchten Patienten der Kohorte verandert waren und somit als potenziell

Dermatomyositis-spezifisch angesehen werden kénnen: ANKRD36, CNN2, FRGT,
70
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Ergebnisse

MUC16, PRSS3, RGPDS8. Ein weiteres Gen- ANP32B- war bei 11 Patienten (92%)
verandert (siehe Tabelle 22). Fir eine Auflistung der Gene mit NM-Nummer,
Chromosomenposition, cDNA Position und Effekt der Mutation siehe Abschnitt 4.8., Seite
76.

Aufgrund der distinkten klinischen und histologischen Unterschiede, die in den AK
Subgruppen vorkommen, suchten wir ebenso nach Genen, die flr die jeweiligen AK
spezifisch waren, das heil3t nur in einer Gruppe auffallend haufig vorkamen (siehe Tabelle
22). Wir identifizierten zwei Gene fur die AK Subgruppe Mi-2 und ein Gen fur die AK
Subgruppe TIF-1y. Bei Mi-2* Patienten kamen die Gene MPRIP und RAI1 spezifisch vor,
fur TIF-1y* Patienten war dies USF3.

Drei weitere Gen, AGAP4, CABP1 und USP17L10, kamen in jeweils zwei AK Gruppen
vor: AGAP4 und USP17L10 bei Mi-2* und TIF-1y* Patienten und CABP1 bei Mi-2* und
MDAS* Patienten; jedoch waren bei den beiden AGAP4 und CABP1 Genen nur die
genetische Variante, die in der Gruppe der Mi-2* Patienten vorkam, in der Bevdlkerung
selten beziehungsweise in genugender Kopienanzahl anzutreffen. Die Variante von
AGAP4 bei TIF-1y* Patienten hatte zu wenige Kopienanzahlen, die Variante von CABP1
bei MDA5* Patienten ist eine haufigere Variante, die in Uber 20 Carriern zu finden war. In
der Gruppe der MDA5* Patienten konnten wir keine spezifischen Genveranderungen
feststellen. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Tabelle 22 zu finden. Fir eine
Auflistung der Gene mit NM-Nummer, Chromosomenposition, cDNA Position und Effekt
der Mutation siehe Abschnitt 4.8., Seite 76.

Tabelle 22: DM spezifische und AK spezifische Gene bei Patienten mit DM

DM spezifische Gene AK spezifische Gene
Mi-2 TIF-1y Mi-2 + TIF-1y
ANKRD36 AGAP4 USF3 USP17L10

CNN2 CABP1 / /

FRG1 MPRIP / /
MUC16 RAI1 / /
PRSS3 / / /
RGPD8 / / /

ANP32B / / /
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Eine zweite Suche nach mdglichen Genveranderungen wurde mithilfe der
zusammengestellten Kandidatengenliste flir den PD1 Signalweg durchgefliihrt; es wurden
insgesamt 12 Mutationen entdeckt. In Tabelle 23 werden die Mutationen vor und nach
der Kontrolle der Carrier und Kopienanzahl aufgefuhrt. Fur eine Auflistung der Gene mit
NM-Nummer, Chromosomenposition, cDNA Position und Effekt der Mutation siehe
Abschnitt 4.8., Seite 76.

Tabelle 23: Veranderte Gene des PD1 Signalweges

Nach Kontrolle
Autoantikorper Vor Kontrolle
(<20 Carrier, >50 Kopien)
Patient 1 / /
Patient 2 / /
Mi-2
Patient 3 / /
Patient 4 PIK3C2G PIK3C2G
Patient 5 HRAS HRAS
Patient 6 / /
TIF-1 Patient 7 B3GAT1, PIK3C2B, RASA1 B3GAT1
4 Patient 8 / /
Patient 9 / /
Patient 10 DHCR24, ITPR3 /
MDAS5 Patient 11 DHCR24, ITPR3, PIK3C3 ITPR3, PIK3C3
Patient 12 EOMES, VEGFB EOMES

4.7.Interferon-Signatur

Die Analyse der WES Sequenzen zur Untersuchung der IFN-Signatur erfolgte mithilfe
von einer zuvor erstellten Liste mit Kandidatengenen in Bezug auf die bekannte IFN-
Signatur bei DM Patienten wie in 3.4.7 beschrieben unbiased und ohne Einschrankungen
in Bezug auf Art der Vererbung oder Art der Mutation. Ausgeschlossen wurden Gene, die
bei mehr als 20 Carriern vorkamen oder deren Kopienzahl <50 waren (siehe oben). Die

Varianten der Patienten wurden abgeglichen.

Wie bereits im Abschnitt 1.2 dargelegt, existieren verschiedene Informationen, die die

Vermutung nahelegen, dass in der Pathogenese der Dermatomyositis bestimmte
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molekulare Wege /Signalwege involviert sind. So gibt es bereits viele Hinweise, dass
Molekule der sog. Interferon-Signatur dysreguliert sind und einen wesentlichen Beitrag
zur Krankheitsentstehung bei DM liefern: so wissen wir bereits um eine distinkte [FN-
Signatur bei DM Patienten und den verschiedenen Subgruppen (30, 31, 35, 37, 120). Die
Tatsache, dass Proteine IFN-1-induzierbarer Gene, wie etwa ISG15, in Patienten mit DM
verstarkt im Muskel exprimiert werden (36, 37) ist ebenso bekannt, wie die positive
Korrelation der Expression von Typ 1 IFN-abhangigen Genen im Blut von Patienten mit
der Krankheitsaktivitat (40, 54). Im nachsten Schritt wollten wir daher prifen, ob es
genetische Veranderungen im Genom unserer Patienten gibt, die die Grundlage dieser
speziellen IFN-Signatur bei Patienten mit DM bilden.

In Tabelle 24 werden alle im Zusammenhang mit der IFN-Signatur gefunden Mutationen

vor und nach Uberprifung der Kopienanzahl und Carrier aufgefihrt.

Tabelle 24: Veranderte Gene der Interferon-Signatur

Autoantikorper Vor Kontrolle Nach Kontrolle
(<20 Carrier, >50 Kopien)
Patient 1 HLA-DRB1, STAT1, TLR4, HLA-DRB1, STAT1, TLRA4,
TTN TTN
. Patient 2 MET /
Wi-2 Patient 3 HLA-DRB1 HLA-DRB1
Patient 4 HLA-DRB1 HLA-DRB1
Patient 5 IFIH1, MET, TLR4, TTN /
Patient 6 HLA-B, IFI44L IFI44L
Patient 7 HLA-DRB1 HLA-DRB1
TIF-1y Patient 8 HLA-A, IFIH1, JAK2, SYTL1, TTN
TTN
Patient 9 HLA-DRB1, IFI16, TTN HLA-DRB1
Patient 10 TTN /
Patient 11 HLA-A, HLA-DRB1, JADE?2, HLA-DRB1
MDAS5 MX1, TTN
Patient 12 HLA-B, HLA-DRB1, IFIH1, HLA-DRB1, JAK2
JAK2, MAPK14,

Wir konnten herausarbeiten, dass einige Gene, die zu der bereits beschriebenen IFN-

Signatur gehoren, in unserer Patientenkohorte verandert waren. Bei Kontrolle der
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Kopienanzahl und Carrier stellte sich heraus, dass diese genetischen Varianten
allerdings haufig in der Gesamtbevolkerung vertreten sind. Daher ist es
unwahrscheinlich, dass diese die alleinige Ursache fur das Auftreten einer seltenen
Erkrankung, wie der DM, darstellen. Zu diesen Genen gehoren HLA-A, HLA-B, IFIH1,
IFI16, JADEZ2, JAK2, MAPK14, MET, MX1 und SYTL1.

Gene, die fur eine Erkrankung lediglich pradisponieren, ohne sie direkt auszulésen, sind
in der Bevolkerung meist haufig vorhanden, fuhren aber nur durch- in vielen Fallen
unbekannte- Triggerfaktoren dazu, dass Patienten im Verlauf ihres Lebens eine
Erkrankung entwickeln.

Im folgenden Abschnitt sollen daher sowohl die Gene beschrieben werden, die als
seltene genetischen Veranderungen direkten Einfluss auf die Pathogenese der DM
haben konnten, als auch jene Gene, die in der Allgemeinbevolkerung haufig zu finden
sind, und daher wahrscheinlich nur eine sekundére Rolle fiir die Atiologie bei DM spielen.
Sieben Patienten (60%) wiesen eine genetische Variante HLA-DRB1 im Humanen
Leukozytenantigen (HLA)-Gen fur MHC Klasse Il auf, bei sechs Patienten (50%) war es
die gleiche genetische Mutation.

Vor Kontrolle konnten bei sechs Patienten (50%) eine Veranderung im Gen TTN
nachgewiesen werden, nach Kontrolle waren es nur noch zwei Patienten (15%). TTN
kodiert das Protein Titin (das grote Protein des menschlichen Korpers), welches ein
integraler Bestandteil des Sarkomerkomplexes in menschlichen Skelettmuskelzellen ist.
In zwei Genen fir MHC Klasse | (HLA-A und HLA-B) konnten ebenso genetische
Veranderungen festgestellt werden; es waren drei Patienten betroffen, die jeweils
entweder in HLA-A oder HLA-B Veranderungen zeigten.

Insgesamt fanden sich auch Mutationen in finf bekannten INF1-induzierten Genen: IFIH1
war bei drei Patienten verandert, IF/16 war bei einem Patienten verandert, MX7 war
ebenfalls bei einem Patienten verandert, ebenso wie IFI44L und SYTL1. Das Gen fur den
Toll-Like-Rezeptor 4, TLR4, war bei zwei Patienten verandert. Im Gen fir die Tyrosin-
Protein Kinase JAK2 war bei einem Patienten eine Mutation auffindbar. Im Gen STAT1
war ebenso bei einem Patienten eine Mutation detektierbar. Das Protoonkogen MET war
bei zwei Patienten verandert. Das Gen JADE?2 wies bei einem Patienten Mutationen auf.
Bei einem Patienten konnte eine Mutation im Gen MAPK14 festgestellt werden.

Dabei ist kein spezifischer Unterschied oder die Zugehdrigkeit zu einer speziellen AK

Subgruppe festzustellen. Fir eine Auflistung der Gene mit NM-Nummer,
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Chromosomenposition, cDNA Position und Effekt der Mutation siehe Abschnitt 4.8., Seite
76.
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9.

Ergebnisse

4.8.Charakterisierung der gefundenen Genveranderungen

In folgendem Abschnitt soll eine tabellarische Auflistung der entdeckten Genveranderungen mit NM-Nummer, Chromosomenposition,
cDNA Position und Effekt der Mutation erfolgen.
Legende: Die Nomenklatur der Mutationen erfolgt anhand der Standards des Human Genome Variation  Society

(http://wvww.HGVS.org/mutnomen/HUGO-MDI initiative). ¢.= coding DNA,; *= Stoppcodon, >= Substitution, del= Deletion, ins= Insertion, _= Range, fs=
Frameshift, NMD/PTC= nonsense-mediated mRNA decay/ premature termination codons

Tabelle 25: Pradisponierende Gene der IFN-Signatur

Genname Genbank transcript ID Chrom. Position cDNA Position Effekt der Mutation
NM_001242758, 6:29910729insTCTGC
NM_002116
€.268_269insTCTGC NMD/PTC, N9OIfs*
6:29911319Gdel
NM_001242758,
€.618delG NMD/PTC, D207Tfs*
HLA-A NM_002116
6:29911320G>T
c.619G>T D207Y
NM_001242758,
NM_002116
6:31323958TTdel c.604_605delAA NMD/PTC, K202Afs*
HLA-B NM_005514 -
6:31323963insTT c.600_601insAA NMD/PTC, D201Kfs*



http://www.mutationdistiller.org/MT/ChrPos85.cgi?chromosome=6&position=29910728&ref=N&alt=NTCTGC
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Genname Genbank transcript ID Chrom. Position cDNA Position Effekt der Mutation
2:163124024G>C €.2863C>G Q955E
IFIH1 NM_022168
2:163124596C>T c.2807+1G>A splice site
JADE?2 NM_015288 5:133895603C>T c.395C>T P132L
JAK2 NM_004972 9:5126343G>A c.2741G>A, ¢.3188G>A | R914H, R1063H
NM_001315
MAPK14 6:36076169A>G c.797A>G, c.1028A>G, D266G, D343G
NM_139014, NM_139012
7:116339642G>T c.504G>T E168D
NM_001127500,
MET
NM_000245 7:116411923C>T €.2908C>T R970C
€.2962C>T R988C
NM_001144925,
MX1 NM_002462, 21:42815731G>A c.946G>A, c.877G>A G316R, G293R
NM_001178046,
¢.879_880insGCCGCCG
SYTL1 NM_001193308, 1:27676595insGCCGCCGCCCGG | CCCGGC, NMD/PTC, S301Pfs*,

NM_032872

C

€.843_844insGCCGCCG
CCCGGC

S289Pfs*



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_004972
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Tabelle 26: Gene mit moglicher primarer Rolle in der Pathophysiologie der DM

Ergebnisse

Genname Genbank transcript ID Chrom. Position cDNA Position Effekt der Mutation
HLA-DRB1 NM_002124 6:32551961GC>CCGC €.294 295delinsGCGG NMD/PTC, Q99Rfs*
IF144L NM_006820 1:79093976C>T c.376C>T NMD/PTC, R126*
JAK2 NM_004972 9:5080656C>T c.1960C>T, ¢.2407C>T NMD/PTC, R654*, R803*
STAT1 NM_007315 2:191839588G>A €.2206C>T R736W
NM_003266,
TLR4 9:120476185G>A c.1659G>A, c.1779G>A | NMD/PTC, W553*, W593*
NM_138554, NM_138557
NM_001256850, c.54740A>C,
NM_133378 c.51959A>C E18247A, E17320A,
NM_001267550, c.59663A>C, E19888A, E10948A
TTN 2:179456968T>G
NM_133432 c.32843A>C
NM_003319, NM_133437 €.32468A>C, E10823A, E11015A

c.33044A>C




6.

Tabelle 27: DM spezifische Gene

Ergebnisse

Genname Genbank transcript ID Chrom. Position cDNA Position Effekt der Mutation
2:97851074Cdel c.1961delC NMD/PTC, S655Qfs*
ANKRD36 NM_001164315 2:97851077C>G c.1964C>G NMD/PTC, S655*
2:97851079insG c.1965_1966insG NMD/PTC, K656Efs*
NM_201277, NM_004368 | 19:1037715T>C c.809T>C, ¢.629T>C M270T, M210T, M249T,
c.746T>C, ¢c.713T>C M238T
NM_201277, NM_004368 | 19:1037716G>A c.714G>A, c.810G>A, M238l1, M2701, M210lI,
c.630G>A, c.747G>A M249I
NM_004368, NM_201277 | 19:1037718G>T c.716G>T, ¢.749G>T, G239V, G250V, G211V,
€.632G>T, ¢.812G>T G271V
CNN2
NM_004368, NM_201277 | 19:1037756G>A C.787G>A, c.670G>A, G263S, G224S, G284S,
c.850G>A, c.754G>A G252S
NM_004368, NM_201277 | 19:1037766G>A c.680G>A, c.797G>A, R227Q, R266Q, R287Q,
c.860G>A, c.764G>A R255Q
NM_004368, NM_201277 | 19:1037781C>A C.695C>A, c.812C>A, P232H, P271H, P292H,
c.875C>A, c.779C>A P260H
FRG1 NM_004477 4:190876307G>A c.432+1G>A splice site




Ergebnisse

Genname Genbank transcript ID Chrom. Position cDNA Position Effekt der Mutation
4:190876272G>A c.398G>A G133E
4:190876268A>G c.394A>G 1132V
19:8999498insACCA ¢.600_601insTGGT, P201Wfs*, NMD/PTC,

MUCT6 NM_024690 c.40677_40678insTGGT | P13560Wfs*
19:8999499CTTTdel c.596_599delAAAG, NMD/PTC, K199Tfs*,
c.40673_40676delAAAG | K13558Tfs*
NM_001197098, 9:33797929insCC c.281_282insCC, NMD/PTC, R94Sfs*,
NM_002771, ¢.302_303insCC, R101Sfs*, R115Sfs*,
NM_001197097, c.344_345insCC, R158Sfs*
NM_007343 c.473 _474insCC
PRSS3
NM_002771, 9:33797931ACdel ¢.305_306delAC, NMD/PTC, T103Sfs*,

NM_001197098,
NM_001197097,
NM_007343

NM_001197097,
NM_007343,

9:33797951A>C

c.347_348delAC,
c.284_285delAC,
c.476_477delAC

c.367A>C, c.496A>C,
c.325A>C, c.304A>C

T117Sfs*, T96Sfs*,
T160Sfs*

M123L, M166L, M109L,
M102L
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Genname Genbank transcript ID Chrom. Position cDNA Position Effekt der Mutation
NM_002771,
NM_001197098
c.2864T>C L955P
RGPD8 NM_001164463 2:113147238A>G
c.3284T>C L1095P
9:100777705G>A C.748G>A D250N
ANP32B NM_006401
9:100777710T>A Cc.753T>A D251E



http://www.mutationdistiller.org/MT/ChrPos85.cgi?hgvs_notation=2:113147238A%3eG

o Tabelle 28: AK spezifische Gene

Ergebnisse

Genname Genbank transcript ID Chrom. Position cDNA Position Effekt der Mutation
AGAP4 NM_133446 10:46321904C>T c.1451G>A R484H
c.17_24delGTGCGTGT
c.46-4051_46-
4044delGTGCGTGT
NM_004276
CABP1 NM_031205, 12:121093630GTGCGTGTdel NMD/PTC, A7Vfs*
c.46-266_46-
NM_001033677 B
259delGTGCGTGT
c.655-4051_655-
4044delGTGCGTGT,
NM_201274
MPRIP 17:17039562CAGCAG>CAG ¢.534_539delinsCAG S179-
NM_015134
17:17697094CAGCAG>CAG c.832_837delinsCAG Q278-
RAI1 NM_030665
17:17697102GCAG>CAG €.840_843delinsCAG Q280Hfs*
NM_001009899 3:113376111TGCTGCTGC>TGC | c.4410_4418delinsGCAG
USF3 Q1462-
TGC CA
4:9212403C>G c.21C>G NMD/PTC, Y7*
USP17L10 NM_001256852
4:9213373C>T c.991C>T H331Y



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_133446
http://www.mutationdistiller.org/MT/ChrPos85.cgi?hgvs_notation=10:46321904C%3eT
http://www.mutationdistiller.org/MT/ChrPos85.cgi?chromosome=12&position=121093629&ref=NGTGCGTGT&alt=N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_201274
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_015134
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_030665
http://www.mutationdistiller.org/MT/ChrPos85.cgi?chromosome=17&position=17697093&ref=NCAGCAG&alt=NCAG
http://www.mutationdistiller.org/MT/ChrPos85.cgi?chromosome=17&position=17697101&ref=NGCAG&alt=NCAG
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001009899
http://www.mutationdistiller.org/MT/ChrPos85.cgi?chromosome=3&position=113376110&ref=NTGCTGCTGC&alt=NTGCTGC
http://www.mutationdistiller.org/MT/ChrPos85.cgi?chromosome=3&position=113376110&ref=NTGCTGCTGC&alt=NTGCTGC
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001256852
http://www.mutationdistiller.org/MT/ChrPos85.cgi?hgvs_notation=4:9212403C%3eG
http://www.mutationdistiller.org/MT/ChrPos85.cgi?hgvs_notation=4:9213373C%3eT
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Tabelle 29: Gene des PD1 Signalweges

Ergebnisse

Genname Genbank transcript ID Chrom. Position cDNA Position Effekt der Mutation
B3GAT1 NM_054025 11:134251843C>T c.994G>A, ¢c.1033G>A V332M, V345M
EOMES NM_005442, NM_0012781 | 3:27760347C>T c.1196G>A, c.311G>A R399Q, R104Q

NM_005343,

HRAS 11:532733G>A c.473C>T T158M
NM_001130442

ITPR3 NM_002224 6:33660554T>C c.7508T>C 12503T
NM_004570 €.3936_3939delAGTT, NMD/PTC, V1313Kfs*,

PIK3C2G 12:18747475AGTTdel
NM_001288772 c.4059 4062delAGTT V1354Kfs*
PIK3C3 NM_002647 18:39542524A>G €.328A>G, c.139A>G 1110V, 147V



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005442

Ergebnisse

4.9.Ergebnisse der Literaturrecherche

Die Ergebnisse der Literaturrecherche werden im Folgenden kurz zusammengefasst. Die
genaue Einordnung der erhaltenen Informationen und die bekannten Informationen zu

den Genen erfolgt in der Diskussion.

