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1. Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 MOTIVATION

Die systemische Sklerose (SSc) ist eine sehr seltene chronisch-entzlndliche
Autoimmunerkrankung, deren Krankheitsausprdgung  von mild und  wenig
lebensqualitatsbeeintrachtigend bis hin zu sehr ernsten, lebensbedrohlichen Verldufen reichen
kann. Die Pathogenese ist bis heute noch nicht vollstandig bekannt. Es kénnen jedoch bei mehr
als 95% aller Patienten mit systemischer Sklerose Autoantikérper gegen kdrpereigene Strukturen
im Blut nachgewiesen werden [1]. Inwieweit dieses Phdanomen mit der Pathogenese der
Erkrankung verknupft ist, wird kontrovers diskutiert. Es zeigt sich aber, dass einige Antikorper
mit bestimmten Phénotypen der systemischen Sklerose beziehungsweise mit bestimmten
klinischen Manifestationen assoziiert sind. Die Bestimmung der Autoantikdrper aus dem Blut
kann daher helfen, Patienten mit erhohtem Risiko fir das Auftreten von bestimmten
Krankheitsauspragungen und —verlaufen zu identifizieren [2].

In dieser Arbeit soll die diagnostische Wertigkeit bestimmter Antikdrper und deren
Assoziationen zu klinischen Merkmalen in der SSc-Kohorte der Charite, Berlin, untersucht
werden. Einbezogen in diese Analysen werden die Antikorper gegen die DNA-Topoisomerase I,
die Zentromer-Proteine A und B, das Ku-Protein sowie Antikorper gegen Pm/Scl-75 und -100,
hpopl und rpp38. Die Bestimmung der Antikorper erfolgt dafir mit verschiedenen
Nachweismethoden. Dabei sollen unter anderem auch die Ergebnisse eines neu entwickelten

Line-Immunoblot-Assays im klinischen Zusammenhang betrachtet werden.
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1. Einleitung

1.2 IMMUNSYSTEM, AUTOIMMUNITAT UND AUTOANTIKORPER

Um die Entstehung und Bedeutung von chronisch-entziindlichen Autoimmunerkrankungen und
die Bedeutung der Autoantikdrperdiagnostik zu verstehen, ist ein Grundverstandnis des
menschlichen Immunsystems hilfreich.

Das Immunsystem der hoheren Lebewesen wird in die humoral vermittelte Immunitat und die
zellulér vermittelte Immunitét eingeteilt. Die zelluldare Immunitat wird durch die T-Lymphozyten
und Phagozyten realisiert. Die humorale Immunitat wird durch das Komplementsystem und
Antikorper (Immunglobuline) vermittelt, welche von Plasmazellen, die aus B-Lymphozyten
entstehen, sezerniert werden. Antikorper sind heterodimere Proteine, welche aus zwei schweren
und zwei leichten Ketten bestehen. Jede Kette l&sst sich in eine konstante und eine variable
Region einteilen. Dabei hat der konstante Teil Effektorfunktion, waéhrend der durch
Genarrangements, somatische Mutationen und andere Mechanismen variable Teil der Kette die
Spezifitdt zur Bindung verschiedener Oberflachenstrukturen, den sogenannten Antigenen,
vermittelt. Das bedeutet, dass ein Antikorper eine bestimmte Oberflachenstruktur erkennen und
diese binden kann (Antigen-Antikérperkonzept).

Eine wichtige Funktion des Immunsystems ist die Erkennung von ,kdrpereigen© und
.korperfremd*. Ist diese Unterscheidungsfunktion gestort, so kénnen die auf ,,Autoaggression®
des Immunsystems zurlckzufiihrenden Autoimmunerkrankungen entstehen, bei denen es zu
einer pathologischen Reaktion des Immunsystems gegen koérpereigenes Gewebe kommt. Zur
Entstehung solcher Erkrankungen tragen verschiedene Faktoren bei, wie zum Beispiel das
Vorhandensein einer genetischen Disposition, einschliellich des Vorkommens bestimmter HLA-
Allele (human leukocyte antigens), welche maligeblich an der Erkennung von Selbst- und
Fremdproteinen beteiligt sind. Gleichzeitig haben bestimmte Umweltfaktoren wie Infektionen,
hormonelle Verdnderungen oder Stress einen Einfluss [3, 4]. Dabei kann das VVorhandensein von
bestimmten Bakterien, deren Oberflachenstrukturen &hnlich derer des menschlichen Organismus
sind, dazu flhren, dass Antikorper gebildet werden, die nicht nur das Bakterienantigen erkennen,
sondern auch kreuzreaktiv an korpereigenes Gewebe binden. Ein Beispiel fir diesen
Mechanismus ist die Karditis nach Streptokokkeninfektion (Rheumatisches Fieber). Dabei
weisen das Kapselprotein M der Streptokokken und das Sarkolemm der Herzmuskelzellen eine
ahnliche Oberflachenflachenstruktur auf, so dass die Kapselantigene der Streptokokken
kreuzreagierende Antikorper gegen das Herzgewebe induzieren kdnnen, welche das Herzgewebe
angreifen und eine Autoimmunreaktion hervorrufen [5]. Antikdrper, welche gegen korpereigenes

Gewebe gerichtet sind, werden auch als Autoantikdrper bezeichnet. Als Antigene konnten
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1. Einleitung

Proteine, Glykoproteine, Nukleinsiuren, Phospholipide und Glykosphingolipide identifiziert
werden. Autoantikdrper konnen durch spezifischen Antigenkontakt induziert werden (=
pathologische Autoantikdrper) oder aber ohne derartige Induktion im naturlichen Repertoire
vorliegen (= natlrliche Autoantikoérper). Wahrend natirliche Autoantikérper eher eine
physiologische Rolle z.B. bei der Immunregulation und dem Abbau von abgestorbenen Zellen
spielen, konnen pathologische Autoantikorper pathogenetisch wirksam sein, z.B. durch
Blockierung von Rezeptoren, und damit die sogenannten Autoimmunerkrankungen hervorrufen
[6]. Nicht bei allen der pathologisch vorkommenden Autoantikdrper konnte eine pathogenetische
Funktion bislang identifiziert werden, doch kommt einer Vielzahl der Antikorper eine klinische
Bedeutung durch ihr spezifisches Vorkommen bei bestimmten Erkrankungen zu. Viele der
bislang bekannten Autoantikdrper kdnnen bei der Diagnostik von Autoimmunerkrankungen
hilfreich sein.

Autoantikorper kdnnen nach ihren jeweiligen antigenen, zelluldren Zielstrukturen unterteilt
werden. Gegen Zellkernbestandteile gerichtete Antikdrper werden als antinukledre Antikorper
(ANA) bezeichnet. Zu ihnen gehdren zum Beispiel Antikorper gegen Doppelstrang-DNA
(dsDNA-AK), Antikdrper gegen Proteine der Zentromerregion (Anti-CENP-A und -B-AK),
Antikorper gegen verschiedene Enzyme des Zellkerns (z.B. Anti-Topoisomerase I-AK) oder
aber auch gegen den Nukleolus (Kernkdrperchen), zu welchem der Exosomenkomplex gehort

und die entsprechenden dagegen gerichteten Anti-Pm/Scl-AK.
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1. Einleitung

1.3 UNTERSUCHTE ANTIKORPER

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, die diagnostische Wertigkeit von 8 verschiedenen
Autoantikorpern flr die systemische Sklerose zu evaluieren. Im folgenden Abschnitt werden die
in dieser Arbeit untersuchten Antikorper sowie bereits verdffentlichte Kenntnisse zum Thema
vorgestellt.

1.3.1 ANTI-TOPOISOMERASE |-ANTIKORPER

Anti-Topoisomerase I-Antikorper (Anti-topo I-AK; Synonym — Scl70-Antikorper) haben bei
Patienten mit systemischer Sklerose eine Prévalenz von 9-30%. Sie sind mit weniger als 10% bei
der limitierten Form und mit bis zu 70% bei der diffusen Form nachzuweisen. Die Spezifitét fur
die systemische Sklerose wird mit bis zu 99% angegeben [2]. Erstmals wurde dieser Antikorper
1979 als prazipitierender Antikorper gegen eine Komponente des Kalbsthymus bei Patienten mit
systemischer Sklerose entdeckt [7]. Als Zielantigen wurde die 70 kD Untereinheit der DNA-
Topoisomerase | identifiziert, welche den Bruch und die Wiedervereinigung von Einzelstrang-
DNA Kkatalysiert. Die dabei entstehende Relaxation der DNA ist unter anderem
Grundvoraussetzung fir DNA-Replikation, -Transkription und -Reparatur [8-11].

In der Literatur werden Assoziationen der Anti-Topoisomerase I-Antikdrper mit diffuser
Sklerosierung, Lungen- und Herzbeteiligung [12] angegeben. Hu et al. stellten Assoziationen zur
Hautbeteiligung und dem Hautfibrosierungsgrad sowie der Krankheitsaktivitat fest [13].
Daruberhinaus scheint das Vorhandensein von Anti-Topoisomerase I-Antikorpern auf eine

schwere Verlaufsform und erhéhte Mortalitat hinzuweisen [2, 14-16].

1.3.2 ANTI-CENTROMER-ANTIKORPER (ACA)

Anti-Centromer-Antikorper wurden erstmals 1980 von Moroi et al. beschrieben [17]. Die
Zentromerregion der Zelle bezeichnet dabei den Bereich der priméren Einschnlrung der
Metaphase-Chromosomen vor der Teilung. Mittlerweile wurden Antikorper gegen die einzelnen
Komponenten der Zentromerregion beschrieben. Als Zielantigene wurden die Zentromerproteine
CENP-A (17kD), CENP-B (80kD), CENP-C (140kD), CENP-D (50kD), CENP-E (312kD),
CENP-F (400kD) und CENP-G (95kD) identifiziert [18-20]. Im klinischen Alltag wird den
Antikorpern gegen das Zentromerprotein B (Anti-CENP-B-AK) die groRte Bedeutung fir die
systemische Sklerose zugeschrieben. Die H&ufigkeit des Anti-CENP-B-Antikdrper wird in der
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1. Einleitung

Literatur mit 20-30% der SSc-Patienten angegeben, wobei sie Uberwiegend bei Patienten mit
Merkmalen der limitierten systemischen Sklerose vorkommen [2, 21, 22]. Das Vorhandensein
von ACA ist in den Untersuchungen von Weiner et al. mit einer glnstigeren Prognose und
verringerten Krankheitsaktivitat assoziiert, weiterhin haben die Patienten in dieser Studie auch
eine signifikant verringerte Beteiligung des Bewegungsapparates [12]. Die Assoziation des
Vorkommens von ACA mit dem gehduften Auftreten der pulmonalen arteriellen Hypertonie
wird in der Literatur unterschiedlich bewertet. Wahrend in den Betrachtungen von Walker et al.
von einer positiven Assoziation ausgegangen wird, finden Steen et al. keinen Zusammenhang [2,
23].

1.3.3 ANTI-PM/SCL-ANTIKORPER

Anti-Pm/Scl-Antikorper sind Antikérper gegen Untereinheiten des Exosomenkomplexes des
Kernkorperchens (antinukleolare Antikdrper — AnoA). Erstmals wurden sie 1984 von Reichlin et
al. bei Patienten mit Polymyositis und systemischer Sklerose beschrieben [24]. Bislang kdnnen
Autoantikorper gegen die 75 kD und die 100 kD Untereinheiten des Exosomenkomplexes
nachgewiesen werden. Die meisten kommerziellen Testsysteme benutzen als Antigen allerdings
das rekombinante Pm/Scl-100 [25], auch wenn neueste Studien eine wichtige diagnostische
Rolle der Anti-Pm/Scl-75-Antikorper vermuten lassen, besonders wenn die Hauptisoform
Pm/Scl-75c als Antigen benutzt wird [26]. Die verschiedenen Proteine des Exosomenkomplexes
fungieren als Exoribonukleasen und sind unter anderem fur die Prozession der ribosomalen RNA
und den Abbau der Messenger-RNA verantwortlich. Das Vorhandensein von Anti-Pm/Scl-
Antikdrpern ist charakteristisch bei Patienten mit Polymyositis (Pm), Dermatomyositis,
systemischer Sklerose und ihren Uberlappungen. Mahler bzw. Raijmakers et al. fanden Anti-
Pm/Scl-Antikorper bei etwa 24% bzw. 28% der Patienten mit Polymyositis/Systemische
Sklerose-Overlap-Syndrom [25, 26]. Bei Patienten mit systemischer Sklerose ohne

polymyositische Komponente wird die Pravalenz hingegen mit 3% angegeben [2].

1.3.4 ANTI-KU-ANTIKORPER

Anti-Ku-Antikorper gegen das Ku-Protein wurden erstmals 1981 bei Patienten mit kombinierter
Polymyositis und systemische Sklerose gefunden [27]. Als Antigen wurde ein nukledres aus
einer 70 kD und einer 80 kD Untereinheit bestehendes Heterodimer einer DNA-Proteinkinase

identifiziert, welche sich selektiv an Doppelstrang-DNA bindet und unter anderem eine Rolle bei
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1. Einleitung

der DNA-Reparatur, Regulierung der DNA-Transkription und Gen-Rekombination spielt [27,
28].

Die allgemeine Héaufigkeit von Anti-Ku-Antikdrpern wird mit 1-14% angegeben, wobei die
Pravalenz in der asiatischen Bevolkerung hoher als in der kaukasischen erscheint [2, 29].
Rozman et al. fanden in verschiedenen européischen Kohorten eine Prévalenz von 0-7% bei
Patienten mit systemischer Sklerose. Sie fanden daruber hinaus eine Assoziation mit der
limitierten systemischen Sklerose und gehdufter muskuloskelettaler Beteiligung, vor allem einer

myositischen Komponente [30].