Uber eine Suche mit einer Liste an Kandidatengenen von Molekiilen, die Teil des PD1
Signalweges sind, konnten bei unserer Patientenkohorte sechs veranderte Gene
gefunden werden: PIK3C2G und PIK3C3, HRAS, ITPR3, EOMES und B3GAT1. Auf die
moglichen Auswirkungen der Mutationen in diesen Genen soll im Folgenden

eingegangen werden (siehe Tabelle 23).

Jene Gene, die in unserer untersuchten Kohorte bei mindestens 11 Patienten vorkamen,
titulierten wir als DM spezifische Gene. Unter die DM spezifischen Gene fielen:
ANKRD36, CNN2, FRG1, MUC16, PRSS3, RGPD8 und ANP32B (siehe Tabelle 22).
Wahrend unter die AK spezifischen Gene: AGAP4, MPRIP, RAI1 und CABP1 fur die Mi-
2 AK positiven Patienten, und USF3 fur Patienten mit TIF-1y AK fielen. Fur die Gruppe
der Patienten mit dem AK MDA5 konnten keine spezifischen Gene gefunden werden.
Dafur gibt es eine weitere Veranderung im Gen fur USP17L10, welche nur in den beiden
AK Gruppen von Mi-2 und TIF-1y detektierbar war (siehe Tabelle 22).

Als potenziell pradisponierende Gene der IFN-Signatur bei Patienten mit DM konnten
HLA-A, HLA-B, IFIH1, IFI16, JADE2, JAK2, MAPK14, MET, MX1 und SYTL1 identifiziert
werden. Aufgrund der Zusammengehorigkeit wird die Bedeutung der HLA-A und HLAB
Mutationen im Abschnitt mit HLA-DRB1 besprochen (siehe Tabelle 24).

Des Weiteren konnten folgende Gene der IFN-Signatur mit primarerer Rolle in der
Krankheitsentstehung bei Patienten mit DM identifiziert werden: HLA-DRB1, IFI44L,
JAK2, STAT1, TTN und TLR4 (siehe Tabelle 24).
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Ergebnisse
4.10.  AbschlieBender Uberblick der Ergebnisse

Durch eingehende Analyse der WES Daten konnten wir eine Reihe von genetischen
Veranderungen bei Patienten mit DM finden. Es wurden zwei unabhangige
Suchstrategien verwendet, die ergaben, dass sowohl Gene von Molekllen verandert
waren, die im Zusammenhang mit dem PD1 Signalweg stehen, als auch Molekile, die
den IFN Signalweg beeinflussen kénnen. Auf der Suche nach Genen, welche die
Interferon-Hypothese bei der Krankheitsentstehung untermauern konnten, fanden wir
Gene, die selten vorkamen, was daflr sprechen kann, dass sie die Ursache einer so
seltenen Erkrankung wie der DM sein kdnnten, aber auch Gene, die in der Bevolkerung
haufig vorzufinden waren und dadurch eine Pradisposition fir DM darstellen kénnten.
Die Literatursuche ergab, dass die Proteine der veranderten Gene wichtig fur eine Reihe
von Zellfunktionen sind. Die Regulierung der Zellproliferation, des Zellwachstums und der
Apoptose sowie die Modulierung von Immunantworten und der Aufbau des Zytoskelettes
waren nur einige davon. In den untenstehenden Tabellen werden die verschiedenen
Funktionen der einzelnen Gene sowie mdgliche Interaktionspartner und assoziierte
Erkrankungen kurz zusammengefasst (siehe Tabelle 30, Tabelle 31, Tabelle 32, Tabelle
33 und Tabelle 34). Interessanterweise fand sich bei vielen Genen ein Zusammenhang
mit dem PI3K/AKT-Signalweg, daher wird dieser Punkt in der Diskussion (siehe Abschnitt
5.2.2, Seite 107 und Abschnitt 5.4, Seite 124) eingehend diskutiert.
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Tabelle 30: Pradisponierende Gene der Interferon-Signatur

Ergebnisse

assoziierte
Gen Funktion Interaktion
Erkrankungen
Teil des MHC-1 Komplex, |
_ . . Initiierung von
HLA-A Antigenprasentation . /
. Immunreaktionen
gegenuber Immunzellen
Teil des MHC-1 Komplex,
. ) . Initiierung von
HLA-B Antigenprasentation _ /
. Immunreaktionen
gegenldber Immunzellen
alias Anti-Melanoma
Differentiation-associated
IFIH1 ISG DM
Gene 5 (MDAS5); nukleare
RNA-Helikase
o . _ Ovarzell-Karzinom,
JADE? Mitglied der JADE Familie Histonacetyltransferase .
Alopezie
Teil des adaptiven und
E JAK/STAT Signalweg,
angeborenen . . DM, Polymyositis,
Aktivierung uber
Immunsystems, Regulation L SLE, essentielle
JAK?2 unterschiedliche
der Proliferation, . : Thrombozytose,
Molekule wie IFN-y,
Differenzierung, Apoptose, Polycythamia vera
) TNF-q, IL-5, IL-6, IL-10
Immunregulation
auch p38a,  Apoptose,
Zellwachstum, , Colitis Ulcerosa,
MAPK-Signalweg,
Immunantworten und der . Morbus Crohn,
Aktivierung durch _
MAPK14 Antwort auf DNA-Schaden, o Prostata-Karzinom,
VEGF, oxidativen .
Produktion Magen-Karzinom,
Stress, UV-Strahlung .
inflammatorischer Kolon-Karzinom
Mediatoren
NSCLC, Kolon-
Protoonkogen, _
Karzinom oder
Embryogenese, o
. . Schilddrusen-
Wundheilung, MAPK-Signalweg, .
MET . _ Karzinom, Mamma-
Leberregeneration, PI3BK/AKT Signalweg .
_ Karzinom,
Angiogenese und
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Immunmodulation

Polycythamia Vera,
RA



Ergebnisse

assoziierte
Gen Funktion Interaktion
Erkrankungen
MX1 ISG Interferonantwort DM
Vesikeltransport, Exozytose
von Granula in Neuronen, | Rab, Teil der RAS
SYTL1 Koordinierung der | Familie, RAP1GAP2, |/

Chemotaxis und Migration

von Neutrophilen

AKT
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Tabelle 31: Gene mit moglicher primarer Rolle in der Pathophysiologie der DM

assoziierte
Gen Funktion Interaktion
Erkrankungen
Teil des MHC-2 Komplex,
. ) . Initiierung von
HLA-DRB1 Antigenprasentation, IIM, DM, RA
Immunreaktionen
Phagozytose, Endozytose
Expression durch
Viren wie Influenza A
oder RSV beeinflusst,
IFI44L Gehort zur Gruppe der ISG nach Bindung an | DM, SLE
FKBP5 negative
Regulierung der
Interferon Antwort
Teil des adaptiven und | JAK/STAT Signalweg,
angeborenen Immunsystems, | Aktivierung uber | DM, Polymyositis,
Regulation der Proliferation, | unterschiedliche SLE, essentielle
JAK2
Differenzierung,  Apoptose, | Molekiile wie IFN-y, | Thrombozytose,
Immunregulation TNF-a, IL-5, IL-6, IL- | Polycythamia vera
10
Teil des adaptiven und
angeborenen Immunsystems, )
JAK/STAT Signalweg,
Regulation der Proliferation, L
STAT1 Aktivierung durch | SLE, DM
Differenzierung,  Apoptose, N
Immunregulation, Aktivierung Y
von T-Helferzellen
T-Zell-Rezeptor, flhrt zur
Expression von Zytokinen
TLR4 und Chemokinen, | TLR Signalweg DM
Immunzellreifung, sterile
Inflammation
kardiale und
Myofilament, Tell des _ .
Z-Scheibe und M- | neuromuskulare
TTN Sarkomerkomplexes
Banden Erkrankungen, wie
Kraftgenerierung
DCM
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Tabelle 32: DM spezifische Gene

Ergebnisse

assoziierte
Gen Funktion Interaktion
Erkrankungen
ANKRD36 / / /
stabilisieren durch
Aktin  Filament-assoziiertes | Inhibierung der Aktin-
_ ] o ~ | SLE, RA, Sjogren
CNN2 regulatorisches Protein, | aktivierten Myosin
. _ Syndrom
Makrophagen-Adhasion ATPase das Aktin-
Zytoskelett
Teil des Splicesomes, | reguliert mMRNA
Funktion in der | Biosynthese von
FRG1 Muskelentwicklung, Genen, die fir | FSHD
Stabilisierung der F-Aktin | Muskelentwicklung
Polymerisation wichtig
an Ausbildung der Glykokalix Ovarial-Karzinom,
beteiligt, alias CA125, | Galectin-1 und | Pankreas-Karzinom,
MUC16
mutterliche Toleranz | Galectin-3 Mamma-Karzinom,
gegenulber fetalem Gewebe Bronchial-Karzinom
Trypsinogen, Proteolyse,
o 2 y Epitheliale Tumore,
Zellmigration und
PRSS3 . . ; ; TFPI-2 Diabetes Mellitus
angiogenetischer Stimulation
§ : Typ2
assoziiert, Desquamation
RGPD8 / / /
Kofaktor der viralen
Influenzapolymerase,
ubernimmt im Mausmodell | Caspase-3-
eine  immunmodulatorische | abhanigigen
Rolle, Regulierung der | Apoptose, ANP32B- .
ANP32B Mamma-Karzinom
Transkription bestimmter | Defizienz reguliert die

Gene aufgrund von Histon-
Aktivitat,

Zellzyklusprogression von G1

Chaperon und

zur S-Phase

Phosphorylierung von
AKT
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Tabelle 33: AK spezifische Gene

Ergebnisse

assoziierte
Gen Funktion Interaktion
Erkrankungen
Assoziation zZu
Strahlenexposition, Paralog
AGAP4 AGAP2 gehért zu PIKE |/ /
Familie, die in PI3/AKT
Signalweg beteiligt
CABP1
In vaskularen glatten Bronchial-Karzinom,
Muskelzellen wesentlich an Eosinophilen-
MLCP, Aktinomyosin,
MPRIP Regulierung der Kontraktion assoziierten
RhoA, MBU
und Dilatation dieser Zellen myeloproliferativen
beteiligt Neoplasie
Transkriptionsfaktor in die
Regulation der
Zellproliferation und des
Zellzyklus involviert ist und fur
die Knochen- und
Smith Magenis
RAI1 Skelettentwicklung, Lipid- und | /
Syndrom
Glukosemetabolismus,
embryonale
Gehirnentwicklung, neuronale
Funktion sowie letztendlich
auch die Verhaltensbildung
Cowden Syndrom,
Autismus
alias KIAA2018,
. MAPK-Signalweg, Spektrumstoérungen,
USF3 Knochendichte, mentale
AKT Childhood
Entwicklung
Disintegrative
Disorder
Mitglied der Deubiquitinasen- _
ERK-Signalweg, NSCLC, Mamma-
USP17L10 Familie, vermutliche
ELK-1 Karzinom

onkogene Wirkung
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Tabelle 34: Gene des PD1 Signalweges

Ergebnisse

assoziierte
Gen Funktion Interaktion
Erkrankungen
; Morbus Basedow,
Biosynthese von Human
Marker fur T-Zell- | ankylisierende
B3GAT1 natural killer-1 (HNK-1) alias -
Seneszenz Spondylitis, RA, DM,
CD57 ”
Polymyositis, IBM
unregulierte
Expression kann zu | RA, Psoriasis, SLE,
EOMES Marker fur T-Zell-Ermidung
verminderter Toleranz | IMM
und Autoimmunitat
beteiligt in
Signalwegen wie
CRC, Bronchial-
Raf/MEK/ERK
HRAS Familie der RAS GTPasen Karzinom, Pankreas-
MAPK, PI3K/AKT, _
Karzinom
Ral-GEFs und
Phospholipase C €
intrazellularer Ca?* Kanal,
Sekretion, Proliferation, | Ca?* Depletion aus
_ SLE, Sjogren
Metabolismus der | dem
ITPR3 _ . . Syndrom, Kawasaki-
Mitochondrien und Apoptose, | Endoplasmatischem
Syndrom
B-Zell-Reifung und B-Zell - | Retikulum
Aktivierung
Lipidkinase, Teil des
PISK/AKT Signalweges,
PIK3C2G Zellwachstums, - | AKT CRC, RA, Psoriasis
metabolismus und -migration;
Mitophagie
Lipidkinase, Teil des
PIBK/AKT Signalweges,
PIK3C3 Zellwachstums, - | AKT CRC, RA, Psoriasis

metabolismus und -migration,

Mitophagie
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Diskussion

5. Diskussion

Auch wenn Muskelerkrankungen insgesamt - und Dermatomyositis im speziellen - in der
Allgemeinbevodlkerung sehr selten vorkommen, so stellen sie doch fir jeden einzelnen
Patienten, der an ihr erkrankt, einen groRen Einschnitt im Leben dar. Die Atiologie und
Pathophysiologie, welche der DM zugrunde liegen, sind allerdings bisher nur teilweise
verstanden.

Die DM vereint in sich verschiedene Antikorper-abhangige Subgruppen, die jede fur sich
mit unterschiedlichen Symptomen, Prognose und Therapierelevanz der Erkrankung
vergesellschaftet sind. Mi-2* Patienten zum Beispiel zeigen haufiger eine starker
ausgepragte Muskelschwache als MDA5* Patienten, bei welchen vor allem
extramuskulare Symptome im Vordergrund stehen (14, 23, 30, 121). MDAS* Patienten
besitzen ein wesentlich hdheres Risiko fur die Entwicklung einer rapid verlaufenden ILD,
die in bis zu 80% der Falle trotz friher Diagnose und intensiver immunsuppressiver
Behandlung letal enden kann (etwa 30%) (122). TIF-1y* Patienten (>40 Jahre) wiederum
haben ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung von Neoplasien (19, 21, 29). Die korrekte
Diagnostik, Behandlung und Risikostratifizierung sind deshalb umso wichtiger und
bedeuten eine grofle Herausforderung im klinischen Alltag. Bis heute gibt es keine
randomisierten kontrollierten Studien zur Therapie fur Patienten mit idiopathischen
inflammatorischen Myopathien, die die Erkrankung kausal bekdmpfen, so dass heutige
Empfehlungen auf dem Evidenzniveau ,Expertenmeinung® rangieren. Haufig
verabreichte Medikamente umfassen zum Beispiel systemische Glukokortikoide,
Immunglobuline, Rituximab, Calcineurin-Inhibitoren, Methotrexat, Azathioprin oder
Cyclophosphamid und ahnliche (123, 124). Diese zahlen zur Gruppe der
Immunsuppressiva oder Immunmodulatoren und bergen eine Vielzahl an moglichen
unerwunschten Arzneimittelwirkungen in sich, die das Leben von Patienten, zusatzlich zu
der zugrundeliegenden Erkrankung, erheblich erschweren kdnnen. Andererseits gibt es
noch eine signifikante Anzahl von Patienten, bei adulter DM circa 30%, die als
Nonresponder gar nicht von der Therapie mit Immunsuppressiva profitieren, was die
Chancen auf eine erfolgreiche Behandlung zusatzlich schmalert (125). Ein besseres
Verstandnis der Pathogenese im Fall der DM wirde somit wesentlich dazu beitragen, die
moglichen Therapien und somit auch die Lebensqualitat von Patienten zu verbessern

oder gar zu spezifizieren.
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Obwohl die Atiologie vieler Autoimmunerkrankungen, zu denen die DM grundsatzlich
auch gezahlt wird, bisher grofdtenteils ungeklart ist, werden genetische und mikrobielle,
ebenso wie Umweltfaktoren als wichtige Bestandteile der Krankheitsentstehung
vermutet. Assoziationen zwischen genetischen Varianten und einem pathogenen
Phanotyp kénnen beobachtet werden, jedoch hat sich auch gezeigt, dass nicht alle
Trager einer Mutation automatisch eine Erkrankung entwickeln. Derzeit wird
angenommen, dass bei einem pradisponierten Individuum mikrobielle, hormonelle oder
gar psychologische Trigger den Verlust der immunologischen Toleranz gegenuber
Autoantigenen induzieren und in einer immunologischen Antwort mit Gewebsdestruktion
resultieren.(126)

Diese Pathogenese wird beispielsweise fur SLE angenommen: DNA Microarray
Genexpressionsstudien konnten Gensignaturen von SLE identifizieren (127-131). In
weiterer Folge konnten sogar distinkte Gruppen von Genen ausgemacht werden, die fur
unterschiedliche Aspekte der Erkrankung wichtig sind: so gibt es eine ,susceptibility
signature®, eine ,activity signature” und eine ,severity signature® (132). Ein vergleichbares

Modell ware fur DM gut vorstellbar.

Vor diesem Hintergrund untersuchten wir in der vorliegenden Arbeit die Bedeutung von
PD1 und seinen beiden Liganden bei Patienten mit DM und versuchten genetische
Veranderungen im Genom von Patienten, sowohl in Genen des PD1 Signalweges als
auch in Genen der sogenannten IFN-Signatur, ausfindig zu machen. Es wurde eine
Vielzahl von Farbungen durchgefihrt, um zu zeigen, dass die ausgewahlten DM
Patienten die schon vorbeschriebenen und bekannten Eigenschaften der jeweiligen
Subgruppe aufwiesen und daher eine reprasentative Gruppe darstellten (siehe 4.3). Auch
die erhobenen klinischen Daten zeigten, dass die Patienten die jeweils klassischen
Attribute der jeweiligen AK Subgruppe besal3en. Die gewahlten Patienten bildeten somit
eine aussagekraftige Kohorte.

Dadurch war die Grundlage geschaffen, sich den in Abschnitt 1.2 dargelegten
Hypothesen zur Pathogenese der DM zuzuwenden: der Interferon-Hypothese und der
Immuncheckpoint-Hypothese. Die Interferon-Hypothese beschaftigt sich mit der
sogenannten Interferon-Signatur und  postuliert eine  &atiopathogenetischen
Zusammenhang zur DM mit einer fehlgerichteten Interferon Antwort in Analogie zu
anderen Erkrankungen, wie zum Beispiel dem SLE. Meine Hypothese, die in dieser Arbeit

untersucht werden sollte, baut hierauf auf und stellt die Frage nach einer mdglichen
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genetischen Ursache flr diese pathologische Interferon-Signatur. Die Immuncheckpoint-
Hypothese beschreibt einen dysregulierten Signalweg des inhibitorischen
Immunregulators PD1 als Ursache von exzessiven immunologischen Reaktionen gegen
Autoantigene. Auch hier haben wir die Hypothese aufgestellt, dass dem eine oder

mehrere genetisch basierte Veranderungen zugrunde liegen kénnten.

Die Skelettmuskelbiospien aller Patienten zeigten das Vorhandensein von PD1 und
seinen beiden Liganden PD-L1 und PD-L2 (siehe 4.4). Die spezifische Lokalisation von
PD1 auf CD3*, CD20" und CD68* Zellen, PD-L1 auf CD4*und CD68* Zellen und PD-L2
auf CD20* Zellen konnte illustriert werden. Dies bestétigt, dass diese Molekiile
malf3geblich an der Orchestrierung der Immunreaktion bei DM in situ beteiligt sind. Die
Expression der Molekile wurde auf genetischem Level im Vergleich zu gesunden
Kontrollpatienten untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Molekiile des PD1
Signalweges bei Patienten mit DM in verschiedenen Antikorpergruppen unterschiedlich
exprimiert werden. Mit den DNA-Proben ausgewahlter Patienten wurde eine Whole
Exome Sequenzierung durchgefiihrt. Die Daten der WES Analyse wurden auf zwei Arten
untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass Patienten mit DM verschiedene
Veranderungen sowohl in Genen des PD1 Signalweges und in Genen der Interferon-
Signatur aufweisen als auch in Genen, welche DM oder Antikorper spezifisch waren.
Die inhaltliche Relevanz der erhaltenen Gene wurden durch eingehende
Literaturrecherche evaluiert. Der Zusammenhang der Gene mit unterschiedlichen
Krankheitsaspekten von DM wurde analysiert. Die biomedizinische Relevanz wurde per
Genecards, HUGO und STRING untersucht und wird weiter unten detailliert diskutiert
(siehe ab Abschnitt 5.1, Seite 95)
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5.1.Dermatomyositis Signaturen: DM spezifische und

AK spezifische Gene

51.1. DM spezifische Gene

Jene Gene, die in unserer untersuchten Kohorte bei mindestens 11 Patienten vorkamen,
titulierten wir als DM spezifische Gene. Unter die DM spezifischen Gene fielen:
ANKRD36, CNN2, FRG1, MUC16, PRSS3, RGPD8 und ANP32B (siehe Tabelle 22). Da
diese Gene in all unseren Patienten, unabhangig vom AK Status zu finden waren,
wahrend es in der gesunden Normalbevolkerung kein Vorliegen von Mutationen in diesen
Genen gab, kénnen wir davon ausgehen, dass es sich zumindest um fir die DM
pradisponierende Genalterationen handeln kénnte.

Eine Interpretation oder Spekulation Uber die Auswirkungen ist jedoch nicht immer
fundiert moglich, da teilweise nicht genligend Informationen Uber die gefundenen Gene
und ihre Funktion vorliegen. So ist zum Beispiel auf Grundlage dessen, dass weitgehend
unbekannt ist, ob ANKRD36 nun zu den MARP, den ,muscle ankyrin repeat proteins®,
zahlt und eine ahnliche Funktion in Muskelzellen erfullt wie diese, eine Interpretation des
Zusammenhangs zwischen der ANKRD36 Mutation der Patienten mit der
Pathophysiologie der DM aktuell nicht moglich. Dafir sind die anderen Gene in einem
klaren Zusammenhang zu sehen, da mehr Uber ihre biologische Relevanz oder

Beteiligung in Erkrankungen bekannt ist.

ANKRD36 wird auch Ankyrin Repeat Domain-Containing Protein 36 genannt. Zu diesem
Gen konnten keine reichhaltigen Informationen gefunden werden. ANKRD?2 ist ein
Protein, das wie ANKRD36 durch eine Ankyrin Repeat Domain, einem in Proteinen mit
unterschiedlichsten Funktionen haufig vorkommenden Motiv, gekennzeichnet wird.
Proteine mit Ankyrin Repeats sind vor allem fir Systeme mit intensiver Interaktion und
Kommunikation von starker Bedeutung. (133, 134) ANKRD2 gehort zu der Gruppe der
Muskel Ankyrin Repeat Proteine (muscle ankyrin repeat proteins, MARP), die in einen
Mechanosignalweg involviert sind, der die myofibrillare Stressantwort mit der
Muskelgenexpression verbindet. Abgesehen davon erflllen diese noch eine wichtige
Rolle in der transkriptionalen Regulation, Myo- und Kardiogenese und Myofibrillen-
Ansammlung (134). Alle MARPs besitzen die Fahigkeit mit Titin zu interagieren (133,

135). Insgesamt ist es also auch nicht verwunderlich, dass genetische Veranderungen
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von ANKRD2 bei Muskeldystrophien und kongenitale Myopathien gefunden werden
konnten (136, 137).

Die Familie der Calponin (CNN) Proteine CNN1, CNN2 und CNN3 wird in glatten
Muskelzellen und einer Reihe weiterer nicht-muskularer Zellen exprimiert und bildet eine
Gruppe von Aktin Filament-assoziierten regulatorischen Proteinen (138). Alle drei
Calponin-Isoformen fungieren als Aktin-bindende Proteine, die durch Inhibierung der
Aktin-aktivierten Myosin ATPase das Aktin-Zytoskelett stabilisieren (139-141). Dabei
unterscheiden sich die genannten Isoformen jeweils in ihren Lokalisationen: CNN2 lasst
sich aul3er in glatten Muskelzellen (142) in einer Vielzahl von anderen Zellen nachweisen,
so zum Beispiel epidermalen Keratinozyten (143), Endothelzellen (144), Fibroblasten
(145) und myeloischen Zellen (146): Zellen, die unter physiologischen Bedingungen unter
grollem mechanischen Einfluss stehen. Eine grol3e Anzahl von Zellfunktionen, die durch
CNN2 reguliert werden, konnten bis dato identifiziert werden: es unterstitzt die
Zellproliferationsrate, reguliert die Zellmotilitat durch die Inhibierung Aktin aktivierter
Myosin Motorfunktionen und hat Einfluss auf die Zellmigration (138). Zusatzlich
ubernimmt CNN2 auch eine wichtige Rolle flir die Funktion von Immunzellen: CNN2 ist
ein inhibitorischer Regulator der Makrophagenmigration und der Phagozytose (147).
Eine Studie fand passend dazu heraus, dass es bei Patienten mit RA zu einer
Hochregulierung von CNN2 auf Makrophagen, sowohl in der Synovialflissigkeit, als auch
auf Monozyten im Blut, kommt; die gleiche Studie konnte zeigen, welche Verbindungen
zwischen einer Deletion im Gen CNNZ2 und dem Krankheitsmechanismus der RA
bestehen konnten: durch CNNZ2 knockout bei Mausen kommt es zu einer geringeren
Osteoklastenaktivitat sowie einer Inhibierung der Osteoklastengenese und somit zu
einem geringeren Knochenabbau. AuRerdem weisen Makrophagen von CNN2 knockout
Mausen eine erhohte Zellmigration und Phagozytoseaktivitdt auf, was Uber eine
Entfernung der Autoimmunkomplexe zur Beendigung einer inflammatorischen Reaktion
beitragen konnte. Auch die Abhangigkeit der Makrophagen-Adhasion von CNN2 konnte
gezeigt werden. (148)

Die Zelladhasion stellt einen wichtigen Schritt flr die Differenzierung und Aktivierung von
Makrophagen dar (149). Kompromittierte Phagozytose durch Makrophagen wurde mit
der Pathogenese von SLE (150) und RA (151, 152) in Verbindung gebracht.

Zusammenfassend ergab sich also, dass die Expression von CNN2 die Vorgange, die
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zur Ausbildung der bei RA bekannten Symptome fihren, unterstitze und dass durch
knockout von CNN2 die Schwere der Inflammation abgeschwacht werden konnte (148).
Auf der Suche nach Zusammenhangen mit anderen Autoimmunerkrankungen zeigte
sich, dass bei Patienten mit Sjogren Syndrom Calponin 3 ein Autoantigen darstellt und
Antikdrper gegen diese Isoform bei erkrankten Patienten nachgewiesen werden konnten
(153).

Ein Zusammenhang einer Mutation im Gen CNNZ2 mit der Pathogenese der DM scheint
zum Beispiel nach derzeitigen Forschungsstand moglich. Dass Veranderungen in Genen
von Zytoskelettbestandteilen zur Entstehung von Muskelerkrankungen flhren, ist weithin
bekannt. Im Falle des CNN2 wiirde die Atiologie allerdings- den derzeitigen Daten
zufolge- vermutlich Uber eine gestorte Makrophagenfunktion mit veranderter
Phagozytoseaktivitat bei der DM  durchaus relevant sein konnen: in
Skelettmuskelbiopsaten von DM Patienten kénnen eine Vielzahl von Makrophagen
gefunden werden (154). Diese prasentieren als APC Autoantigene an B-Zellen und T-
Zellen und konnen uber diesen Mechanismus wesentlich an autodestruktiven
Gewebszerstorungen beteiligt sein. Makrophagen stellen bei allen AK-basierten DM
Subgruppen die dominante Zellpopulation im Gewebe dar. Warum die gleiche Mutation
nicht die gleichen morphologischen Eigenschaften als Folge hervorruft, sondern im
Gegenteil die Antikorpersubgruppen hoch spezifische Unterschiede in der Dichte und

Verteilung der Makrophagen aufweisen kann noch nicht beantwortet werden.

Das Protein, welches durch das Gen FRG1 kodiert wird, stellt ein hochkonserviertes Gen
in Vertebraten und Nichtvertebraten dar (155). FRG1 wird als das fuhrende
Kandidatengen fur Facioscapulohumerale Muskeldystrophie (FSHD) gesehen: bei FSHD
handelt es sich um eine autosomal-dominante Myopathie, die durch eine progressive
Atrophie der Gesichts-, Oberarm- und Schultermuskulatur gekennzeichnet ist (156).
Aufgrund seiner Lokalisation im Nukleus wird angenommen, dass FRG1 eine Rolle fir
die RNA Biosynthese spielt; es konnte als Teil des Spliceosomes identifiziert werden (157,
158). Die Uberproduktion des FRG1 Proteins in Muskelzellen dirfte die filhrende
Ursache sein, die zur Krankheitsentstehung von FSHD fuhrt (159), obwohl auch eine
gestorte Muskelentwicklung moglich sein kdnnte, wie dies neuere Daten suggerieren, die
FRG1 eine grundliegende Funktion in der Muskelentwicklung zuschreiben (156). FRG1
reguliert die mRNA Biosynthese von jenen Genen, die ihrerseits wieder fur die

Regulierung der Muskelzellentwicklung zustandig sind; andererseits unterstutzt FRG1
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durch Stabilisierung der F-Aktin Polymerisation die Muskelzellfunktion (156, 159-165).
Passend dazu konnte auch gezeigt werden, dass erhdohte Werte von FRG1 die
Entwicklung von Skelettmuskelzellen beeintrachtigt (156).

Die Funktion des Gens FRG1 ist offenbar noch nicht vollstandig verstanden- man geht
jedoch davon aus, dass dieses Gen eine Rolle in der Regulation des pre-mRNA
,Splicings” spielt und an dem Zusammenfihren von rRNA in Ribosomen. Auf dieser
subzellularen Ebene ist gut denkbar, dass das gebildete Protein eine wichtige Rolle bei
der Differenzierung zum Beispiel im deutlich gesteigerten Regenerationsprozess spielt.
Allerdings kann zu diesem Zeitpunkt kein Zusammenhang mit der Pathogenese der DM

hergestellt werden.

Mucin 16 (MUC16) ist ein Oberflachenprotein auf verschiedenen Epithelien, das, durch
Ausbildung einer Glykokalix, an dem Aufbau einer Barriere als Schutz gegentber
externen Schadigungen beteiligt ist (166-170). Diese Barrierefunktion wird zusatzlich
durch die Interaktion von MUC16 und Lektinen, wie Galectin-1 und Galectin-3, unterstutzt
(171-173). Auch unter dem Namen CA125 bekannt, wird MUC16 unter anderem als
Biomarker fiir das Ovarial-Karzinom benutzt (166). Eine Uberexpression von MUC16
wurde auch in anderen Tumorentitaten, wie Pankreas-Karzinom, Bronchial-Karzinom und
Mamma-Karzinom nachgewiesen (174-176). MUC16 Expression ist haufig mit einer
erhohten Proliferationsrate und Metastase-Wahrscheinlichkeit verknupft und eine
Uberexpression ist mit einer schlechten Prognose in einigen Tumorentitaten assoziiert
(166). MUC16, das im weiblichen Reproduktionstrakt exprimiert wird, leitet durch Bindung
an Immunzellen, wie NK Zellen und Monozyten, uber Siglec-9, einem inhibitorischen
Oberflachenrezeptor, die muatterliche Toleranz gegenuber fetalem Gewebe ein (177).

Zufallig konnte kurzlich gezeigt werden, dass in Geweben, die fur die Pathogenese der
Psoriasis wesentlich sind - wie Haut und Thymus - MUC16 exprimiert wird und sogar auf
suprabasalen Epidermiszellen angefarbt werden kann; Zellen, die als Bestandteil der
hyperkerativen Zone bei Patienten mit Psoriasis wesentlich fur die Pathophysiologie
dieser Erkrankung sind (178). Ein anderes Mitglied der Mucin Familie, MUC19, konnte
aulRerdem mit der Pathogenese des Morbus Crohn in Verbindung gebracht werden (179).
Eine Mutation im Gen MUC16 kdnnte wie folgt zur Pathophysiologie der DM beitragen:
wenn MUC16 physiologischer Weise im Muskel eine ahnliche Rolle hatte wie im
weiblichen Reproduktionstrakt und es durch die bei unseren Patienten entdeckten

Mutationen zu einem Verlust dieser induzierten Toleranz durch MUC16 kommt, kbnnten
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autoimmune Reaktionen die Folge sein. Diese Theorie musste in Zukunft allerdings noch
untersucht werden. Eine anderer moglicher Zusammenhang betrifft den MAPK-
Signalweg: Es konnte gezeigt werden, dass MUC16 an Mesothelin, ein Protein des
Mesothels, binden kann und dass diese Interaktion zur Bildung von Metastasen im
Peritonealraum bei Pankreas- und Ovarial-Karzinom beitragt, weil Krebszellen sich dort
dadurch dann leichter an das Mesothel anheften kénnen (180-182).

MUC16 ist als ein bekannter Marker von Tumorprogression ein besonders spannender
Kandidat fur die Pathogenese der DM, vor allem vor dem Hintergrund der Assoziation
von DM mit Malignomen. Das gebildete Protein ist ein negativer Regulator der
Epithelproliferation, der Interleukin-6 Biosynthese und der Wundheilung. Es wird
vermutet, dass der Mechanismus der Metastasenbildung von Ovarial- und Pankreas-
Karzinom durch MUC16 Uber eine erhdhte Phosphorylierung- und damit die Aktivierung-
von p38 (MAPK14) reguliert wird (166). Dies ist spannend vor dem Hintergrund, dass wir
bei unserer Patientenkohorte sowohl eine Mutation gefunden haben, die MAPK14 direkt
betrifft sowie Mutationen in Genen, die diesen Signalweg ebenso beeinflussen. Proteine
der Gene MET, USF3, HRAS und TLR4 interagieren direkt mit dem MAPK-Signalweg,
ANP32B, PIK3C2G, PIK3C3 und SYTL1 interagieren via dem AKT-Signalweg mit dem
MAPK-Signalweg (siehe Abschnitt 4.10, Seite 85).