1.3.5 ANTI-TH/TO-ANTIKORPER

Anti-Th/To-Antikorper sind Antikorper gegen die RNase MRP- und RNase P-Komplexe. Beide
Enzymkomplexe fungieren als spezifische Endonukleasen, bei der Prozessierung der
mitochondrialen RNA (RNase MRP) beziehungsweise der Transfer-RNA (RNase P). Beide
RNase-Komplexe haben eine ahnliche Sekundarstruktur. Dartberhinaus wurden folgende
gemeinsame Untereinheiten beschrieben: hpopl, hpop5, hpopl4, Rppl4, Rpp20, Rpp21, Rpp25,
Rpp29/hpop4, Rpp30, Rpp38 und Rpp40 [31]. Gegen diese Komponenten der RNase-Komplexe
wurden in  humanen Seren vorkommende Autoantikdrper beschrieben. In  dieser
Forschungsarbeit wurden die Antikorper Anti-hpopl und Anti-rpp38 in die Untersuchung mit
einbezogen. Die Haufigkeitsangaben der Antikorper schwanken in der Literatur bei Patienten mit
SSc oder SSc-assoziierten Erkrankungen zwischen 2 und 5% [2, 32]. Angaben Uber die
Bedeutung dieser Antikorper bezlglich vorkommender Assoziationen mit Klinischen

Manifestationen konnten in der Literatur keine gefunden werden.

Antikorper Héufigkeit | Klinische Assoziationen Literatur

Anti-Topoisomerase I- | 9-30% Diffuse SSc, Lungenbeteiligung, | [2, 8, 10, 11,

AK schwerere Verlaufsform und erhohte | 14-16]
Mortalitat

Anti-Centromer-AK 20-30% Limitierte SSc, leichtere Verlaufe [2, 21-23]

Anti-Pm/Scl-AK 3% Polymyositis/SSc-Overlap-Syndrom [1, 2, 25, 26]

Anti-Ku-AK 1-14% Polymyositis/SSc-Overlap-Syndrom, [2, 30], [29]
erhohte muskuloskelettale Beteiligung

Anti-hpopl- und 2-5% Nicht bekannt [2, 32]

Anti-Rpp38-Ak

Tabelle 1: Klinische Assoziationen bestimmter Autoantikdrper
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1. Einleitung

1.4 RHEUMATISCHE ERKRANKUNGEN

Wie die oben beschriebenen Assoziationen zeigen, kann die Bestimmung von Autoantikdrpern
eine wesentliche Rolle fir die Diagnostik und Verlaufsbeurteilung von bestimmten
Erkrankungen spielen. Dies trifft in besonderem MaRe fir die rheumatischen Erkrankungen zu,
zu denen auch, die in dieser Arbeit betrachtete systemische Sklerose z&hlt. Der folgende

Abschnitt zeigt die Kennzeichen und Besonderheiten dieser Erkrankungsgruppe auf.

1.4.1 DER RHEUMATISCHE FORMENKREIS

Unter dem Oberbegriff ,rheumatische Erkrankungen“ versteht man eine Gruppe von
Autoimmunerkrankungen mit sehr unterschiedlichem klinischen Erscheinungsbild. Sie werden
auch zum sog. ,,Rheumatischen Formenkreis“ zusammengefasst. Zum rheumatischen
Formenkreis zahlen Uber 400 Erkrankungen des Binde- und Stltzgewebes, bei denen die
Gelenke, Knochen, Sehnen, Bander, Muskeln und das Bindegewebe betroffen sein kénnen. All
diese pathogenetisch und atiologisch unterschiedlichen Krankheitsbilder haben die chronische
Entzindung von Geweben und Strukturen des Korpers als wesentliche Gemeinsamkeit. Haufig
sind sie durch chronische Schmerzen und Funktionsstérungen des Bewegungsapparates
gekennzeichnet.

Zur Untergruppe der chronisch-entziindlichen rheumatischen Erkrankungen gehéren die
Kollagenosen, bei denen es hauptséchlich zu Verédnderungen des Bindegewebes und der Gefale
kommt. Im Vordergrund stehen haufig eine Beteiligung der Haut oder Schleimhdute. Sie kénnen
aber auch durch einen Multiorganbefall in Erscheinung treten. Zu dieser Gruppe von
Erkrankungen gehdren unter anderem der systemische Lupus erythrematodes (SLE), das
Sjogren-Syndrom (SS) und die systemische Sklerose (SSc).

Etwa 25% aller Deutschen leiden in irgendeiner Form an rheumatischen Beschwerden. Mit einer
Pravalenz von 2-3% der Bevolkerung in Deutschland gehdren die rheumatischen Erkrankungen
somit zu den wichtigsten chronischen Erkrankungen [33]. Gemeinsam ist diesen Erkrankungen,
dass sie haufig schubférmig mit Phasen von subjektiver und objektiver Remission oder aber
chronisch-progredient verlaufen [34] und selten vollstandig ausheilen. Die Patientenversorgung

geht deshalb mit einem hohen diagnostischen und therapeutischen Aufwand einher.
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1. Einleitung

1.4.2 DIE SYSTEMISCHE SKLEROSE

Die systemische Sklerose (SSc) ist eine systemische Autoimmunerkrankung des kollagenen
Bindegewebes mit Verhartung (Sklerosierung) von Haut, GefaRen und inneren Organen. Haufig
wird als Synonym der Begriff Sklerodermie verwendet (Griechisch skleros [,,Hart“] und derma
[,,Haut“]), der als beschreibender Begriff eine Beschrankung der Erkrankung auf eine alleinige
Hautbeteiligung suggeriert. In dieser Arbeit wird daher ausschlielRlich der Begriff Systemische
Sklerose verwandt.

Die systemische Sklerose ist eine sehr seltene Erkrankung, die weltweit und in allen ethnischen
Gruppierungen auftritt. Der Haufigkeitsgipfel der Erkrankung liegt zwischen dem 30. und 50.
Lebensjahr. Die Pravalenz der Erkrankung schwankt in der Literatur zwischen 4-242
Erkrankungen pro 1.000.000 Einwohner, die Inzidenz wird mit 0,6-18,7 pro 1.000.000
Einwohner angegeben [35-38]. Diese Zahlen variieren regional. Die systemische Sklerose ist
eher selten in Japan und Nordeuropa und etwas haufiger in Australien und Nordamerika, dort
besonders h&ufig bei den in Oklahoma lebenden Choctaw-Indianern (469-660 pro 100.000
Einwohner) [39]. In allen Regionen sind Frauen deutlich h&ufiger betroffen als Manner.

Durchschnittlich entspricht diese Gynédkotropie einem Verhaltnis von etwa 7:1 [40, 41].

1.4.2.1 Klassifikationskriterien des ACR
1980 stellte eine Expertenkommission der American Rheumatology Association (jetzt American

College of Rheumatology; ACR) im Rahmen einer groen 29 Zentren-umfassenden Studie in
den USA, Kanada und Mexiko mit 797 SSc-Patienten folgende allgemeine
Klassifikationskriterien (Tabelle 2) auf, die allerdings nicht der Diagnostik sondern der
Vergleichbarkeit und Standardisierung von SSc-Patienten in klinischen Studien dienen sollten.