Die Serin Protease 3 (PRSS3) stellt eine Isoform von Trypsinogen dar und ubernimmt
eine wichtige Rolle in der Entwicklung und Progression verschiedener maligner
Erkrankungen (183-185). Vor allem die Tumorprogression epithelialer Tumore, wie
Bronchial- (186), Mamma- (187), Ovarial- (188), Osophagus- (189), Pankreas- (184) und
Prostata-Karzinom (185) ist mit einer Hochregulierung von PRSS3 assoziiert. Bei
Patienten mit Mamma-Karzinom korreliert das Expressionslevel der mRNA und des
Proteins unter anderem mit der 5-Jahres-Uberlebensrate und kann daher als
prognostischer Marker verwendet werden (190). Physiologisch erflllen Trypsine eine
wichtige Rolle: sie sind eine Gruppe von Serinproteasen, die in Form von Zymogenen
durch das Pankreas produziert und ins Duodenum sezerniert werden, wo sie nach
Aktivierung durch Enteropeptidasen als Verdauungsenzyme fungieren (191). Aufgrund
der proteolytischen Aktivitat von Trypsinen ist deren Regulierung einer strengen Balance
unterworfen, welche unter anderem durch Proteaseninhibitoren reguliert wird (192).
Stoérungen dieses fragilen Systems sind fur pathologische Veranderungen in einer Reihe

von Erkrankungen verantwortlich wie Krebs, cystische Fibrose, chronisch-obstruktive
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Lungenerkrankung, Akutes Respiratorisches Distress Syndrom, Asthma, Zhirrose,
Thrombose, Demenz, Pankreatitis und Psoriasis (193-198). Aufgrund seiner Resistenz
gegenuber Proteaseinhibitoren wird angenommen, dass PRSS3 eine distinkte Funktion
zukommt, namlich die Proteolyse von Proteaseninhibitoren (192).

PRSS3 wurde auch in Geweben aullerhalb des Verdauungstraktes nachgewiesen. In der
Epidermis durfte PRSS3 fur die terminale Differenzierung von Keratinozyten wichtig sein
(199); durch Aktivierung zweier wichtiger Zymogene konnte es am Vorgang der
Desquamation beteiligt sein (200). Eine erhdhte Expression von PRSS3 wurde im
Gewebe von Diabetes mellitus Typ 2 Patienten nachgewiesen (201). Durch
Hochregulierung von Mesotrypsin in Endothelzellen kommt es zur Degradation des
Tissue Factor Pathway Inhibtor-2 (TFPI-2), deshalb wird PSSR3 mit Zellmigration und
angiogenetischer Stimulation assoziiert (202).

Proteasen sind also sezernierte Faktoren, die eine wichtige Rolle bei der Homoostase
verschiedenster Gewebe spielen. Das Vorkommen von PRSS3 im Muskelgewebe wurde
noch nicht gezeigt, weshalb ein Zusammenhang zu Pathogenese zu diesem Zeitpunkt

nicht zu ziehen ist.

Zu RANBP2-like and GRIP domain-containing protein 8 (RGPD8) konnten keine
aussagekraftigen Veroffentlichungen gefunden werden, daher wird nachfolgend auf eine
Interpretation Uber den Zusammenhang dieser Mutation mit der Pathophysiologie der DM

verzichtet.

Acidic Nuclear Phosphoprotein 32 B (ANP32B) gehort zur Familie der ANP32
Proteinfamilie und ist neben ANP32A ein wichtiger Kofaktor der viralen
Influenzapolymerase, da es fur die Transkription und Replikation des Virusgenoms in
humanen Zellen wesentlich ist (203). AuBerdem konnte in den letzten Jahren die Aktivitat
von ANP32B mit einer Reihe essenzieller Zellfunktionen in Verbindung gebracht werden:
mit der Proliferation neuronaler Stammzellen, der Regulierung der Transkription
bestimmter Gene aufgrund von Histon-Chaperon Aktivitat, und der Zellzyklusprogression
von G1 zur S-Phase (204-208). ANP32B kann daruber hinaus als negativer Regulator
der Caspase-3-abhanigigen Apoptose fungieren und fir die Differenzierung leukamischer
Zellen wichtig sein (209-211). Systemischer knockout von ANP32B in Mausen hat einen
fatalen Einfluss auf die Embryogenese mit letalem Ausgang (212). Knockout von ANP32B

in adulten Mausen fuhrt nach Induktion einer experimentellen Autoimmun-
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Encephalomyelitis allerdings zu einer erhdhten Transkription proinflammatorischer Gene,
welche vor allem flr die T-Zell-Aktivierung und —Expansion wesentlich sind, wie IL-2, IL-
2Ra/b, IL-4R, CD4, CD5, CD37, TNFR, TLR9, AKT3/1, JAK3 und GRB7 (213). Im
Milzgewebe von adulten ANP32B knockout Mausen, bei denen eine EAE induziert
worden war, konnte ein exhausted Phanotyp auf Milzzellen in Form von PD1 und CTLA-
4 Expression beobachtet werden. Die klinischen Symptome der AN32B knockout Mause
korrelierte mit der Depletion naiver T-Effektor-Zellen, der Ermudung von Lymphozyten
und dem verstarkten Vorkommen von follikularen T-Helfer-Zellen (213). Diese Studie
konnte somit zeigen, dass ANP32B im Mausmodell eine immunmodulatorische Rolle
wahrend einer Inflammation Gbernimmt.

Und auch in der Entstehung von Krebs Ubernimmt ANP32B offenbar eine Schltsselrolle:
in malignem Gewebe von Patienten mit Brustkrebs findet sich eine hohere Expression
dieses Proteins als im naheliegenden gesunden Gewebe und ANP32B-Defizienz reguliert
die Phosphorylierung von AKT herunter, wodurch dessen regulierender Effekt auf
Zellwachstum beeinflusst wird (214).

Ein kausaler Zusammenhang der ANP32B Mutation mit der Pathophysiologie der DM
konnte auf zwei beobachteten Phanomenen basieren: einerseits auf der beobachteten
Transkription proinflammatorischer Gene, die flr die T-Zell-Aktivierung wesentlich sind.
ANP32B hat andererseits einen Einfluss auf die AKT-Phosphorylierung, wodurch
letztendlich das Zellwachstum beeinflusst wird und die regulierende Funktion von AKT

entfallt.

All diese Uberlegungen betreffen Dermatomyositis als Gesamtentitat, jedoch waren im

Besonderen auch die AK spezifischen Veranderungen interessant.
5.1.2. AK spezifische Gene

MAPK- beziehungsweise PI3K/AKT-Signalweg interagieren, lasst die Vermutung zu,
dass eine oder beide Signalwege in die Pathogenese von DM involviert sein konnten. Fur

eine genaue Ausfihrung zum PI3K/AKT-Signalweg siehe 5.2.2, Seite 107.

Zu Ubiquitin Specific Peptidase 17 Like Family Member 10 (USP17L10) konnten keinerlei
Verodffentlichungen gefunden werden, daher kann an dieser Stelle Uber einen moglichen
Zusammenhang zwischen der bei unseren Patienten gefundenen Mutation mit der

Atiologie der DM keine Aussage getroffen werden. Beachtenswert ist, dass USP17
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(Ubiquitin-specific Protease 17), einem Mitglied der Deubiquitinasen-Familie, eine
onkogene Wirkung zugesprochen wird, da es in einer Reihe solider Tumore
uberexprimiert wird und dort das Voranschreiten des Zellzyklus von G1 in die S-Phase
unterstutzt und zur Zellproliferation beitragt (243). Bei Patienten mit NSCLC, die eine
EGFR-Mutation aufweisen, ist USP17 fur eine onkogene Signalweiterleitung notwendig
(244). Andererseits konnte beobachtet werden, dass eine USP17 Uberexpression in
Krebszellen zu Apoptose fuhrt (245). Eine solche Tumorsuppressorfunktion konnte zum
Beispiel beim Mamma-Karzinom nachgewiesen werden (246). Eine andere Studie
wiederum fand heraus, dass USP17 durch regulatorische Mechanismen die zellulare
Seneszenz verhindert (247). Auch die Involvierung von USP17 in den ERK-Signalweg-
wichtig fur die Zellproliferation- Uber Deubiquitinierung von ELK-1, ein durch ERK
aktivierbarer Transkriptionsfaktor, konnte bereits erwiesen werden (248). Auf Grundlage
dieser Daten kann aber kein klarer Zusammenhang mit der Pathogenese der DM

hergestellt werden.

Die genaue Relevanz der bei unseren Patienten aufgetretenen Mutation muss zu einem
spateren Zeitpunkt neu evaluiert werden, da der Datenschatz derzeit noch nicht
ausreichend ist und eingehende Untersuchungen hierzu noch notwendig sind.

Insgesamt konnten wir also Gen-Signaturen identifizieren, die sich klar einer oder zwei
AK Gruppen zuordnen lieRen, was sehr gut zu dem Kontext der unterschiedlichen, aber
distinkten Phanotypen der AK Subgruppen von DM passt. Die dinne Datenlage
ermoglicht derzeit aber keine Interpretation Uber die Funktion der hier entdeckten, AK
spezifischen, Gene bei der Pathophysiologie von DM. Wenn zukunftige
Forschungsarbeiten die biologische Funktion dieser Gene offenlegen kdnnen, wird eine

Interpretation Uber deren Zusammenhang mit DM mdglich sein.

5.2.Der PD1 Signalweg als Grundlage autoimmuner

Reaktionen bei Patienten mit DM

Eine Veranderung des PD1 Signalweges, welcher eigentlich dafir zustandig ist,
uberschieende Immunantworten und Autodestruktion zu verhindern, kénnte zu den
autoimmunen Reaktionen fuhren, die letztendlich in der Erkrankung DM resultieren. Wie
in Abschnitt 1.2.3 dargelegt, gibt es viele Hinweise, die flir eine Beteiligung von PD1 in

der Pathogenese sprechen.
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Wir konnten in der vorliegenden Arbeit durch immunhistochemische Farbungen zeigen,
dass in Skelettmuskelbiopsien von Patienten mit DM PD1 positive Zellen zu finden sind,
ebenso wie Zellen, die dessen Liganden exprimieren.

Bei den PD1* Zellen handelt es sich in einer Vielzahl der Falle um CD3* T-Zellen, aber
auch CD20* B-Zellen und CD68" Makrophagen kénnen PD1 exprimieren (siehe
Abbildung 10). Weiterhin besteht im Falle von CD3* T-Zellen auch eine Kohorte, die
diesen Rezeptor nicht auf ihrer Oberflache tragt (siehe Abbildung 10). Dies bestatigt
unseren Verdacht, dass in Muskelbiopsaten von Patienten mit DM T-Zellen vorliegen, die
aufgrund dauerhafter Antigen-Exposition und damit verbundener exzessiver T-Zell-
Stimulation einen ,exhausted®, oder auch als ,antigen-experienced“ bezeichneten,
Phanotypen aufweisen. Dieser Zustand ist mit einer eingeschrankten T-Zell-Funktion
verbunden (249).

Die Expression von PD1 auf aktivierten Makrophagen, B-Zellen und T-Zellen ist bekannt
(66), jedoch bisher noch nicht fur DM bewiesen worden. Die Subpopulationen von jeweils
PD1* und PD1- Zellen konnte darauf hindeuten, dass sowohl Immunzellen, die die
Fahigkeit zur Beendigung einer Immunantwort im Muskel von DM Patienten vorhanden
sind, als auch Immunzellen, die aufgrund eines fehlenden PD1 Rezeptors zu einer
autodestruktiven Reaktion beitragen, vorausgesetzt beide Populationen sind aktiviert.

Jene CD68* Zellen, die PD1 exprimieren, kdnnten als APCs wesentlich an der Bildung
der immunologischen Synapse beteiligt sein, da diese tuber MHC Klasse Il phagozytierte
Antigene an T-Zellen und B-Zellen prasentieren und damit eine Immunreaktion auslosen

und gleichzeitig per Bindung von PD1 an PD-L1 die Immunantwort beenden.

Der Ligand L1 lie® sich auf vereinzelten Makrophagen nachweisen, wobei diese nur eine
Subpopulation darstellten (siehe Abbildung 11). Das Vorkommen von PD-L1 auf
Makrophagen bei Patienten mit DM war bisher noch nicht bekannt, jedoch war dies zu
erwarten, vor dem Hintergrund, dass die konstitutive Expression von PDL1 auf APCs wie
Makrophagen und B-Zellen bereits nachgewiesen werden konnte (66, 250). Die
Interaktion zwischen PD1 und PD-L1 dient dazu, die stattfindende Immunantwort zu
unterbinden. Makrophagen ohne PD-L1 Expression kdnnten zu einer autodestruktiven
Immunreaktion beitragen, weil die Immunantwort durch das Fehlen von PD-L1 nicht

beendet werden kann und die durch PD1 regulierte Selbsttoleranz deswegen verloren
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geht. AulRerdem war der Ligand 1 auch auf CD4* Zellen nachweisbar. Die Expression von
PD-L1 auf T-Helferzellen ist bereits bekannt (250), wurde hier aber erstmalig auch fur DM
Patienten gezeigt und in den verschiedenen antikérperbasierten Subgruppen spezifiziert.
Der Ligand 2 war vielfach auf dem Sarkolemm von Skelettmuskelfasern lokalisiert. In der
Untergruppe der Patienten mit Mi-2* AK konnten einzelne PD-L27/CD20* Zellen
aufgefunden werden (siehe Abbildung 11).

Hervorzuheben ist, dass in den DM Subgruppen wesentliche Unterschiede bestanden,
was die Frequenz der PD1/PD-L1/PD-L2 positiven Zellen und Strukturen betraf sowie die
Lokalisation des Rezeptors und der Liganden auf Immunzellen (siehe Abschnitt 4.5).
Diese Differenzen lassen sich modglicherweise durch die ohnehin bekannten
Unterschiede in der Zusammensetzung des inflammatorischen Infiltrates zwischen den
einzelnen DM Gruppen erklaren und kénnten eine Erklarung liefern, warum vor allem bei
Mi-2* Patienten, bei denen insgesamt die meisten positiven Strukturen im PD1 Signalweg
detektiert werden konnten, eine vergleichbar schwerere Muskelschwache auftritt als bei

anderen Patienten von DM.

Passend zu dem durch die Immunhistologie gewonnenen Gesamteindruck, dass grofe
Unterschiede zwischen den einzelnen AK Gruppen in Bezug auf das Vorkommen
PD1*/PD-L1* und PD-L2* Zellen herrschen, konnte auf molekularer Ebene durch die
gPCR unterstrichen werden, dass auch die Expressionslevels der Molekile des PD1
Signalweges unterschiedlich sind; dies galt vor allem fur PD1 (siehe Abbildung 9). Es
zeigte sich ein hohes Level der Genexpression fur PD1 in der Gruppe der Mi-2* Patienten,
gefolgt von einer niedrigeren Expression bei TIF-1y* Patienten. Bei MDAS* Patienten war
eine Genexpression von PD1 nicht detektierbar. Die relativ homogene, erhdhte
Expression von PD-L1 und PD-L2 in allen AK Gruppen deckt sich ebenso mit den
histologischen Ergebnissen. Auch fiir andere Autoimmunerkrankungen, wie etwa Leber-
und Nierenerkrankungen, T1DM oder SLE konnte eine Hochregulierung einer oder beider
Liganden bestatigt werden (74, 82, 251-253). Patienten mit T1DM exprimieren PD-L1 auf
Insulin-positiven Beta-Zellen des Pankreas; die Expression von PD-L1 konnte in vitro
durch die Blockade von JAK verhindert werden (74). Bei Patienten mit SLE korrelierte die
Expression von PD-L1 auf Neutrophilen mit der Krankheitsaktivitat und der Schwere der
Erkrankung (253). Beide Arbeitsgruppen vermuten, dass die Expression von PD-L1 der

Verhinderung einer massiven Gewebsdestruktion aufgrund einer dysregulierten
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Immunantwort dient, was bedeutet, dass die Interaktion zwischen PD1 und seinen beiden
Liganden PD-L1/PD-L2 im  Zusammenhang mit der Schwere dieser
Autoimmunerkrankungen (74, 253).

Eine Beteiligung des PD1 Signalweges scheint auch in der Pathogenese der DM denkbar.
Die unterschiedlich stark ausgepragte Expression von PD1 und seinen beiden Liganden
in den DM Subgruppen deutet darauf hin, dass der Signalweg bei Mi-2* und TIF-1y*
Patienten relevanter ist als bei MDAS5" Patienten. Mi-2* und TIF-1y* Patienten zeigen
generell in Skelettmuskelbiopsien mehr Immunzellen und mehr Entziindungsinfiltrate als
Muskelbiopsien von MDA5* Patienten (121, 254). Eine Veranderung im inhibitorischen,
fur Selbsttoleranz wesentlichen, PD1 Signalweg kdnnte bei Mi-2* Patienten oder TIF-1y*
Patienten wesentlich mehr Auswirkungen haben als bei MDA5" Patienten, die per se
wenig Inflammation aufweisen. Analog zu den beiden oben genannten
Forschungsgruppen, konnte die Expression der beiden Liganden auch bei Patienten mit
DM vor einer schwerwiegenden Gewebsdestruktion schitzen. Dazu passt das Ergebnis
dieser Studie, dass die Liganden bei Mi-2* und TIF-1y* Patienten, welche auch mehr

Gewebsdestruktion im Muskelgewebe aufwiesen, vermehrt auftraten.

Zusammenfassend |asst sich also feststellen, dass Mi-2* und TIF-1y* Patienten starker
von einem verandertem PD1 Signalweg betroffen sind als MDA5* Patienten. Daraus
ergibt sich folgende Uberlegung fiir Therapieméglichkeiten von Patienten mit DM: die hier
prasentierten Daten legen nahe, dass Mi-2* und TIF-1y* Patienten von Therapien
profitieren kdnnen, welche den PD1 Signalweg modulieren. Vorstellbar ware auch, dass
eine Korrelation zwischen dem Therapieansprechen von Patienten mit DM und der
Expression von Molekilen des PD1 Signalweges besteht. Dies hatte bedeutende
Konsequenzen fur das klinische Monitoring von Patienten. Eine genauere Untersuchung
dieses Zusammenhanges durfte daher vor allem fir diese beiden Patientengruppen von
grollem Wert sein. Bei MDA5* Patienten wirde man basierend auf unseren Daten eher

keine therapeutische Modulation des PD1 Signalweges anstreben.
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5.21. Genetische Grundlagen als Ursache eines gestorten PD1
Signalweges

Nachdem wir zeigen konnten, dass einerseits Veranderungen des PD1 Signalweges
sowohl histologisch im Skelettmuskel von DM Patienten nachweisbar waren als auch auf
molekularer Ebene eine erhdhte Expression bewiesen werden konnte, widmeten wir uns
dem zweiten Teil der aufgestellten Immuncheckpointhypothese: den mdglichen
genetischen Ursachen fur den dysregulierten PD1 Signalweg.

Wir konnten durch die Ergebnisse der WES zeigen, dass es einerseits veranderte Gene
gibt, die in unserer gesamten DM Kohorte verandert waren und daher als DM spezifisch
betitelt werden kdnnen und andererseits auch Mutationen, die fur eine AK Subgruppe
spezifisch waren und somit eher als AK spezifisch bezeichnet werden kénnen. Bei diesen
genetischen Veranderungen handelt es sich wahrscheinlich nicht um direkt
krankheitsauslosende Mutationen; vielmehr kdnnen wir davon ausgehen, dass es sich
um Gene handelt, die eine Pradisposition fir DM darstellen und zu einem Ausbruch der
Erkrankung, nach Exposition durch einen derzeit unbekannten weiteren ,impact” zum
Beispiel einen Umwelteinfluss, fihren, wie dies zum Beispiel bei SLE der Fall ist (132).
Wie bereits zuvor beschrieben, ist fir den SLE sogar nicht nur eine pradisponierende,
,susceptibility“ Signatur, sondern auch eine Signatur fur die Krankheitsaktivitat und
Schwere der Erkrankung bekannt. Einen ahnlichen pradisponierenden Faktor stellen
Polymorphismen in den humanen Leukozyten Antigen (HLA) Genen dar. Die
Assoziationen zwischen Mutationen in den HLA Genen und der Entwicklung von
Autoimmunerkrankung ist bereits lange bekannt: ankylisierende Spondylitis und HLA-
B27, Zoliakie und HLA-DQ1, rheumatoide Arthritis und HLA-DRB1, sowie T1DM und
HLA-DR3/4 sind nur einige Beispiele dafur (255). Auch fur DM sind Assoziationen fur
HLA-Polymorphismen bekannt, welche je nach ethnischem Hintergrund und Alter

variieren kdnnen (121).

Nachfolgend soll kurz auf die gefundene Literatur Uber die verschiedenen Gene, die sich
bei der untersuchten Patientenkohorte verandert zeigten, und den Zusammenhang mit
verschiedenen Aspekten der DM, vorrangig jedoch auf die Pathogenese eingegangen
werden. Sollten noch keine relevanten Daten zu den einzelnen Genen existieren, wird

auf eine hypothetische Interpretation verzichtet.
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5.2.2. Gene des PD1 Signalweges

Uber eine Suche mit einer Liste an Kandidatengenen von Molekilen, die Teil des PD1
Signalweges sind, wurden bei unserer Patientenkohorte sechs Gene mit Mutationen
gefunden: PIK3C2G und PIK3C3, HRAS, ITPR3, EOMES und B3GAT1.

Das Gen PIK3C2G war bei zwei Patienten, das Gen PIK3C3 war bei einem Patienten
verandert. Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3Ks) sind Lipidkinasen, die an einer Vielzahl an
intrazellularen Signalkaskaden beteiligt sind: sie spielen eine essentielle Rolle fur den
Zellzyklus, die Zellprogression, die Zellmigration und das Zellwachstum (256). Sie
vermitteln ihre Wirkung durch reversible Phosphorylierung von Inositol-Lipiden, welche
dadurch ihre Aufgabe als Signalvermittler in vielen intrazellularen Signalwegen
ubernehmen (257). Die Familie der PI3Ks wird aufgrund ihrer Konfiguration,
Substratspezifitat und Regulationsmodus in 3 Gruppen unterteilt; PIK3C2G gehort zu
Gruppe der Klasse Il PI3Ks, PIK3C3 ist das bislang einzig bekannte Mitglied der Klasse
I PI3Ks (258). Klasse | PI3Ks katalysieren eine Reaktion, die zur Rekrutierung
bestimmter Effektormolekule- wie etwa AKT- fuhrt (259). Die Aktivierung von AKT zieht
die Phosphorylierung einer gro3en Anzahl von Downstream-Effektormolekullen nach sich,
die in Vorgange des Zellwachstums, des Zellmetabolismus und der Zellmigration
involviert sind (260). Auch in Zellen des Immunsystems, wie etwa in neutrophilen
Granulozyten (261, 262), B-Zellen (263, 264), Makrophagen (265), dendritischen Zellen
(266) und T-Zellen (267-271) ubernimmt der PISK/AKT Signalweg wichtige Funktionen.
Ein Beispiel hierfur ware etwa die Induktion der Produktion von Interferon | durch pDCs
(266). Aufgrund der wichtigen Rolle des PI3K Signalweges in der Regulierung des
Zellwachstums, ist es insgesamt naheliegend, dass die Inhibierung von PI3K als eine
mogliche zielgerichtete Therapie fur Patienten mit verschiedenen Tumorerkrankungen
untersucht wird (272-275).

Eine Studie fand eine Assoziation zwischen der Kopienanzahl von PIK3C2G mit dem
Outcome von Patienten mit kolorektalem Karzinom (CRC): sie soll eine Aussage Uber
das Wiederauftreten von CRC-Rezidiven und das generelle Uberleben bei Patienten
ermdglichen, die mit Oxaliplatin-basierten Therapeutika behandelt wurden (276).

Auch fir Patienten mit Erkrankungen des rheumatoiden Formenkreises, rheumatoider
Arthritis und Psoriasis, wird eine mdgliche positive Wirkung oben genannter Inhibitoren
diskutiert (277, 278). Eine etwas altere Studie fand eine erhohte Aktivierung der PISK/AKT
Signalweges in peripheren T-Zellen bei SLE Patienten (279). Eine weitere Studie fand

107



Diskussion

folgenden spannenden Zusammenhang von SLE mit PISK/AKT: Patienten mit SLE
wiesen einen senszenten Phanotyp auf mesenchymalen Stammzellen auf, welcher durch
Inhibierung des PI3K/AKT Signalweges reversibel war (280). PIK3C3 spielt ebenfalls eine
Rolle im Metabolismus und bei der Funktion von T-Zellen: T-Zellen mit einer fehlerhaften
Funktion von PIK3C3 zeigten einen gestorten Zellmetabolismus, CD4* T-Zellen mit einer
PIK3C3-Defizienz konnten sich nicht in T-1-Helferzellen differenzieren (281). Es ist nicht
verwunderlich, dass eine genetische Variante in der Promoterregion von PIK3C3 mit
einem speziellen serologischen Phanotyp in Afro-Amerikanischen SLE Patienten
assoziiert ist (282). Die Inhibition des PI3K/AKT Signalwegs- wie etwa durch PD1- fuhrt
Uber eine weitreichende Signalkaskade zur Inhibition des TCR-Signalweges (283).
PIK3C3 ist aulerdem in den Vorgang der Autophagie- der Grundlage der Mitophagie-
involviert. Mitophagie stellt einen normalen Regulationsvorgang der Zelle dar und ist
notwendig, um dysfunktionale Mitochondrien selektiv zu entfernen. Dies ist wichtig, um
die Sekretion inflammatorischer Zytokine und Prasentation von mitochondrialen
Antigenen zu restringieren.(284)

So kann etwa die IFN-1 Synthese durch Mitophagie unterdrickt werden (285). Bei
Patienten mit SLE ist eine fehlerhafte Mitophagie in einer Reihe von Immunzellen
bekannt: in T-Zellen etwa (286, 287), oder auch in Neutrophilen, wo es durch eine defekte
Mitophagie zur Sekretion von (ox)-mtDNA und konsekutiv zur Ausbildung von
Autoantikorpern, Aktivierung von DCs und Interferon Typ 1 Produktion kommt (288, 289).
In Zusammenschau der gefundenen Daten dulrfte ein kompromittierter PISK/AKT
Signalweg bei Patienten mit DM- wie er bei den hier untersuchten Patienten durch die
Mutationen in den Genen PIK3C2G und PIK3C3 vorliegen konnte- sowohl eine Erklarung
fur die PD1-Hypothese als auch die IFN-Hypothese bieten, da wir neben diesen beiden
Mutationen zusatzlich eine Mutation im Gen fur HRAS gefunden haben, welches
ebenfalls Gber eine Beeinflussung des PISK/AKT Signalweges flur die Pathophysiologie
der DM verantwortlich sein kdénnte. Diese Schlussfolgerung wird- neben der jetzigen
Datenlage- dadurch unterstutzt, dass insgesamt vier der untersuchten 12 Patienten
Mutationen in Genen fur Molekule aufwiesen, die direkt zu dieser Signalkaskade gehoéren
(HRAS, PIK3C2G und PIK3C3). Zusatzlich zeigt ein weiterer Patient eine Veranderung
im Gen PIK3C2B. Diese genetische Veranderung im Gen PIK3C2B war allerdings haufig
in der Allgemeinbevdlkerung vorhanden. Insgesamt hatten also knapp die Halfte aller
Patienten eine Veranderung in dieser Signalkaskade. Wirde man nun noch die Gene

hinzuzahlen, die laut Datenlage zumindest eine Verbindung zum PI3K/AKT Signalweg
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besitzen- ANP32B, USF3, MET, SYTL1- so hatten elf von zwolf Patienten zumindest eine

Mutationen in einem Gen, dessen Molekul den PI3K/AKT Weg beeinflusst.

HRAS zeigte bei einem Patienten eine Mutation auf. Harvey Rat Sarcoma (HRAS) gehort
zur RAS Familie, eine Gruppe von GTPasen, die eine Schllsselrolle in der Entwicklung
von humanen Malignomen Gbernehmen (290). In 20-30% aller Karzinome des Menschen
- darunter haufig vorkommende Entitadten wie das CRC, Bronchial-Karzinom oder auch
das Pankreas-Karzinom - lassen sich aktivierende RAS Mutationen nachweisen (290-
292). Ublicherweise sind solche RAS Mutationen mit einer schlechten Prognose und
relativer Therapieresistenz vergesellschaftet (291). Verschiedenste Effektor-Signalwege
der RAS Familie konnten bereits identifiziert werden. Zu ihnen gehdren zum Beispiel die
Signalwege Raf/MEK/ERK MAPK, PI3K/AKT, Ral-GEFs und Phospholipase C ¢ (293).
HRAS im speziellen ist an Signalwegen verschiedener Immunzellen und der Regulierung
von Immunzell-Infiltration in Tumore beteiligt (294, 295). Interessanterweise wird auch
der PIBK/AKT Signalweg durch HRAS beeinflusst (296).

Das Gen ITPR3 zeigte sich bei einem Patienten als verandert. Inositol-1,4,5-Triphosphat-
Receptor Type 3 (ITPR3) ist ein intrazellularer Ca?* Kanal. Durch Bindung von
Inositoltrisphosphat (InsP3) an diesen Rezeptor kommt es zur Ca?* Depletion aus dem
endoplasmatischen Retikulum (ER); ITPR3 mediiert innerhalb der Zelle uber den Second
Messenger Ca?* eine Reihe von Zellfunktionen, unter anderem Sekretion, Proliferation,
Metabolismus der Mitochondrien und Apoptose (297-301). Verbindungen zu
verschiedenen autoimmunen Erkrankungen sind bereits bekannt. Bei Patienten mit
Sjogren Syndrom konnte in Speicheldrisenzellen eine Reduktion von ITPR3
nachgewiesen werden (302). SNPs im Gen fur ITPR3 sind sowohl mit der Suszeptibiltat
fur SLE als auch mit der Entwicklung von Koronararterien-Aneurysmata bei Kindern mit
Kawasaki-Syndrom assoziiert (303, 304). Und auch moglich zugrunde liegende
Mechanismen wurden bereits erforscht: B-Zellen spielen innerhalb der Entwicklung von
Autoimmunitat eine wichtige Rolle, zumal sie nicht nur Autoantikdrper produzieren
kénnen, sondern auch als APCs Autoantigene autoreaktiven T-Zellen prasentieren (305,
306). Antigenbindung an den B-Zellen-Rezeptor (BCR) fuhrt Gber eine Signalkaskade zur
Bindung von InsP3 an ITPR3, wodurch wiederum ein breites Spektrum an Signalwegen-
der B-Zell-Reifung und B-Zell -Aktivierung etwa- initialisiert wird (307). Eine Mutation in

ITPR3 kommt also durchaus als ein pradisponierender Faktor fur die Entwicklung von
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DM in Frage vor allem, weil es wesentlich in die Regulation von B-Zellen involviert ist.
Eine Mutation in diesem Gen konnte eine Erklarung fur die bei DM Patienten bekannte

Autoantikdrperproduktion und damit verbundene fehlgerichtete T-Zell-Aktivierung dienen.

Im Gen EOMES liel3 sich bei einem Patienten eine Mutation detektieren. Eomesodermin
(EOMES) gehdrt zur Familie der T-Box Transkriptionsfaktoren und spielt eine wichtige
Rolle, sowohl fur die Funktion als auch die Homoostase von Effektor- und Gedachtnis-T-
Zellen sowie NK-Zellen (308, 309). EOMES ist ein Marker fur T Zell ,exhaustion® (T-Zell-
Ermidung; verminderte Stimulierbarkeit der T Zelle) (308, 310), der fir eine Reihe an
Autoimmunerkrankungen bedeutsam ist: im Gewebe von Patienten mit sporadischer
IBMs (110) und Psoriasis (311) konnte eine vermehrte Expression von EOMES gefunden
werden, ebenso im Blut von Patienten mit SLE (312); bei Patienten mit MS zeigt sich
hingegen eine signifikant geringere Expression (313).

Durch GWAS wurde EOMES aufgrund seiner wichtigen Rolle flr die Regulierung von
TH17-Zellen als ein genetischer Risikofaktor fur die Entwicklung einer rheumatoiden
Arthritis etabliert (314, 315). SNPS im Gen fur EOMES sind mit einem erhdhten Risiko
fur die Entwicklung einer speziellen Form der MS in der chinesischen Bevdlkerung
assoziiert (316). Insgesamt wird aktuell die Hypothese vertreten, dass eine kontrollierte
Expression von EOMES die Immunantwort von CD8" Effektorzellen reguliert und die
Entfernung von Pathogenen unterstitzt (317-319); allerdings wird auch vermutet, dass
aufgrund einer unregulierten Expression dieses Molekiils auf autoreaktiven T-Zellen eine
verminderte Toleranz und Autoimmunitat die Folgen sein konnten (320). Es ist auch
bereits bekannt, dass EOMES als Reaktion auf Autoantigene induziert wird, allerdings
nur, wenn die Antigen-Prasentation unter inflammatorischen Bedingungen ablauft (320).
In einer dhnlichen Uberlegung scheint auf Grundlage der prasentierten Daten auch der
Zusammenhang zwischen EOMES und DM schlUssig: eine genetische Mutation im Gen
fur EOMES kénnte zu einer genetischen Disposition fur eine verringerte Eigentoleranz
und erhdhte Wahrscheinlichkeit fur Autoimmunitat darstellen, wenn es durch sie zu einer

unregulierten Expression von EOMES kommt.

Bei einem Patienten lie® sich eine Mutation im Gen B3GAT1 finden. Beta-1,3-
Glucuronyltransferase 1 (B3GAT1) ist eine Glucuronyltransferase, die fur die Biosynthese
von Human natural killer-1 (HNK-1), auch als CD57 bekannt, wesentlich ist (321). CD57
ist ein wichtiger Biomarker, der eine genaue Auskunft Uber den T-Zell-Phanotypen
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erlaubt. Er wird auf CD4* und CD8* T-Zellen im spaten Stadium ihrer Differenzierung
exprimiert (322), wobei CD57*/CD8* T-Zellen signifikant haufiger vorkommen (323). Bei
CD8* Zellen stellt CD57 einen Biomarker fur die terminale Differenzierung dar, die durch
eine reduzierte Proliferationsrate als Antwort auf TCR Aktivierung und erhohte
Empfanglichkeit flr Antigen-induzierte Apoptose gekennzeichnet ist (324). T-Zell
Seneszenz umfasst darlber hinaus auch- unter anderem- die reduzierte Expression der
kostimulierenden Molekile CD27/CD28 (322, 325). Obwohl CD8*/CD57* T-Zellen als
,gealterte” Zellen bezeichnet werden konnen, so sind sie jedoch keine
.ermudeten® (exhausted) T-Zellen (siehe oben.), denn T-Zell-Ermidung basiert im
Gegensatz zu T-Zell-Alterung auf dem Verlust der T-Zell Funktion aufgrund standiger
Antigen-Prasentation (326). Das Vorkommen von CD28/CD57* T-Zellen im peripheren
Blut ist zum Beispiel bei Morbus Basedow, ankylisierender Spondylitis und rheumatoider
Arthritis bekannt; und auch das Vorkommen dieser Zellen im geschadigten Gewebe von
Patienten mit Dermatomyositis, Polymyositis und IBM wurde bereits beschrieben (323,
327, 328).

Auch CD28/CD57* T-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der autodestruktiven
Immunantwort und durften mit einer schwereren Krankheitsmanifestation assoziiert sein
(110). Bei Patienten mit irMyositis und assoziierter Immun-Myokarditis konnten CD57* T-
Zellen nachgewiesen werden, die allerdings eine geringe Expression von CD28 und PD1
aufwiesen (322). Und auch bei Patienten mit sporadischer IBM konnten bereits mehrfach
CD57* Zellen nachgewiesen werden (110, 327). Vor dem Hintergrund, dass bei Patienten
bereits T-Zellen mit einem CD28/CD57* Phanotyp nachgewiesen werden konnten,
scheint es plausibel, dass eine Mutation im Gen B3GAT1 dafir verantwortlich sein
konnte, zu einer dysregulierten T-Zell-Funktion beitragen und so die Pathogenese von

DM unterstiitzen.