Hauptkriterium e Sklerodermie proximal der Metacarpophalangealgelenke

Nebenkriterien o Sklerodaktylie
e Digitale Ulzerationen / Substanzverluste an den Fingern

(,,Rattenbissnekrosen*)

o Bibasilare Lungenfibrose

Tabelle 2: ACR-Klassifikationskriterien der SSc (1980) [42]

Danach gilt die Diagnose ,,Systemische Sklerose“ als gesichert, wenn mindestens ein
Hauptkriterium oder zwei und mehr Nebenkriterien erfillt sind. In dieser Studie konnte damit
die systemische Sklerose mit einer Sensitivitat von 97% und einer Spezifitdt von 98% detektiert

werden [42]. Nachteile dieser Klassifikation sind die geringe diagnostische Sensitivitat fir
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Patienten in einem Frihstadium der Erkrankung und fir Patienten mit einer limitierten
Krankheitsform (ISSc).

1.4.2.2 Klassifikation nach LeRoy und Metzger
Aufgrund der Heterogenitat der Auspragung Klinischer Manifestationen erfolgt die Einteilung

der systemischen Sklerose in verschiedene Untergruppen. Die in der Klinik gebréuchlichste
Klassifikation erstellten LeRoy und Medsger 1988 (weiterentwickelt 2001). Diese Klassifikation
teilt die systemische Sklerose nach definierten Diagnosekriterien in drei Untergruppen ein
(Tabelle 3). Die Unterteilung erfolgt dabei in eine limitierte Form (ISSc), in eine limitiert cutane
Form (IcSSc) und in eine diffus cutane Form (dcSSc) [43, 44].

Untergruppe Klassifikationskriterien

ISSc e Raynaud-Phanomen (objektiv gesichert)

e SSc-typische Nagel-Kapillariskopie oder SSc-typische Autoantikdrper
Oder

e Raynaud-Phanomen (subjektiv)

e SSc-typische Nagel-Kapillariskopie und SSc-typische Autoantikdrper

IcSSc Kriterien fur ISSc + Hautverénderungen der distalen Extremitéten

dcSSc Kriterien fur ISSc + Hautveranderungen der proximalen Extremitaten

Tabelle 3: Klassifikation nach LeRoy und Medsger (2001 )[43]

Friher haufig gebrauchlich war der Begriff des CREST-Syndroms, welches folgende Symptome
zusammenfasst:  Calcinosis  cutis, Raynaud-Phinomen, Osophagus-Motilitatsstorungen,
Sklerodaktylie, Teleangiektasien. Die nach LeRoy und Medsger definierte Form der limitierten
systemischen Sklerose umfasst diese Symptome, wobei diese nicht immer alle simultan

vorhanden sein missen, und hat damit den Begriff weitest gehend abgelost.

1.4.2.3 Klassifikationsempfehlung nach DNSS
Die Einteilung des Deutschen Netzwerkes fur Systemische Sklerose (DNSS) basiert zusatzlich

zu den Klassifikationskriterien von LeRoy und Medsger auf einer weiteren Differenzierung in
eine undifferenzierte Form der Erkrankung (UCTD), in die systemische Sklerose sine
Skleroderma und in Sklerodermie-Overlap-Syndrome. Die von LeRoy und Medsger
vorgeschlagenen Unterteilung in eine limitierte SSc und in eine limitiert cutane SSc wird nach
den Empfehlungen des DNSS in einer Gruppe unter dem Namen der limitierten SSc
zusammengefasst. Die nachfolgende Tabelle 4 gibt einen Uberblick tber die verschiedenen
Untergruppen und die dazugehorigen Klassifikationskriterien.
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Untergruppe | Klassifikationskriterien

Limitierte SSc o Distale Sklerose der Haut bis max. Ellenbogen oder Knie
e Sklerose der Gesichtshaut méglich
e Raynaud-Ph&nomen (RP) haufig seit mehreren Jahren

e meist ACA positiv

Diffuse SSc e Sklerose der Haut proximal der Akren (Stamm, Rumpf, Gesicht)
e RP meist weniger als ein Jahr bestehend

e hdufig Anti-topo I-AK positiv

SSc sine e Raynaud-Ph&nomen
Skleroderma e Beteiligung innerer Organe (Lunge)
e SSc-typische Autoantikorper

e keine oder nur geringe Hautbeteiligung

Overlap- e SSc (entsprechend der ACR-KTriterien)

Syndrome e weitere nicht organspezifische Autoimmunerkrankung oder Hauptsymptome
einer solchen Erkrankung

UCTD e Raynaud-Ph&nomen

e mindestens ein mit SSc-assoziiertes Symptom und/oder SSc-typische

Autoantikorper

e ACR-Kriterien nicht vollstandig erfullt

Tabelle 4: Klassifikationsempfehlungen des DNSS

1.4.2.3 Pathogenese
Die Pathogenese der systemischen Sklerose ist nach wie vor nur unzureichend bekannt. Drei

Komponenten haben auf die Entstehung einen maRgebenden Einfluss. Dies sind eine
Bindegewebsentziindung und -fibrose, GefalBverdnderungen sowie eine UberschielRende
Aktivierung des Immunsystems [45, 46]. Ob die dabei auftretenden Antikérper eine
pathogenetische Rolle spielen ist noch unklar [2, 40, 47].

Erste pathologische Verénderungen, die schon vor der manifesten Sklerose der Haut stattfinden,
sind Sché&den an den Endothelzellen, die Zerstérung der Mikrostruktur der GefédRwand und die
darauffolgende Infiltration mit inflammatorischen Immunzellen [48].

Histologisch zeigt sich zu Beginn eine fibrinoide Nekrose der kleinen HautgeféRe, die sich spater
durch Myozytenproliferation zu einer obstruktiven Gefal¥fibrosierung entwickelt. Weiterhin
kommt es zu einer Rarefizierung der Kapillaren und einer Intimaproliferation der Arteriolen. Die
genaue Pathogenese der GefaBveranderungen ist noch unklar. Initial soll eine

Endothelschddigung mit Verarmung von vasodilatativen Mediatoren, vor allem
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Stickstoffmonoxid (NO), sowie ein Thrombozytenverbrauch mit vermehrter Freisetzung von
Thrombozytenwachstumsfaktor (PDGRF) vorliegen [49]. Diese Endothelschadigung flhrt zur
Gewebehypoxie und damit Apoptose von Endothelzellen sowie zu einem WVerlust der
Barrierefunktion des Endothels mit konsekutiver Odembildung und zur Prasentation von
subendothelialer Matrix. Dies 16st eine Verschiebung der Balance zwischen vasokonstriktiven
und vasodilatativen Faktoren zugunsten der vasokonstriktiven aus. Zudem setzt die
Endothelaktivierung einen Koagulationsstimulus und fihrt zu einer Aktivierung des
Gerinnungssystems und gestorten Fibrinolyse [50]. Die wichtigsten an der Pathogenese
beteiligten Immunzellen sind aktivierte T-Lymphozyten, welche durch die vermehrte Produktion
von Botenstoffen, sogenannten Zytokinen, die Gewebefibrose und GefalRschaden beeinflussen
[51]. Gonzalez-Amaro et al. konnten in vitro zeigen, dass die durch mononukledre Immunzellen
gebildeten Zytokine von SSc-Patienten die Fibroblastenaktivierung und -proliferation sowie die
Protein- und Kollagensynthese fordern [52]. Insbesondere durch von Makrophagen und T-
Lymphozyten gebildete proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-1 (IL-1), IL-2, IL-4, IL-6,
IL-8, tumor-necrosis-factor-beta (TNFbeta) und platlet-derived-growth-factor (PDGRF) werden
die Fibroblasten— und Endothelzellfunktionen moduliert [53]. Aktivierte T-Lymphozyten
stimulieren darlber hinaus B-Lymphozyten zur Antikorperproduktion, welche sich unter
anderem gegen die préasentierte subendotheliale Matrix und die Zellbestandteile der

apoptotischen Zellen richten.