Zusammenfassend ist im Zusammenhang mit der PD1 Hypothese also speziell die
Immunregulation und im Besonderen der PI3/AKT Signalweg von Interesse. Hier kdnnten
weitere Untersuchungen in einer groReren Kohorte sinnvoll sein, um die hier
prasentierten Daten zu untermauern. Sinnvoll ware in diesem Zusammenhang zum
Beispiel die Expression der Moleklle des PI3/AKT Weges im Muskelgewebe und auch

im Blut von Patienten mit DM. Auch histologische Farbungen der Proteine von PIK3C2G
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und PIK3C3, HRAS, ITPR3, EOMES und B3GAT1 von Muskelgewebe kdnnte darliber

Aufschluss geben, inwieweit dieser Signalweg zur Pathophysiologie von DM beitragt.
5.3.Ursprung der Interferon-Signatur

Neben der spannenden Frage nach allgemeinen Pradispositionen bei DM Patienten, oder
der Pradisposition einzelner AK-Subgruppen, stellten wir uns auch die Frage, inwiefern
andere Signalwege, Faktoren oder auch Molekile eine Rolle spielen kénnten.

Durch die bereits aufgeworfene Frage der Interferon-Signatur und ihrer Auswirkung auf
DM haben wir uns mit genetischen Veranderungen in diesen Genen beschaftigt. Der
Entstehungsmechanismus morphologischer Merkmale in Muskelbiopsien von Patienten
mit DM, wie die perifaszikulare Atrophie oder Vaskulopathie, sind noch nicht im Detail
bekannt; die aktuelle Datenlage legt allerdings nahe, dass die Entwicklung von PFA in
Zusammenhang mit lokaler Hypoxie steht (38, 42, 44, 329). Eine weitere Hypothese sieht
die Uberproduktion einer Klasse von Immunmolekilen, der Interferon Typ 1-
induzierbaren Proteine, als Ursache: atrophe perifaszikulare Muskelfasern konnten die
Folge ihrer eigenen Uberexpression von IFN-1 Molekiilen sein (48). Die antiproliferativen
Effekte, die IFN-1 auf einer Vielzahl von Zellen entfaltet, sind weithin bekannt (330-332).
IFN-a war der erste antiangiogenetisch wirkende Faktor, der entdeckt wurde (333).
Interferon Typ 1 wird als malgeblicher Faktor in der Pathogenese von vielen
Autoimmunerkrankungen gesehen, wie etwa SLE (127, 129, 334-336), Myositis (31, 49,
50, 337), Sjogren Syndrom (338-340), RA (341-344) und sekundar sklerosierender
Cholangitis (SSc) (345-347).

In der vorliegenden Studie haben wir durch Analyse einer Liste an IFN Kandidatengenen
untersucht, ob bei Patienten mit DM eine Veranderung dieser Gene vorliegt. Dabei
konnten wir durch Analyse der WES Daten zeigen, dass die distinkte vorbeschriebene
Expression der Proteine und Gene der IFN-Signatur nicht zur Ganze durch genetische
Veranderungen bei Patienten mit DM erklart werden kann.

Zwar wies jeder Patient zumindest eine Mutation in einem Gen der IFN-Signatur auf, doch
waren diese aufgrund ihrer Verbreitung in der Allgemeinbevdlkerung nicht als primare
Krankheitsursache zu sehen. Es zeigte sich auRerdem kein klares Muster, weder fur die
gesamte Kohorte noch flr die einzelnen AK Subgruppen (siehe Abschnitt 4.7). Um diesen
Eindruck zu bestatigen, bedarf es noch eingehender Forschung, vor allem
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Untersuchungen von wesentlich mehr Patienten, um eine bessere Aussagekraft zu
erzielen. Die IFN-Signatur, die bei DM Patienten gesehen werden kann, kénnte auch auf
epigenetischer Basis entstehen, durch DNA Methylierung oder Histon-Modifikationen,
auch hierfur ware noch weitere eingehende Forschung naotig.

Dafur spricht die Tatsache, dass wir bei den Patienten in unserer Kohorte Gene ausfindig
machen konnten, die klar zur Interferon-Signatur gehdéren, allerdings bei vielen Menschen
in der Allgemeinbevodlkerung verandert auftraten, sodass es daher unwahrscheinlich ist,
dass sie die alleinige Ursache fur eine seltene Erkrankung wie DM sind. Im folgenden
Abschnitt sollen daher sowohl die Gene besprochen werden, die aufgrund ihrer
Carrierzahl eher als Pradisposition gesehen werden kénnen, als auch die Gene, die

wahrscheinlich eher eine primare Rolle in der Pathogenese von DM spielen.

5.3.1. Pradisponierende Gene der IFN-Signatur

Mutationen in den folgenden Genen konnten als pradisponierende Gene der IFN-
Signatur bei Patienten mit DM identifiziert werden: HLA-A, HLA-B, IFIH1, IFI16, JADE?2,
JAK2, MAPK14, MET, MX1 und SYTL1. Aufgrund der Zusammengehorigkeit wird die
Bedeutung der HL-AA und HLA-B Mutationen im Abschnitt mit HLA-DRB1 besprochen
(siehe Abschnitt 5.3.2). Die Bedeutung einer Mutation im Gen JAK2 wird aufgrund der
Zusammengehdrigkeit zu STAT1 in dessen Abschnitt besprochen (siehe Abschnitt 5.3.2).
Die Aufgabe, die eine JADEZ2 Mutation als pradisponierender Faktor in der Entwicklung
einer Dermatomyositis spielen kdnnte, bleibt aufgrund der geringen Datenlage vorerst

unklar.

Das Gen IFIH1 war bei insgesamt 3 Patienten verandert; zwei davon hatten einen
positiven TIF-1y AK, einer einen positiven MDA5 AK. Dieses Gen ist auch unter dem
Namen Anti-Melanoma Differentiation-associated Gene 5 (MDA5) bekannt. Die nukleare
RNA-Helikase IFIH1 konnte auf Basis dieser genetischen Veranderung die Produktion
der Autoantikdrper auslosen oder zumindest mit beeinflussen. AK gegen MDAS sind mit
einem sehr speziellen klinischen Krankheitsbild verbunden, das sich wesentlich von dem
der klassischen DM unterscheidet und als klinisch amyopathische DM bezeichnet wird.
Die starke Spezifitat des Anti-MDA5 AK machen ihn zu einem wertvollen Biomarker (48).
Neben klinischen Aspekten ist auch eine gewisse Divergenz in Bezug auf die Interferon-
Signatur bekannt: verglichen mit gesundem Muskelgewebe zeigen sowohl Biopsien
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klassischer DM als auch Biopsien von MDA5* Patienten eine Hochregulierung IFN-
induzierter Gene, jedoch ist die Uberexpression in Patienten mit MDA5 AK signifikant
geringer (30). Daruber hinaus exprimieren Muskelfasern verschiedene Proteine der
Gruppe der ISGs auf unterschiedlichen Levels: RIG-I und ISG15 lassen sich auf
Muskelfasern der perifaszikularen Region bei Patienten mit klassischer DM nachweisen,;
doch nur 50% der MDAS5* Patienten wiesen eine vergleichbare Expression von RIG-| auf
und kein Patient zeigte eine Expression fur ISG15 (30). Der IFN-Signalweg scheint bei
Patienten mit MDAS* AK im Vergleich zu Patienten mit klassischer DM daher weniger
stark aktiv zu sein. SNPs im Gen IFIH1 konnten bei Patienten mit SLE identifiziert werden
(348).

Zwei Szenarien scheinen als Erklarung fur den Zusammenhang einer Mutation im Gen
IFIH1 mit der DM Pathogenese denkbar: bei MDA5" Patienten konnte eine Veranderung
im Gen IFIH1 im Verlauf ihrer Erkrankung zu einer verstarkten Expression oder
Veranderung und in Folge zur Ausbildung von Autoantikérpern fihren. Dariber hinaus
konnte diese Mutation auch zu einer krankhaften Veranderung und abgeschwachten
Funktion im IFN-Signalweg fluhren. Ein anderes Szenario kénnte TIF-1y" Patienten
aufgrund ihrer Mutation im Gen [FIH1 fur eine wesentlich starkere IFN-Antwort

pradisponiert sehen als Patienten ohne diese genetische Variante.

Interferon Gamma Inducible Protein 16 (IF116) konnte als einer der wichtigsten Sensoren
des angeborenen Immunsystems in eukaryotischen Zellen identifiziert werden (349, 350)
und gehdrt zu der Gruppe der ISG (351). IFI16 aktiviert nach Erkennen von viraler double-
stranded DNA (ssDNA) den STING-TBK1-IRF3 Signalweg und induziert so die Interferon
Typ | Produktion, was wiederum zur Induktion von mehr IFI16 fuhrt (352-356). Es konnte
gezeigt werden, dass IFI16-Veranderungen bei einer Reihe von Autoimmunerkrankungen
auffindbar ist: Bei Patienten mit SLE konnten Autoantikorper gegen IFI16 gefunden
werden (357), ebenso bei Patienten mit Sjégren Syndrom (358) und auch bei Psoriasis
konnten sowohl IFI16 AK, als auch erhdhte Serumwerte festgestellt werden (359)-
Erkrankungen, bei denen eine gesteigerte Interferonantwort eine Schllsselrolle in der
Krankheitsentstehung spielt. Zirkulierendes IFI16 konnte bei Patienten mit RA- wo
ebenso Anti-IFI16 AK gezeigt werden konnten- nachgewiesen werden und korreliert dort
mit dem Auftreten von RA-assoziierten pulmonalen Erkrankungen (360). In einer kleinen
Studie konnte ein Zusammenhang zwischen der Suszeptibilitat flir Morbus Behget und
SNPs im Gen IF/16 gefunden werden (361).
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Insgesamt scheint es sehr plausibel, dass eine Mutation im Gen IF/16 eine wichtige Rolle
in der Pathophysiologie der DM spielt. Als ein Molekul, das IFN Typ 1 und auch sich selbst
induziert, tragt es letztendlich wesentlich zu einer gesteigerten IFN-Antwort bei und

konnte Uber diesen Mechanismus zur Pathogenese der DM beitragen.

Das Gen JADEZ2 war bei einem Patienten unserer Kohorte verandert. Jade Family PHD
Finger 2 (JADEZ2), oder auch PHF15, ist ein Mitglied der JADE Familie und besitzt mit
JADE1 und JADES3 zwei Paraloge (362). Zu der genauen Funktion von JADEZ2 ist derzeit
noch nicht viel bekannt. Eine Studie bewies, dass HBO1, eine Histonacetyltransferase,
die in ovariellen Krebszellen Uberexprimiert ist, seine Wirkung mithilfe des JADE
Komplexes verwirklicht, woraufhin YAP1, ein Onkogen fir das Ovarial-Karzinom,
exprimiert wird (363). Eine andere Studie identifizierte JADE2 aufgrund seiner moglichen

Rolle in der Entwicklung von Alopezie als einen potenzieller Biomarker (364).

Zwei Patienten wiesen Veranderungen im Gen JAK2 auf, jedoch war nur die Mutation
eines Patienten in der Bevdlkerung selten vertreten. Auch wenn die Mutation des zweiten
Patienten in der Bevdlkerung relativ haufig auftritt, so ist eine Veranderung des JAK?2
Gens trotzdem hervorzuheben. Die Bedeutung einer Mutation im Gen JAKZ2 wird
aufgrund der Zusammengehdrigkeit mit STAT1 in diesem Abschnitt besprochen (siehe
Abschnitt 5.3.2, ab Seite 118).

Im Genom eines untersuchten Patienten konnte eine Mutation von MAPK14 gefunden
werden. Mitogen-activated Protein 14 (MAPK14), auch p38aq, ist eine Kinase, die an einer
Vielzahl von zellularen Reaktionen auf extrazellulare Stimuli beteiligt ist: zu den
extrazellularen Stimuli, die eine Aktivierung der MAPK14 nach sich ziehen kdnnen,
zahlen unter anderem VEGF (vascular endothelial growth factor) und oxidativer Stress
bei Zellschadigung durch UV-Strahlung (365-368). MAPK14 ist maligeblich an der
Regulation von Apoptose, Zellwachstum, Immunantworten und der Antwort auf DNA-
Schaden beteiligt: zu dem breiten Spektrum der Substrate von MAPK14 z&hlen Uber 100
Proteine, die sowohl im Zytosol als auch im Nukleus lokalisiert sein kdnnen und eine
Vielzahl an weiteren Schaltstellen aktivieren kénnen (365); auch Transkriptionsfaktoren,
von denen die meisten transkriptionale Aktivitaten triggern, zahlen zu den Substraten von
MAPK14 (369, 370).
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Auch die Produktion inflammatorischer Mediatoren, wie IL-1, IL-6, IL-8, TNFa und COX-
2, wird durch MAPK14 reguliert (371). Die Assoziation zwischen chronischer
Inflammation und der Entwicklung von Neoplasien ist fur eine Reihe von
Krebserkrankungen bekannt: so wird die Entwicklung des Magen-Karzinoms mit einer
chronischen Entzindung durch Helicobacter pyloriin Verbindung gebracht (372), und das
Kolon-Karzinom mit chronisch entzindlichen Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und
Morbus Crohn (373). Durch Modulation der Expression von endothelialen
Adhasionsmolekulen wie E-Selectin- wodurch zirkulierende Krebszellen ins Endothel
eindringen konnen- kann eine Entzindung zur Entwicklung einer Krebserkrankung
beitragen (365). Der Prozess der E-Selectin abhangigen Adhasion wird in Teilen durch
Aktivierung des MAPK14 Signalweges unterstitzt (374, 375). Dies macht deutlich, welch
wichtige Rolle in der Tumorentstehung aufgrund von Inflammation von MAPK14
ubernommen wird. Eine kurzlich veroffentlichte Studie konnte sogar zeigen, dass ein
Singularer Nukleotid Polymorphismus (single nucleotide polymorphism, SNP) von
MAPK14 mit der Entwicklung eines Prostata-Karzinoms assoziiert ist (376). Eine familien-
basierte GWAS konnte einen Zusammenhang zwischen SNPs in einem Intron von
MAPK14 mit Spondylarthritis identifizieren (377). Auch konnte schon eine veranderte
Genexpression von MAPK14 bei Patienten mit dem Kawaski-Syndrom, einer Vaskulitis
gefunden werden (378). Weitere Assoziationen mit autoimmunen Erkrankungen sind
noch nicht erforscht. Die genaue Pradisposition und Auswirkungen, die aus der bei
unserem Patienten vorliegenden Mutation im Gen MAPK14 resultieren konnten, sind

aufgrund der vielen genannten Aufgaben von MAPK14 schwer absehbar.

Das Gen MET wies bei einem Patienten eine Mutation auf. MET ist ein Protoonkogen,
das den Tyrosinkinase-Rezeptor flir den Liganden Hepatozyten Growth Factor (HGF)
kodiert und eine wichtige Rolle fur die Embryogenese, Wundheilung, Leberregeneration,
Angiogenese und Immunmodulation spielt (379-383). Das Resultat der Bindung von HGF
an MET ist letztendlich die Aktivierung der MAPK und PI3K-AKT-mTOR Signalwege, die
zu Zellmigration und Proliferation fihren (384, 385). Deregulierung im MET Signalweg
konnten bei Patienten mit NSCLC, Kolon-Karzinom oder Schilddrisen-Karzinom
nachgewiesen werden (386-389). Meist ist diese mit einer schlechten Prognose fiir den
Patienten vergesellschaftet (390). Mittlerweile wird diese Schaltstelle auch als
therapeutische Option genutzt: so sind zum Beispiel MET-Inhibitoren zur Therapie des

NSCLC bei Patienten mit einer Mutation im EXON 14 bereits entwickelt worden und
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sowohl in den USA als auch in Japan zugelassen (386). Eine Studie fand heraus, dass
eine Mutation im Gen MET einen Link zwischen malignen Erkrankungen und chronisch
inflammatorischen Erkrankungen darstellen konnte: untersucht wurden Tumorzellen und
CD34" Zellen aus dem Knochenmark von einer 36-jahrigen Patienten, die an einem
Mamma-Karzinom, Polycythaemia Vera und rheumatoider Arthritis litt. Es fand sich
folgende Mutation in beiden Zell-Populationen: pR988C, ¢2926C>T. Nach Uberprifung
eines grolleren Patientenkollektives fand sich diese Mutation auch bei zwei weiteren
Patientinnen: eine war an einem Mamma-Karzinom erkrankt, eine weitere an
Polycythaemia Vera und rheumatoider Arthritis. (391)

Die von uns untersuchte Patienten wies die Mutation pR988C, c2908C>T im Gen MET
auf. Es handelt sich dabei also nicht um eine Punktmutation an der gleichen Stelle wie
bei der oben beschriebenen Patientin, aber Resultat ist die Veranderung der Aminosaure
an der gleichen Stelle. Es erscheint wahrscheinlich, dass auch die bei unserer Patientin
entdeckte Mutation eine Pradisposition fur chronisch inflammatorische Erkrankungen
darstellen konnte, auch wenn die durch uns gefundene Mutation mit 340 Carriern in der
Normalbevolkerung relativ haufig vorkommt.

Das Gen MX1, welches das Protein MXA kodiert, zeigte nur bei einem Patienten eine
veranderte genetische Variante. MX7 wird durch IFN-1 induziert und gehort zu den
signifikant am hochsten exprimierten Genen in Skelettmuskel von DM Patienten (392).
MXA wird reichlich und in einzigartiger Weise- im Vergleich mit anderen
Muskelerkrankungen- auf perifaszikularen atrophen Muskelfasern und Kapillaren bei
Patienten mit DM exprimiert (31). Im klinischen Alltag werden Farbungen fir MXA daher
verwendet, unter anderem um eine DM von einer AS zu unterscheiden (393).
Bemerkenswert ist, dass wir in der hier untersuchten Kohorte bei einem Patienten eine
Mutation im Gen MX1 fanden. Bei vielen Patienten mit DM wird MXA im Muskelgewebe
exprimiert und es dient als wichtiges Unterscheidungsmerkmal gegenuber anderen
Muskelerkrankungen. Naturlich muss die Expression von MXA im Muskelgewebe von
Patienten nicht allein auf einer veranderten Genvariante basieren, auch ein
Kompensationsmechanismus scheint denkbar. Letztendlich stellt MXA ein wichtiges
Protein in der Interferonantwort dar, dessen fehlende Funktion auf Basis einer Mutation
zu einer abgeschwachten Interferonantwort fliihren kénnte, was wiederum im Kontrast zu
der hier bereits beschriebenen Interferon-Hypothese zur Krankheitsentstehung von DM
steht. Folge einer genetischen Veranderung kénnte allerdings auch eine erhdhte Funktion

des ISG MXA sein mit konsekutiv verstarkter Interferonantwort, was die in dieser Arbeit
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untersuchte Interferon-Hypothese unterstiitzen wirde. Wenn Zweiteres zutrafe, wirde
man aber bei mehr Patienten eine Mutation erwarten. Diese spannende Fragestellung

kann an dieser Stelle noch nicht beantwortet werden.

Synaptotagmin Like 1 (SYTL1) kann auch als JFC Protein bezeichnet werden und ist
durch das Vorhandensein einer Rab-Bindungsdomane charakterisiert (394, 395). Rab
Proteine sind GTPasen, die zur Ras Superfamilie gehoren und gemeinsam mit ihren
Effektormolekilen verschiedene Schritte innerhalb des intrazellularen Vesikeltransportes
regulieren (396). SYTL1 kommt unter anderem in humanen Thrombozyten vor, wo es an
RAP1GAP2, welches eine Rolle bei der Exozytose von Granula spielt, bindet (397).
Ebenso konnte SYTL1 auf Vesikeln in neutrophilen Granulozyten nachgewiesen werden,
wo es ebenfalls die Exozytose reguliert (398). SYLT1 ist darlber hinaus an der
Koordinierung der Chemotaxis und Migration von Neutrophilen beteiligt, ein Prozess, der
durch die direkte Interaktion von SYTL1 mit Rac1-GTP reguliert wird (399). Die
Regulation von SYTL1 basiert dabei auf einer AKT-mediierten Phosphorylierung (400).
SYTL1 ubernimmt eine wichtige Rolle fur einige Zellen, deren Funktion auf der Exozytose
von Vesikeln basiert. Obwohl es als ein zu der bei DM Patienten bekannten IFN-Signatur
gehoriges Gen identifiziert wurde, ist nicht genau klar wie es die Atiologie oder die
Pathophysiologie der DM beeinflusst. Das kann aus der derzeitigen Datenlage nicht
festgestellt werden.

Neben diesen eher pradisponierenden Genen scheint ein Augenmerk auch auf die im

folgenden Abschnitt erwahnten Gene von gréRerer Relevanz zu sein.

5.3.2. Gene der IFN-Signatur mit moglicher primarer Rolle in der
Pathogenese

Folgenden Gene konnten als Gene der IFN-Signatur mit primarer Rolle in der
Krankheitsentstehung bei Patienten mit DM identifiziert werden: HLA-DRB1, IFI44L,
JAK2, STAT1, TTN und TLRA4.

Genomweite Assoziationsstudien (genome-wide association studies, GWAS) konnten
darlegen, dass Mutationen im HLA Lokus zu den bedeutendsten bekannten genetischen

118



Diskussion

Faktoren fur viele humane Autoimmunerkrankungen zahlen; dies hebt die besondere
Rolle von T-Zellen in Autoimmunitat hervor (401).

In der hier vorgestellten Studie wiesen insgesamt 7 der 12 untersuchten Patienten
Veranderungen in dem HLA-Gen HLA-DRB1 auf, welches den MHC Klasse Il kodiert, 6
davon wiesen die identische genetische Veranderung im Gen HLA-DRB1 auf. HLA-DRB1
konnte bereits als alleler Risikofaktor in verschiedenen ethnischen Gruppen fir
idiopathische inflammatorische Myopathien identifiziert werden (402-407). So wird zum
Beispiel HLA-DRB1*03:01 als Risikofaktor fur die Entwicklung einer Myositis in der
kaukasischen Population gesehen (408, 409). Die Allele HLA-DRB1*03, HLA-DRB1*04,
HLA-DRB1*07, HLA-DRB1*09:01 und HLA-DRB1*12 wiederum sind signifikante
Risikofaktoren fur das Vorkommen von DM bei Patienten mit chinesischer Herkunft (407,
410). Daruber hinaus konnte eine Assoziation zwischen HLA-DRB1*12:01 und anti-
MDAS5-AK gezeigt werden, und, dass HLA-DRB1*09:01 mit einer schlechten Prognose
bei Patienten mit MDA5* AK verbunden sein kénnte. Spannenderweise zeigen
Ergebnisse friherer Studien, dass die Prasenz von ILD und MSA bei Patienten mit DM
eher von dem HLA Klasse Il Haplotyp kontrolliert wird als von der Myositis Subgruppe
(411). Wiederum entwickeln MDA5* Patienten haufig eine rapid progressive ILD (rp-
ILD, ), die mit einer Uberlebensrate von nur 41% verknUpft ist (412). Dies hebt hervor,
wie wichtig es ist, Uber den genauen Zusammenhang zwischen genetischer Veranderung
im MHC Klasse Il Komplex, MSA und der Ausbildung von ILD informiert zu sein. In
unserer Kohorte hatten wie erwahnt insgesamt sieben Patienten Mutationen in diesem
Gen, 6 Patienten hatten die gleiche Variante; allerdings waren darunter alle AK
Subgruppen vertreten. Vor dem Hintergrund bekannter Daten passen unsere Ergebnisse,
weil auch in unserer Kohorte HLA-DRB1 als alleler Risikofaktor fur die DM im Allgemeinen
gesehen werden kann; eine spezielle Assoziation zu einer AK-Subgruppe konnte
allerdings nicht identifiziert werden.

Mutationen im Gen fir den MHC Klasse | Komplex waren bei vier Patienten detektierbar,
zwei davon hatten auch Mutationen im Gen fir den MHC Komplex Il. Das kdnnte
bedeuten, dass die Prasentation von krankheits-triggernden Autoantigenen gegenuber T-
Zellen sowohl vom MHC Klasse | Komplex als auch vom MHC Klasse || Komplex
ubernommen wird. Es scheint denkbar, dass es durch die Beeinflussung des TCR und
regulatorischer T-Zellen zu einer Autoreaktion kommen kénnte- auf Basis von genetisch

veranderten MHC Komplexen. Letztendlich kann hier keine abschlielfende Aussage

119



Diskussion

getroffen werden, da noch nicht bekannt ist, Gber welchen genauen Mechanismus eine

Veranderung der HLA Gene zum Entstehen von Autoimmunitat beitragt.

Ein Patient wies eine Mutation im Gen IF/44L (Interferon induced Protein 44-like, IF144L)
auf, einem Paralog von IFl44, welches zu bekannten Genen der Interferon-Signatur bei
DM zanhlt. IFI44L ist ein ISG, dessen Expression durch eine Vielzahl von Viren, wie etwa
dem Influenza A Virus und dem respiratorischen Synzytial-Virus (RSV) induziert wird
(413, 414).

Vorangegangene Studien ergaben, dass sowohl IFI44L als auch IF/44 Immunantworten
des angeborenen Immunsystems, die nach einer Virusinfektion induziert worden waren,
negativ modulieren. Seine Wirkung entfalten IF/44 und IF/44L durch Bindung an FKBPS,
welches mit Kinasen wie IKKa, IKKB, und IKKe interagiert, die fur die Induktion von Typ
1 und Typ 3 Interferonen verantwortlich sind. Durch Bindung von IFI44 und IFI44L an
FKMPS5 kommt es zu einer Verringerung der Phosphorylierung von IRF-3 und IkBa,
mediiert durch IKKe und IKKB; Resultat dessen ist eine negative Regulierung der
Interferon Antwort des angeborenen Immunsystems. (415, 416)

Folge einer Mutation im Gen IFI44L kdnnte eine Dysregulation des negativen Feedbacks
sein, wodurch die negative Ruckkopplung verloren geht und in einer gesteigerten
Interferonantwort resultiert.

Auch bei anderen autoimmunen Erkrankungen scheint /IF/44L eine relevante Rolle zu
spielen: Bei Patienten mit SLE ist eine Hypomethylierung des Promotors von IFI44L
bekannt (417-421). Es wird vermutet, dass diese Hypomethylierung mit der Suszeptibilitat
fur SLE positiv korreliert. Eine andere Studie kam zu dem Ergebnis, dass bei SLE
Patienten einer chinesischen Population die Hypomethylierung des Promotors von IF/44L
signifikant hoher ist als bei Kontrollpatienten, und deswegen als diagnostischer Marker
mit hoher Sensitivitat und Spezifitdt herangezogen werden kann (422). Die
Hypomethylierung des Promotors von IF/44L kann als ein Versuch des Korpers gesehen
werden, eine gesteigerte Interferonantwort zu unterbinden.

Inwieweit epigenetische Veranderungen des Promotors von [FI44L, ahnlich wie bei
Patienten mit SLE, auch bei Patienten mit DM auftreten, ist noch nicht bekannt, durfte
jedoch aufgrund der ebenfalls gesteigerten Interferon Antwort sehr wahrscheinlich auch
vorhanden sein und vermag einen Teil des Pathomechanismus zu erklaren.

Das Vorliegen von Mutationen von JAK2 und STAT1 bei Patienten mit DM Uberrascht

insgesamt nicht, wurde aber bisher in wenigen Fallen gezeigt. Genetische
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Veranderungen in Genen des JAK/STAT Weges bieten eine Erklarung fur die Effektivitat
von Inhibitoren dieses Signalweges, JAK/STAT Inhibitoren, in der Therapie von Patienten
mit DM (423-427).

Zwei Patienten wiesen Veranderungen im Gen JAKZ2 auf, wovon allerdings nur eine selten
in der Bevolkerung war; ein Patient zeigte eine Mutation im Gen STAT1. Die Expression
IFN-induzierter Gene wird Uber die Bindung von IFN an den korrespondierenden
Oberflachenrezeptor via dem Janus Kinase (JAK)/ Signal Transducer and activator of
Transkription (STAT) Signalweg stimuliert (32).

Die Familie der JAK-Molekule (JAK1, JAK2, JAK3 und TYK2) spielt sowohl flr das
angeborene als auch das erworbene Immunsystem eine wichtige Rolle. Dabei sind sie
fur die Regulation der Proliferation, Differenzierung, Apoptose, Immunregulation und
weiterer Prozesse von grundlegender Bedeutung (428). Die Aktivierung von JAK2 erfolgt
dber unterschiedliche Zytokine wie IFN-y, TNF-a., IL-5, IL-6 und IL-10 (429). Auch STAT1
wird durch IFN-y induziert und wird fur die Aktivierung von Typ 1 T-Helferzellen bendtigt
und ist damit ein wichtiger Bestandteil der adaptiven Immunitat (430). Es konnte bereits
gezeigt werden, dass es in der perifaszikularen Region von Muskelbiopsaten von DM
Patienten angefarbt wird (431). Das Auftreten von Mutationen im JAK/STAT Weg bei
Patienten mit DM konnte bereits publiziert werden: in einem Case Report schildert Q. Xu
et al., 2020 das Auftreten der Mutation JAK2(V617) bei einem Patienten mit klinisch
amyopathischer Dermatomyositis gemeinsam mit einer essentiellen Thrombozytose (ET)
(432). Laut diesem Case Report sei das Auftreten dieser Mutation gemeinsam mit DM
nur aus zwei weiteren Fallen bekannt. Bei der JAK2(V617) Mutation handelt es sich um
eine konstitutiv aktive Form von JAK2, die bei bis zu 50% der Falle bei ET gefunden
werden kann (433) und zu einer erhdhten Expression von PD-L1 auf Zellen einer
myeloproliferativen Neoplasie flhrt (434). Die oben genannte Forschungsgruppe konnte
in ihrer Datenbank noch weitere Patienten ausfindig machen, die jene Mutation sowie
eine Autoimmunerkrankung aufwiesen: dabei handelte es sich um einen Patienten mit
,Polymyositis* und eine Patientin mit ANCA-assoziierter Vaskulitits (432). Insgesamt sah
die Forschungsgruppe das Auftreten von JAK(V617F) mit DM aber eher als ein ,zufélliges
Zusammentreffen®, als einen kausalen Zusammenhang mit der Pathophysiologie der DM.
SNPs in den Genen STAT1 und JAKZ2 sind mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen

assoziiert: so konnte STATT mit systemischer Sklerose (435) und immuner
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Thrombozytopenie (436) in Verbindung gebracht werden und JAK2 mit Morbus Behget
(437).

Toll-Like Rezeptoren (TLR) gehdren zu den Pattern Recognition Rezeptoren (PRRs) und
sind ein wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems (438, 439). Sie besitzen
die Fahigkeit Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular
patterns, PAMPS) zu erkennen und bewirken Uber eine Signalkaskade, die zur
Expression von einer Vielzahl an Zytokinen sowie Chemokinen und einer Reifung von
Immunzellen fihrt, die Aktivierung des angeborenen Immunsystems, wodurch es
letztendlich auch zu einer Aktivierung des adaptiven Immunsystems kommt (440, 441).
Die Aktivierung des TLR4 Signalweges wird aufgrund seiner antikanzerogenen Wirkung
bereits als Therapeutikum gegen Malignome verwendet (442).

Es konnte jedoch auch schon gezeigt werden, dass aus der Aktivierung von TLR4 durch
eine Reihe von endogenen Molekilen (Damage-associated molecular pattern, DAMPS)
auch eine sterile Inflammation resultieren kann - eine Entzindung, die nicht die Folge
einer bakteriellen oder viralen Infektion ist, sondern vielmehr das Resultat einer
Gewebeverletzung (443, 444).

Die Aktivierung des TLR Signalweges kann zu einer erhéhten Transkription von Genen
fuhren, die IFN-1 kodieren: verschiedene proinflammatorisch wirksame Zytokine, wie
etwa TNF-a, IL-1 und IL-6 zum Beispiel, jedoch kénnen auch antiinflammatorische
Molekule wie IL-10 und Cyclooxigenase-2 (COX-2) und Prostaglandin E2 darunter sein
(438, 445). Eine erhdhte Expression von TLRs, vor allem von TLR4 und TLR9, im
Muskelgewebe von Patienten mit DM ist bereits bekannt (446-449). Auch konnten SNPs
im Gen TLR4 (450) mit einer Reihe von Autoimmunerkrankungen in Verbindung gebracht
werden: SLE (450), Psoriasis (451, 452), RA (450, 453), idiopathische membrandse
Nephropahtie (454), Vitiligo (455), autoimmune Pankreatitis (456), Zdliakie (457) und
Guillain Barré Syndrom (458). Eine genetische Ursache flr die erhdhte Expression von
TLR4 bei Patienten mit DM wurde noch nicht gezeigt.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass bei Patienten mit DM eine erhdhte Expression
von TLR4 im Skelettmuskel vorliegt, welche mit der Expression von Interferon korreliert
(446). Es erscheint also als moglich, dass es durch eine genetische Mutation bei DM
Patienten im Gen fur TLR4 zu einer Aktivierung des TLR4 und konsekutiv zu einer
erhohten Expression von IFN-1 kommt, woraus schlussendlich die weithin bekannte IFN-

Signatur resultieren konnte.
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Das Gen TTN, welches das Protein Titin kodiert, wies bei 6 Patienten eine genetische
Veranderung auf. Titin spielt eine wichtige Rolle im Sarkomerkomplex und ist wesentlich
an der Kraftgenerierung beteiligt (459). Es handelt sich dabei um ein riesiges
Myofilament- das groRte Protein im menschlichen Kérper (460)- das sich im Sarkomer
von der Z-Scheibe (N-Terminus) bis zu den M-Banden (C-Terminus) hin erstreckt (461-
465). Es ist als ein krankheitsverursachendes Gen des Menschen etabliert, welches an
der Entstehung vieler kardialer und neuromuskularer Erkrankungen beteiligt ist (466-
475). So konnten vorangegangene Studien zeigen, dass Mutationen im TTN Gen mit der
Dilatativen Kardiomyopathie (DCM) assoziiert sind (460, 476, 477) und die Pravalenz von
TTN Mutationen bei Patienten mit DCM signifikant hoher ist als bei der
Normalbevodlkerung (469). Bei der DCM handelt es sich um eine Herzmuskelerkrankung,
charakterisiert durch eine Dilatation und systolische Fehlfunktion des linken Ventrikels,
oder beider Ventrikel, in Abwesenheit weiterer Herzerkrankungen wie Hypertension,
koronare Herzerkrankung oder Valvularerkrankung (459, 478, 479). Mutationen in TTN
scheinen familiar gehauft aufzutreten (480).

Das Vorliegen von Mutationen im Gen TTN wird in dieser Arbeit erstmals flr Patienten
mit DM beschrieben, wurde aber bereits bei anderen Muskelerkrankungen nachgewiesen
(237, 481-484). Dadurch wird die Bedeutung des durch dieses Gen kodierten Molekuls
fur Muskeln hervorgehoben. TTN kann auf3erdem neuesten Erkenntnissen zufolge als
Marker fur das Ansprechen von soliden Tumoren auf die Therapie mit Immuncheckpoint-
Blockaden (ICB) verwendet werden: eine Forschungsgruppe fand heraus, dass TTN mit
einer erhohten Mutationslast in Tumoren (tumor mutational burden, TMB) assoziiert ist
und mit dem Ansprechen auf Therapie mit ICB korreliert (485). Ein Zusammenhang mit
der Pathogenese von DM scheint auf Basis der derzeitigen Literatur sehr wahrscheinlich.
Der Nachweis einer veranderten Expression von TTN im Muskelgewebe von DM

Patienten konnte diese Erkenntnis untermauern

Insgesamt sind dadurch mehrere Schlusselpunkte des Interferonweges beeinflusst und
verdeutlichen dadurch, passend zu den bereits bekannten Daten, wie relevant die IFN-
Antwort in DM fur die Pathogenese ist. Diese Forschungsarbeit kann daher erstmals
zeigen, dass es parallel zu der bekannten Interferon-Signatur im Blut und Muskel von
Patienten mit DM auch auf genetischer Ebene Veranderungen in Genen von Molekilen

gibt, die zur sogenannten Interferon-Signatur gehoren. Somit kann die Interferon-
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Hypothese wahrscheinlich auf genetische Ursachen zurlickgefihrt werden.
Weiterfuhrende Forschungsarbeiten missen fir ein endgultiges Fazit aber noch klaren,
ob die hier entdeckten veranderten Gene auch im Muskelgewebe von erkrankten
Patienten exprimiert werden, dies lasst sich zum Beispiel durch eine gPCR aus
Muskelgewebe oder auch durch histologische Farbungen von Muskelbiopsien
herausfinden. Wirde man bei diesen Versuchen fundig werden, kdénnten sich daraus

ebenso neue Therapieoptionen ergeben.