Umwelteinflusse Genetische Faktoren

T-Lymphozyten-

Aktivierung .‘ ; I Endothelschaden |
Zytokinfreisetzung Immunsystem > Sysslt(le:;(;he < GefalRveranderungen Entziindung

Antikérperbildung | Vasokonstriktion |

Bindegewebe

Fibroblastenproliferation| | Kollagensynthese

Abbildung 1: Pathoatiogenese der systemischen Sklerose

Bei der Entstehung der systemischen Sklerose spielen Umweltfaktoren, Hormone und Genetik
eine wichtige Rolle [3]. So traten der systemischen Sklerose &hnliche Verénderungen bei
Personen auf, die bestimmten Umwelteinfliissen ausgesetzt sind. Es erkrankten zum Beispiel

gehauft Arbeiter in Kohlegruben und Goldminen, die verstarkt im Boden vorkommenden
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Silikaten ausgesetzt waren. Auch fand man Assoziationen zwischen dem Auftreten der
systemischen Sklerose und der Exposition mit aromatisierten Kohlenwasserstoffen. 1981
erkrankten in Spanien fast 20.000 Menschen an einer systemischen Sklerose nach dem Verzehr
von Anilin-verunreinigtem Rapsol.

Die Infektion mit verschiedenen Viren, zum Beispiel Cytomegalieviren (CMV) und Retroviren,
wird ebenfalls als Einflussfaktor diskutiert. Durch seine Féhigkeit Endothelzellen zu infizieren
wird dem CMV eine Rolle bei der initialen Gefallschadigung zu geschrieben. Durch die
Infektion mit CMV erfolgt eine Immunantwort, die potentiell eine autoimmune Komponente
enthéalt. Antikorper gegen CMV sind in der Lage die Apoptose von Endothelzellen
hervorzurufen, da sie mit dem Integrin-NAG-2 Proteinkomplex auf der Endothelzelloberflache
reagieren, was zur Apoptose flihren kann [54].

Die These einer  zugrundeliegenden  genetischen  Pradisposition  wird  durch
Familienuntersuchungen bestéarkt. In Familienanalysen konnte eine H&ufung der systemischen
Sklerose in betroffenen Familien sowie eine Koexistenz von systemischer Sklerose und anderen
Autoimmunerkrankungen gezeigt werden [55, 56]. Schon lange sind Assoziationen zwischen
dem Vorkommen bestimmter HLA-Allele und der systemischen Sklerose bekannt [57]. Dabei
konnte gezeigt werden, dass bestimmte Allele auch mit dem Vorkommen bestimmter
Autoantikorper vergesellschaftet sind. So wurde bei Patienten mit Anti-Centromer-Antikdérpern
haufig das Vorkommen von HLA-DRB1 und bei Patienten mit Anti-Topoisomerase |-
Antikdrpern zusatzlich von HLA-DRQL berichtet [4].

1.4.2.4 Klinik
Die systemische Sklerose ist eine sehr heterogene Erkrankung, bei der neben einer Beteiligung

der Haut nahezu alle Organkompartimente betroffen sein kdnnen (siehe Abbildung 3).

Die Hautbeteiligung ist bei der systemischen Sklerose meist das diagnostisch fiihrende
Symptom, dabei sind vor allem die Hande und Fife, seltener der Stamm betroffen. Das
Frihstadium der Sklerosierung ist durch eine 6dematése Schwellung der Hénde (,,puffy hands®)
gekennzeichnet, die sich spéater zu einer Induration und Verdickung der Haut entwickeln kann
(siehe Abbildung 2A). Durch eine zunehmende Fibrosierung der Hautsepten wird die Haut
unverschieblich gegenliber den darunterliegenden Geweben und es koénnen sich zunehmend
Flexionskontrakturen der Finger (,,Madonnenfinger*) entwickeln. Die Haut ist sehr trocken,
nimmt dabei aber ein wachsartiges Aussehen an. Subkutane Kalkablagerungen, die sogenannte
Calcinosis cutis, treten gehduft an Handen und Unterarmen auf. Weiterhin kénnen trophische

Storungen der Hautanhangsgebilde, wie Oncholysen und sprode Haare hinzukommen.
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Im Gesicht zeigt sich die zunehmende Sklerosierung des Bindegewebes durch eine verkleinerte
Mundoffnung (Mikrostomie) mit radiérer Faltelung (,,Tabaksbeutelmund*), eine Verkirzung und
Fibrosierung des Zungenbé&ndchens, sowie eine eingeschrankte maskenhafte Mimik bis hin zur
Amimie (Abbildung 2C).

Nahezu 100% der Patienten mit systemischer Sklerose erkranken an einem Raynaud-Ph&anomen,
einer vasospastischen Durchblutungsstorung, die bei der systemischen Sklerose zusatzlich durch
die strukturellen Alterationen der kleinen Gefél3e begunstigt wird. Kélte oder Stress kdnnen als
auslosende Faktoren mitwirken. Durch arterielle GefélRspasmen kommt es zu einem
schmerzhaften Weillwerden der Finger, mit anschlielender hypoxamischer livider Verfarbung
und konsekutiver reaktiver Hyperdmie (Tricolore-Ph&nomen). Dieses Phdnomen tritt hdufig

schon Jahre vor Beginn der eigentlichen Hautbeteiligung auf. [58]

Abbildung 2: Darstellung typischer klinischer Aspekte bei Patienten mit SSc; A — ,,puffy hands* (6dematdse Schwellung

der Finger mit beginnender Sklerosierung); B — ,,Rattenbissnekrose“ an Dig. 2 (digitale Ulzeration); C — Mikrostomie
und ,,Tabaksbeutelmund*[59]

Vasospastische Durchblutungsstérungen kdnnen méglicherweise auch an den inneren Organen
wie Niere, Herz und Magen-Darmtrakt, als Raynaud-Phdnomen der inneren Organe, auftreten.
Ischdmische  Nekrosen besonders an den Akren der Extremitdten, sogenannte
,,Rattenbissnekrosen (vergleiche Abbildung 2B), treten als Folge der Mitbeteiligung von
GeféaRBen im Rahmen der fibrotischen GefélRverdnderungen und von Mikroembolien auf. Diese
schlecht heilenden Wunden kdnnen zu regelrechten Substanzverlusten an den Fingerkuppen und
Zehen fuhren.

Eine Mitbeteiligung des Bewegungsapparates fuhrt zu Arthralgien und Arthritis mit
Tendosynovitis sowie zu Myalgien und Myopathien mit Muskelschwéache bis zur
Muskelatrophie.
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Haut Gefale

Gastrointestinaltrakt Lunge

Systemische
Sklerose

Bewegungsapparat Nervensystem

Herz Niere

Abbildung 3: Beteiligung der verschiedenen Organkompartimente bei der SSc

Die Beteiligung des Gastrointestinaltraktes kann in allen Darmabschnitten auftreten, dabei
fuhren die sklerosierenden Verénderungen vor allem zu einer eingeschrankten Motilitat. Ist der
Osophagus betroffen, so auBert sich dies klinisch am ehesten durch Schluckbeschwerden
(Dysphagie) und sekundarer Refluxdsophagitis. Die Beteiligung des Magens &ufert sich vor
allem durch eine eingeschrankte Magenentleerung (Gastroparese). Klinisch geben die Patienten
Vollegefiihl, Ubelkeit und Erbrechen an. Motilititsstorungen des Diinndarms und des Kolons
zeigen sich vor allem durch Diarrhd oder Obstipation. Im Allgemeinen stellen sich Patienten mit
Beteiligung des Gastrointestinaltraktes haufig mit Appetitlosigkeit, Gewichtsverlust und
abdominalen Schmerzen vor.

Patienten mit systemischer Sklerose leiden auch vermehrt am sogenannten Sicca-Syndrom, bei
dem es durch eine Verringerung der Sekretbildung serdser und mukdser Drisen zu trockenen
Schleimhauten im Mund und in den Augen sowie zu Verdauungsstorungen auf Grund der
Verringerung von Verdauungssaften kommt.

Die Beteiligung der Lunge ist die haufigste Todesursache bei Patienten mit systemischer
Sklerose [60] . Bei der Lungenbeteiligung wird zwischen der Lungenfibrose und der pulmonalen
arteriellen Hypertonie (PAH) unterschieden. Unter der Lungenfibrose versteht man die
Fibrosierung des interstitiellen Bindegewebes mit nachfolgender Reduktion der
Lungencompliance. In Lungenfunktionstests &uBert sich das in einer restriktiven
Ventilationsstorung mit Verminderung der Vitalkapazitat und dem totalen Lungenvolumen.
Besonders typisch fur die systemische Sklerose ist die bibasale Lungenfibrose.

Die PAH wird einerseits verursacht durch ein Ungleichgewicht zwischen vasodilatatorischen

und vasokonstriktiven Mediatoren zu Gunsten der vasokonstriktiven, besonders des Endothelin-
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1, sowie durch Endothelzellproliferation und Hypertrophie der glatten Gefalmuskulatur.
Anderseits kann sie Folge einer interstitiellen Bindegewebsfibrose im Rahmen einer
Lungenfibrose sein. Man spricht von einer PAH, wenn der intraluminale Druck im
Rechtsherzkatheter in Ruhe einen Wert von 25mmHg und in der Herzechokardiographie von
30mmHg uberschreitet. Patienten mit einer Lungenbeteiligung beklagen vor allem Dyspnoe und
verminderte Leistungsfahigkeit.

Die Beteiligung des Herzens kann sich durch eine diastolische Dysfunktion, Reduktion der
Auswurfleistung, Erregungsbildungs- und Erregungsleitungsstérungen, Kardiomyopathien oder
Perikardergtissen, die nicht durch andere Ursachen erklart werden kdnnen, zeigen.

Sowohl unspezifische Veranderungen wie erhéhtes Serum-Kreatinin (tber 1,0mg/dl), Proteinurie
und renale arterielle Hypertonie als auch die SSc-spezifische renale Krise werden im Sinne einer
Nierenbeteiligung gewertet. Renale Krisen sind charakterisiert durch das Auftreten von renalen
Mikroangiopathien zum Teil vergesellschaftet mit einer hdmolytischen oder renalen Andmie, die
zu progressivem Nierenversagen und maligner Hypertension fuhren [61, 62].

Eine Beteiligung des Nervensystems ist selten, kann sich aber durch das Vorkommen eines

Karpaltunnelsyndroms, einer Trigeminusneuralgie oder einer Polyneuropathie auf3ern.

1.4.2.5 Therapie
Fur die systemische Sklerose stehen aktuell keine kausalen Therapieoptionen zur Verfligung, da

die Ursachen der Erkrankung noch nicht vollstdndig bekannt sind. Eingesetzt werden
antiinflammatorische und immunsupprimierende Medikamente wie steroidale Glukokortikoide,
Methotrexat, Cyclophosphamid, Azathioprin und Ciclosporin A. Héufig erfolgt die Einstellung
der Patienten auf eine Kombinationstherapie von Glukokortikoiden und einem weiteren
immunmodulierenden Medikament. Eine erfolgreiche Verlangsamung der Progression der
Fibrosierung konnte allerdings nur selten nachgewiesen werden [61, 63].

Die symptomatische Therapie steht bei der Behandlung der Patienten daher im Vordergrund. Zur
Verbesserung der Durchblutungs- und trophischen Stérungen werden vasoaktive Substanzen,
wie Kalziumantagonisten, Angiotensin-Converting-Enzym-Inhibitoren (ACE-Inhibitoren) und
Rheologika, zum Beispiel Pentoxifyllin eingesetzt. Auch der Einsatz der Infrarot-A-
Hyperthermie zur Férderung der Durchblutung wird diskutiert.

Die Einfiihrung von ACE-Inhibitoren zur Therapie von vaskuldren Komplikationen, vor allem
bei renalen Krisen flihrte zu einer signifikanten Reduktion der Mortalitat [63]. Kalzium-

Kanalblocker sowie ACE-Inhibitoren werden auch bei myokardialer Komponente eingesetzt.
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Prostazykline und Endothelin-1-Antagonisten kdnnen zu einer Verringerung bzw. zu einem
Progressionsverlangsamung der pulmonalen Hypertension fihren [61]. Der Einsatz von
Cyclophosphamid als Immunsuppresivum allein oder in Kombination mit Kortikosteroiden bei
Patienten mit Lungenfibrose und Alveolitis wird kontrovers diskutiert, da durchgefuihrte Studien
zu keinem einheitlichen Ergebnis kamen [64]. Zusatzlich zur medikamenttsen Therapie werden
zum Erhalt oder =zur Besserung von Beweglichkeit begleitende physikalische
TherapiemalRnahmen, Warmeanwendungen und Bewegungsiibungen eingesetzt.

Zusammenfassend kann sicher gesagt werden, dass bei der Variationsbreite und Symptomvielfalt
der systemischen Sklerose ein breitgefachertes und individuelles Therapieregime angestrebt
werden sollte. Wobei nicht alle Patienten Immunsuppressiva bendtigen, aber sehr viele von einer

vasoaktiven Therapie profitieren.
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1.5 ZIELSTELLUNG

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, das Vorkommen bestimmter Autoantikdrper bei Patienten

mit systemischer Sklerose und deren Assoziationen zu klinischen Merkmalen zu untersuchen,

um Haufigkeiten und Risikogruppen auf zu decken.