5.4.Fazit und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass pathogenetisch relevante
Veranderungen des PD1 Signalwegs bei Patienten mit DM vorliegen. Diese
Veranderungen lassen sich sowohl histologisch als auch auf molekularer Ebene
nachweisen. Auf genetischer Ebene liel} sich keine direkte Mutation in den Genen von
PD1 und seinen beiden Liganden nachweisen, doch zeigten sich Mutationen in Genen
fur Proteine, die mit PD1 und seinen Liganden interagieren. Durch eingehende
Literaturrecherche konnten wir herausfinden, dass diese Proteine in wichtige Vorgange
der Zelle involviert sind, wie etwa Proliferation, Zellmigration, Apoptose, Regulierung von
Immunantworten oder auch als Bestandteile des Zytoskeletts grundlegende
Zellfunktionen erflllten.

Ein erster Grundstein zum Verstandnis der Immuncheckpoint-Hypothese konnte somit
gelegt werden. Weitere Studien mussen zeigen, inwieweit die Interaktion zwischen den
hier gefundenen Genmutationen und dem PD1 Signalweg zur Entwicklung einer DM flhrt
beziehungsweise fuhren kdnnte. Die Expression der hier entdeckten Gene im Muskel von
Patienten mit DM konnte mithilfe von histologischen Farbungen dargestellt und mittels
gPCR Uberpruft werden.

Was die Interferon Hypothese anbelangt, so konnten wir zeigen, dass es auch hier
Veranderungen in relevanten Genen gibt. Nicht alle Genmutationen waren in der
Bevolkerung selten genug, um das Vorkommen einer seltenen Erkrankung wie der DM
zu erklaren, jedoch kdnnte die relativ haufige Verbreitung von genetischen Mutationen in
Genen der Interferon-Signatur daflir sprechen, dass diese - ahnlich wie eine genetische
Pradisposition fur SLE bereits bekannt ist - zu einer Pradisposition fur DM fuhren.

Nichtsdestotrotz konnten wir auch seltene Genmutationen innerhalb der Gene der
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Interferon-Signatur bei Patienten mit DM finden, die in der Pathogenese dieser
Autoimmunerkrankung wahrscheinlich eine primare Rolle spielen. Durch intensive
Literaturrecherche konnten wir herausfinden, dass die Proteine der veranderten Gene
wichtig fur basale Zellfunktionen sind, wie Weiterleitung von Immunantworten, Erkennung
von Antigenen und auch am Aufbau von Sarkomeren, dem kontraktilen Element von

Muskelzellen.

Eine Mutation stellt eine Anderung der genomischen Sequenz dar. Solche Anderungen
konnen in einer veranderten Funktion der Proteine resultieren. Ein weiterer wichtiger
Schritt in der Untersuchung von Mutationen ist daher die Analyse der Funktion einer
Mutation. Je nachdem, ob es sich bei einer Mutation um eine Gain-of-Function (GOF)
oder Loss-of-Function (LOF) Mutation handelt, kann ein Protein seine native Funktion
verlieren oder eine neue Funktion erhalten (486-489). Im konkreten Fall der DM wirde
dies bedeuten, dass zum Beispiel nur eine GOF Mutation im Gen [IF/44L die
Krankheitsentstehung via der Interferon-Hypothese unterstutzt, eine LOF Mutation
konnte allerdings eine gesteigerte Interferon-Antwort nicht erklaren. Dies bedeutet, dass
die in dieser Arbeit gelieferten Daten einen ersten Schritt in einer Reihe weiterer noch
notwendiger Untersuchungen darstellen - idealerweise mit einer gréfieren, unabhangigen
Kohorte. Um eine konkrete Aussage zur Funktion der Mutation bei den hier gefundenen
Genen treffen zu kdnnen sind weitere eingehende Untersuchungen nétig, welche den
Umfang dieser Arbeit Uberschreiten. Daher haben wir zunachst von einer

entsprechenden definitiveren Aussage abgesehen.

Zuletzt soll auch noch auf ein Detail eingegangen werden: in Zusammenschau aller
Daten, die durch die Literaturrecherche gefunden wurden, tauchte ein Signalweg immer
wieder auf: der PI3K/AKT Signalweg schien viele Verbindungen zu den Proteinen zu
besitzen, die sich den bei den untersuchten Patienten entdeckten Mutationen zuordnen
lieRen. Insgesamt fand sich bei acht Genen ein Zusammenhang mit diesem Signalweg
(ANP32B, USF3, MET, SYTL1, PIK3C2G, PIK3C2B, PIK3C3, HRAS). In manchen Fallen
handelte es sich um direkte Interaktionspartner, in anderen Fallen zeigten sich indirekte
Interaktionen, die Uber verschiedene Wege aber trotzdem in die Beeinflussung dieses
Signalweges miindeten. Eine Uberpriifung dieser Entdeckung kdénnte neue,
weitreichende Erkenntnisse nach sich ziehen, die im klinischen Alltag von grolder

Bedeutung fur das therapeutische Management von Patienten mit Dermatomyositis sein
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kénnen. Einen Signalweg als Ursache einer Krankheit zu identifizieren, bietet die
Maoglichkeit direkt, genau an diesem Punkt durch ein Therapeutikum die Erkrankung zu
behandeln und damit Patienten mdglichst wenigen unerwinschten Arzneimittelwirkungen
auszusetzen. Derzeit werden PI3/AKT Inhibitoren bereits in der Therapie von Neoplasien
eingesetzt. Eine Evaluation der genauen Bedeutung des PI3/AKT Signalwegs bei
Patienten mit DM ist daher von aul3erster Bedeutung, da die weiteren Untersuchungen
und Einbeziehung einer groReren Kohorte einen interessanten Therapiekandidat bieten

konnte.

5.4.1. Starken und Schwachen der Studie

Die durch die Histologie gewonnen Erkenntnisse Uber die Eigenschaften der
Muskelbiospien zeigten, dass die von uns gewahlten Patienten eine reprasentative
Kohorte bildeten, sowohl fir DM an sich als auch fir die AK Subgruppen Mi-2, TIF-1y und
MDADS5 (fur die Qualitatskriterien zur Auswahl der Patienten siehe Abschnitt 2). Die geringe
Anzahl der Gesamtkohorte Iasst sich schlicht durch die sehr geringe Inzidenz von DM mit
10 Fallen pro 1 Million erklaren (490). Daraus ergibt sich, dass das limitierte
Patientenkollektiv zwar klein wirkt, allerdings fir DM eine aussagekraftige Kohorte
darstellt. Nichtsdestotrotz ware es wunschenswert die hier vorgestellten Ergebnisse mit
Erkenntnissen Uber Patienten mit anderen Autoantikdrpern wie anti-Jo1, anti-NXP2 oder
anti-SAE und auch mit Patienten einer juvenilen DM zu vervollstandigen,
beziehungsweise die Ergebnisse in einer unabhangigen Kohorte zu Uberprifen.

Die Analyse des menschlichen Genoms durch WES stellt eine unvoreingenommene
(sogenannte unsupervised) Methode dar, um genetische Grundlagen von Erkrankungen
zu untersuchen und auf diesem Wege Pathomechanismen besser zu verstehen. Die hier
dargestellten Daten der WES wurden aus den Skelettmuskelbiopsien von Patienten
gewonnen. Der Tatsache geschuldet, dass es sich bei vielen um altere Biopsien handelte,
war bei manchen Proben nicht mehr gentiig Gewebe verfugbar, um eine DNA-Extraktion
durchzuflhren beziehungsweise entsprach die gewonnene DNA nicht den notwendigen
Qualitatskriterien (siehe Abschnitt 3.4.7) flr eine WES Analyse. Daher konnten von der
Gesamtkohorte (n=36) nur 18 Patienten in dieser Analyse des genetischen Materials
eingeschlossen werden. Leider konnten von den insgesamt 18 eingesendeten
Patientenproben am Schluss nur insgesamt 12 Proben analysiert werden. Eine
histologische Untersuchung mit Analyse wurde jedoch bei allen Patienten durchgefthrt.
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Die Expression der Gene wurde bei 22 Patienten untersucht. Eine Gewinnung des
genetischen Materials durch Blutenthnahme wirde eine gute Erganzung fir die WES
darstellen, ist aufgrund des retrospektiven Charakters der aktuellen Studie aber leider
ebenfalls nicht mdglich gewesen. Zukiunftig ware es daher interessant, die generierten
Daten in einer unabhangigen Kohorte zu validieren, die Fallzahlen zu erhohen und

gegebenenfalls prospektiv parallel Blut und Muskelgewebe zu analysieren.

Die Analyse von WES Daten stellt eine hochinteressante und sehr brauchbare jedoch
auch teure Methode dar, um die Fragestellung dieser Arbeit zu beantworten, weil man die
Madglichkeit zur Untersuchung der gesamten genetischen Information eines Patienten
hat, und die erhaltenen Varianten sehr gut im Kontext mit Kopienanzahl und vorkommen
in der Allgemeinbevolkerung beurteilen kann. Die Untersuchung einer grofReren,
unabhangigen Kohorte aus Patienten sowohl mit adulter DM als auch juveniler DM
beziehungsweise seltene vorkommenden Antikérpern wirde die Aussagekraft, wie oben
erwahnt, verbessern. Auch eine vergleichbare Untersuchung mit Blutproben von DM
Patienten wirde zu einem erheblichen Wissenszuwachs der hier dargelegten

Studienergebnisse beitragen.

Verschiedene Optionen, mit denen die hier entdeckten Gene noch intensiver untersucht
werden konnten, stehen zur Verfigung. In zukunftigen Arbeiten kdnnten zum Beispiel
folgende Charakteristika der Gene noch evaluiert werden: der genaue
Konservierungsgrad eines Genes bietet zum Beispiel die Mdglichkeit, dessen Wichtigkeit
fur einen Organismus zu untersuchen. Ebenso ist die Untersuchung, ob die jeweiligen
Proteine auch im Muskel generell exprimiert werden, in Zukunft wichtig. In der hier
vorgestellten Studie wurde fur die Kopienanzahl ein Cut-Off-Wert von >50 festgelegt.
Doch es ist auch vorstellbar, dass Gene, die mit einer geringeren Kopienanzahl detektiert
wurden, ebenso Einfluss auf die Entstehung von DM haben kénnen.

Die Untersuchung von epigenetischen Veranderungen bei Patienten mit DM ware eine
weitere, sehr sinnvolle Moglichkeit, um die Ergebnisse dieser Studie zu vervollstandigen.
Denn die Tatsache, dass genetische Veranderungen in zu der IFN-Signatur zahlenden
Genen vorliegen, allerdings haufig auch in der Allgemeinbevolkerung anzutreffen waren,
lasst vermuten, dass nicht das alleinige Vorhandensein dieser Veranderungen zur

Entwicklung einer so seltenen Erkrankung wie DM fuhrt. Umwelteinflisse konnen uber
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Mechanismen, die als epigenetische Veranderungen bezeichnet werden, allerdings dazu
fuhren, dass diese Genveranderungen einen wesentlichen Beitrag dazu, leisten an DM
zu erkranken. Unter epigenetischen Veranderungen versteht man externe Modifikationen
der DNA, die zu einer veranderten Expression von Genen fuhren (491). Diese sind
reversibel und potenziell auch erblich, verandern aber nicht die DNA-Sequenz. Dazu
zahlen unter anderem Histon-Modifikationen oder DNA Methylierung (491).
Epigenetische Veranderungen sind an der Regulierung einer Reihe von biologischen
Vorgange beteiligt, wie etwa Zellproliferation oder Differenzierung; dartiber hinaus zeigen
neuere Studien, dass dysregulierte, epigenetische Mechanismen an der Pathogenese
verschiedener  Autoimmunerkrankungen beteiligt sind (492-495). DNA
Hypomethylierungen zeigten sich in Lupus-T-Zellen und B-Zellen (496-498) und bei
Patienten mit Psoriasis (498, 499) und RA (500, 501) kann eine aberrante DNA
Methylierung beobachtet werden. Eine dysregulierte DNA Methylierung konnte auch bei
Patienten mit Systemischer Sklerose nachgewiesen werden (491). Das Vorliegen von
epigenetischen Veranderungen bei Patienten mit DM scheint also sehr wahrscheinlich
und kdnnte womaoglich erklaren, weshalb es zu einer erhdhten Expression von PD1 und
seinen Liganden kommt, eine primare Mutation in diesen Genen aber nicht detektierbar

ist.

5.4.2. Klinische Bedeutung und therapeutische Konsequenzen

Diese Doktorarbeit soll einen Beitrag dazu leisten, die Mechanismen der
Krankheitsentstehung der Dermatomyositis zu verstehen um in Zukunft — bestenfalls -
eine ,malgeschneiderte” Therapie fur Patienten entwickeln zu kénnen. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass sich sowohl die Immuncheckpoint-Hypothese als auch die
Interferonhypothese der Krankheitsentstehung der Dermatomyositis durch genetische
Variablen untermauern lassen. Eine monogenetische Veranderung konnte
erwartungsgemal nicht gezeigt werden, dies vor dem Hintergrund, dass die Mehrzahl
der Autoimmunerkrankungen eher auf polygenetischen Risikofaktoren basiert (502).
Allerdings konnte durch eingehende Recherche dargelegt werden, dass einige der
Mutationen, die bei den fur diese Arbeit untersuchten Patienten entdeckt wurden, eine
schlussige Erklarung fur den klinischen Phanotyp bieten, und deswegen auch in die
Pathogenese der Dermatomyositis involviert sein konnen.
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Um flr Patienten jedweder Erkrankung eine zufriedenstellende Therapie zu entwickeln,
ist es notwendig den Pathomechanismus derselben grundlegend zu verstehen. Nur dann
ist es moglich, Medikamente zu entwickeln, die nicht nur die auftretenden Symptome

lindern, sondern auch eine kausale Heilung erzielen.

Fur die DM kann es sehr wichtig sein, genetische Mutationen und deren Zusammenhang
mit der Pathogenese dieser Autoimmunerkrankung zu verstehen: sollte sich namlich
zeigen, dass viele Molekule, deren Gene mutiert sind, sich einem speziellen Signalweg
zuordnen lassen, so kdnnte durch Inhibierung oder Aktivierung ebendieses Signalweges
eine zielgerichtete Therapie fur Patienten mit DM entwickelt werden. Im klinischen Alltag
sind zielgerichtete Therapeutika bereits weit verbreitet und werden vielfach sehr
erfolgreich in der Therapie von Krebserkrankungen und Autoimmunerkrankungen
eingesetzt.

In Hinblick auf Autoimmunerkrankungen und sogenannten autoinflammatorischen
Erkrankungen (auch monogenetische Erkrankungen), chronische, meist unheilbare
Leiden, welche haufig mit Immunsuppressiva behandelt werden, sind diese Therapeutika
von grolder Bedeutung.

Patienten profitieren immens von einer zielgerichteten Therapie, die seltener jene starken
unerwunschten Arzneimittelwirkungen aufweisen als dies eher breit wirksame
Immunsuppressiva tun. Monoklonale Antikdrper wirken als ,targeted therapies® indem sie
gezielt Enzyme und Rezeptoren inhibieren oder aktivieren. Allerdings weisen auch diese
eine Reihe an unerwlnschten Arzneimittelwirkungen auf.

Deshalb muss an potentielle Therapeutika fur die DM hohe Anspriche gestellt werden
und sie mussen - wie alle Therapeutika - verlasslich und effizient wirken, besser sein als
die sogenannte ,Standardtherapie und reproduzierbare Ergebnisse zeigen. Darlber
hinaus muss ein klares Verstandnis dartber herrschen, welche Funktionen dem Gen und
vor allem dem Protein zukommen, das durch die Therapie verandert wird. Denn solange
ein Mechanismus nicht klar verstanden wird, birgt es unabsehbare Risiken, in so ein
fragiles System einzugreifen. Denn die Inhibierung oder Aktivierung eines Signalweges
kann zwar auf der einen Seite die Pathophysiologie, die zu einer Erkrankung fuhrt,
unterbinden, andererseits aber auch zur Ausbildung einer anderen Erkrankung fihren.
Im konkreten Fall von PD1 qilt, dass das Eingreifen in diesen Signalweg zu einer

vermehrten Entstehung von unerwinschter Immunphanomene kommen kann.
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Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit kdnnten auch auf anderen Wegen das therapeutische
und diagnostische Management von DM Patienten beeinflussen: moglicherweise
konnten Assoziationen zwischen den hier entdeckten Mutationen und dem klinischen
Phanotyp oder der Auspragung der Erkrankung bestehen. Wie gezeigt werden konnte,
gab es distinkte Unterschiede zwischen den Antikdrper-Subgruppen, die unter
Umstanden auch die verschiedenen Symptome bei Patienten mit unterschiedlichen
Antikorpern erklaren. Auch ein Zusammenhang mit der Schwere der Auspragung der DM-
Symptome konnte bestehen, wodurch Proteine, welche durch diese Gene kodiert werden
in Zukunft moglicherweise als Biomarker verwendet werden kénnten. Auch dies erfordert
selbstverstandlich eine eingehende Uberpriifung.

Die hier prasentierten Daten tragen dazu bei, den Pathomechanismus von DM besser zu
verstehen. Diese Arbeit kann daher die Grundlage bilden ein besseres, gezieltes

klinisches Management und therapeutisches Regime zu entwickeln.
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