Folgende Fragestellungen sollen durch die Analysen in der Forschungsarbeit eine Beantwortung

finden.

1. Pravalenzermittlung von Antikérpern gegen SSc-assoziierte Autoantigene und die Analyse
von moglichen Assoziationen zu klinischen Manifestationen

2. Bewertung des diagnostischen Wertes von Anti-Topoisomerase I-Antikdrpern und der
Vergleich von Enzym-linked-Immunoadsorbent-Assay (ELISA) und Line-Immunoblot-
Assay (LIA) zur Antikorperbestimmung

3. Bewertung des diagnostischen Wertes verschiedener Anti-Pm/Scl-Antikorper bei der
systemischen Sklerose

4. Bewertung des diagnostischen Wertes von Anti-CENP-B- und Anti-CENP-A-Antikdrpern

5. Bewertung des Nutzens eines Einsatzes eines neu entwickelten Line-Immunoblot-Assays
(LIA) zur breitgefacherten Analyse verschiedener Autoantikorper bei der systemischen
Sklerose

Die Analyse der Assoziationen der bestimmten Antikorper mit dem klinischen Bild der Patienten

setzt eine gut charakterisierte Kohorte voraus, deren Daten standardisiert und einheitlich

zusammengetragen wurden. Zu diesem Zweck nutzt die vorliegendene Forschungsarbeit als

Grundlage das monozentrische Patientenkollektiv der Klinik fur Rheumatologie und klinische

Immunologie sowie der Spezialambulanz fur systemische Sklerose der Charite, Berlin, deren

Assessment auf anerkannte einheitliche Empfehlungen und Kriterien beruht, welche im

Abschnitt ,,Material und Methoden* dargestellt werden. Um die Wertigkeit der gefunden

Ergebnisse diskutieren zu konnen, wird im ersten Schritt daher eine Analyse der

Kohorteneigenschaften vorgenommen und die Kohorte charakterisiert.

Neben der Prdvalenz der einzelnen Antikorper soll das konkordante Vorkommen dieser

untersucht werden. Daruberhinaus werden die Ergebnisse der Prdavalenz der verschiedenen

Nachweismethoden miteinander verglichen. Die anschlieBende Analyse der Assoziationen der

Antikorper mit klinischen Merkmalen beruht auf den Ergebnissen des Line-Immunoblot-Assays

und erfolgt in Einzeldarstellung jedes Antikorpers. Abschlielend soll untersucht werden, ob bei

den Patienten mit systemischer Sklerose der Nachweis keiner Antikorper sowie mehrerer

Antikdrper im Serum eine besondere diagnostische Wertigkeit besitzt.
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2. MATERIAL UND METHODEN

Im folgenden Abschnitt werden die verwendeten Materialien, Methoden und grundlegenden
Definitionen fur das Erreichen der Zielstellung der Arbeit vorgestellt. Als Grundlage dienen die
ausgewahlte Patientenkohorte und unterschiedliche statistische Testverfahren. Dartiberhinaus
werden die fur die Antikdrperbestimmung genutzten Testverfahren erléautert.

2.1 PATIENTENKOHORTE

Im Folgenden wird, die der Arbeit zugrundeliegende Patientenkohorte der Medizinischen Klinik
mit Schwerpunkt Rheumatologie und klinische Immunologie der Charite, Berlin, sowie deren

Erfassung beschrieben.

2.1.1 ASSESSMENT DER KOHORTE

Im Zeitraum von Januar 2004 bis Mai 2007 wurden die klinischen und serologischen Daten von
295 Patienten der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Rheumatologie und klinische
Immunologie der Charite, Berlin, im Rahmen dieser Studie analysiert. In die Untersuchungen
wurden Patienten eingeschlossen, die die Kriterien des American College of Rheumatology [42]
flr die systemische Sklerose erfullen.

Von den anfanglich 295 untersuchten Patienten wurden im Laufe der Datenrecherche 15 aus den
weiteren Analysen ausgeschlossen. Bei sieben Patienten, die urspringlich als SSc-Patienten
eingeordnet waren, stellte sich wahrend der Verlaufskontrolle heraus, dass sie eher anderen
rheumatischen Erkrankungen zugeordnet werden mussten. Bei sechs Patienten konnte auf Grund
von Wegzug oder Umzug keine ausreichende Verlaufsbeobachtung durchgefihrt werden. Zwei
Patienten waren in der Datenbank doppelt erfasst, so dass nur die Daten vom jeweiligen
Erstkontakt weiter verwendet wurden. Um mdgliche Verédnderungen im Antikorperstatus im
Verlauf der Erkrankung auszuschlielen, wurden in die Auswertung nur Patienten
eingeschlossen, bei denen der Zeitraum von Klinischem Assessment und Blutentnahme zur
Antikorperbestimmung maximal ein Jahr betrug.

Fir die folgenden Analysen wird daher eine Kohorte von 280 Patienten herangezogen.
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2.1.2 VERLAUFSKONTROLLE

Der Beobachtungszeitraum der Patienten betrug im Durchschnitt 24,6 Monate (Maximale Dauer:
52 Monate, minimale Dauer: 18 Monate). Neben Alter und Geschlecht wurden das
Erstmanifestationsalter, die Krankheitsdauer, die Familienanamnese fir rheumatische
Erkrankungen und 26 klinische Parameter erfasst.

Dafur wurden folgende Untersuchungen (vergleiche Tabelle 5) durchgefiihrt. Von 65 zuféllig
ausgewahlten Patienten erfolgte eine zweite Blutentnahme zur Antikdrperbestimmung im
Verlauf des Beobachtungszeitraumes, dabei wurden die ersten Patienten aus der Liste,

unabhéngig von Alter, Geschlecht und Krankheitsform gewéhit.

Erstuntersuchung und Verlaufskontrolle (alle 12 Monate)

e Anamnese und Patientenerfassung mittels DNSS-Patientenerfassungsbogen (Aktualisierung
alle 12 Monate)

e Serumabnahme flr Zentrallabor Aachen (1x 10ml fur Verlaufsparameter Fibrose, 1x 5ml
EDTA-BIut); Urin-Kontrolle (10ml Spontanurin)
¢ Labor: Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG), Blutbild, Kreatininkinase, GFR

e Befundbogen ,,Diagnostik peripherer Gefalle*
e mMRSS*

e Untersuchung auf Teleangiektasien, Calcinosen und Sehnenreiben

e Urinstix-Untersuchung, Gesamtproteingehalt, Kreatinin-Clearence

¢ Lungenfunktion mit Diffusionskapazitat (Bodyplethysmographie)

e Echokardiographie, Rechtsherzkatheteruntersuchung bei PAP > 35mmHg
e Rontgen -Thorax, ggf. HR-CT
e EKG

e Ggf. bei besonderer Indikation Spezialuntersuchungen wie BAL, Langzeit-Blutdruckmessung,

Osophagogastroduodenoskopie, Nierensonographie, Osophagusmanometrie

Tabelle 5: Auszug aus den Kriterien des DNSS zur Erstuntersuchung und Verlaufskontrolle von Patienten mit SSc; *
mRSS = modified Rodnan Skin Score

2.1.3 KLINISCHE PARAMETER

Bei den Patienten der Kohorte wurden verschiedene klinische Parameter untersucht und in einer
Datenbank erfasst. Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick (ber die erfassten Daten (Tabelle
6). Mit Ausnahme der metrisch skalierten Daten wurden alle Werte entweder als pathologisch

oder normal erfasst.
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Datenerfassungsbereich Erfasste Daten
e Allgemeine Patientendaten » Alter, Geschlecht, Datum der Erstdiagnose,
Vorstellungsdatum, Familienbeteiligung, Unterform
der SSc
e Hautbeteiligung » MRSS, Digitale Ulzerationen
o GefaRbeteiligung » Raynaud Phanomen
e Lungenbeteiligung > Dyspnoe,
» Lungenfunktionswerte: Restriktion (FVC), PAH,
Diffusionskapazitat (DLCO-SB)
e Herzbeteiligung » EKG-Verdnderungen, Diastolische  Dysfunktion,
Palpitationen
e Beteiligung des » Dysphagie, Gastrodsophagealer Reflux, Diarrhd,
Gastrointestinaltraktes Obstipation, Véllegefuhl, Meteorismus
e Nierenbeteiligung » Proteinurie, Renale Krisen, Kreatinin-Clearance
e Beteiligung des » Muskelschwdche und -atrophie, Gelenkkontrakturen,
Bewegungsapparates Synovisitis, CK-Erhéhung
o Beteiligung des Nervensystems » Polyneuropathie, Trigeminusneuralgie
e Entziindungsparameter » BSG
e Sicca-Symptomatik
e Aktivitatsscore

Tabelle 6: Kategorien der Datenerfassung

2.1.4 KONTROLLGRUPPEN

Zusétzlich zu den Serumproben der Patienten mit systemischer Sklerose wurden 259
Kontrollproben analysiert, welche sich wie folgt zusammensetzen: Patienten mit Sjogren-
Syndrom (SS; n=49), mit systemischen Lupus erythrematodes (SLE; n=72), mit rheumatoider
Arthritis (RA; n=88) und 50 gesunde Blutspender. Die Diagnosestellung der Kontrollpatienten
erfolgte nach etablierten standardisierten international anerkannten Klassifikationskriterien [65-
67]. Die Analyse der Kontrollseren erfolgte verblindet und in gleicher Weise wie die der
Verumproben.

2.1.5 ETHIKVOTUM

Zur Durchfihrung der wissenschaftlichen Analysen wurde ein positives Votum der

Ethikkommission erteilt. Alle Patienten wurden schriftlich und mindlich Uber die Teilnahme an
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einer wissenschaftlichen Studie informiert und gaben ihr schriftliches Einverstdndnis zur
anonymisierten Erfassung und Auswertung ihrer klinischen und serologischen Daten.
Antragsnummer des Ethikvotums: EA1/013/705

2.2 GRUNDLAGEN DER KOHORTENCHARAKTERISIERUNG

Im folgenden Abschnitt werden die methodischen Festlegungen und Definitionen fir die

Auswertung der erhobenen Patientendaten dargestellt.

2.2.1 GRUPPIERUNG DER PATIENTEN NACH DNSS

Die Einteilung der Patienten in verschiedene Unterformen der systemischen Sklerose erfolgte im
Rahmen dieser Arbeit nach den Empfehlungen des DNSS in eine limitierte Form (ISSc), in eine
diffuse Form (dSSc), in die systemische Sklerose sine Skleroderma (SScSS), in Overlap-
Syndrome und in die undifferenzierten Bindegewebserkrankungen (UCTD; vergleiche Tabelle 4)
[68]. Dabei erfolgte die Zuordnung zur Gruppe der diffusen und limitierten systemischen
Sklerose nach der maximalen Ausdehnung der Hautsklerosierung wahrend des
Krankheitsverlaufes [44]. Als Overlap-Syndrom, einschlielich der mixed connective tissue
diseases (MCTD), wurden Patienten klassifiziert, die klinische Merkmale der systemischen
Sklerose und daruberhinaus auch anderer rheumatischer Erkrankungen aufwiesen [69]. Die
systemische Sklerose sine Skleroderma wurde definiert wie es von Rodnan 1962 beschrieben
wurde [70] und schlief3t Patienten ein, die SSc-typische Veranderungen, aber keine oder nur eine
geringe Hautbeteiligung aufweisen. Als 5. Untergruppe wurden die undifferenzierten
Bindegewebserkrankungen (UCTD) unterteilt. In diese Gruppe wurden Patienten eingeordnet,
welche ein Raynaud-Phanomen und daruberhinaus typische Merkmale der systemischen
Sklerose, wie eine arterielle pulmonale Hypertonie oder ,,puffy hands“ aufwiesen, ohne die
Kriterien des ACR vollstandig zu erfillen [71, 72].

2.2.2 BEURTEILUNG DER DERMALEN MANIFESTATIONEN

Die Beurteilung der sklerotischen Hautveranderungen erfolgte mit Hilfe des modifizierten
Rodnan Skin Score (mRSS) [73, 74]. Dabei wird durch Palpation 17 verschiedener Korperareale

das Ausmal der Fibrosierung bestimmt. Je nach Ausdehnung und Grad der Fibrosierung ergibt
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sich dabei ein Punktwert zwischen 0 und 51. Je hoher der Fibrosierungsgrad, desto héher der
Punktwert im mRSS.
Digitale Ulzerationen wurden definiert als Substanzverlust der Epidermis und Dermis in einer

GroRe von mindestens 2 mm Durchmesser an den distalen Phalangen der Finger.

2.2.3 BEURTEILUNG DER KARDIALEN MANIFESTATIONEN

Als eine positive Herzbeteiligung wurde das Vorhandensein von mindestens zwei der folgenden
Symptome, sofern sie nicht durch andere Erkrankungen auler der systemischen Sklerose
verursacht wurden, gewertet: eine in der Echokardiographie gesicherte diastolische Dysfunktion,
Erregungsleitungsstorungen, eine Kardiomyopathie, eine verminderte Ejektionsfraktion,
Klappenfunktionsstorungen, z.B. Trikuspidalinsuffizienz oder ein Perikarderguss.

2.2.4 BEURTEILUNG DER PULMONALEN MANIFESTATIONEN

Eine PAH wurde angenommen, wenn entweder in der Rechtsherzkatheteruntersuchung ein
mittlerer Pulmonalarteriendruck (PAP) von mehr als 25 mmHg in Ruhe und mehr als 30 mmHg
bei Belastung oder in der Echokardiographie ein systolischer pulmonal-arterieller Druck gréfier
40 mmHg gemessen wurde.

Das Vorhandensein einer Lungenfibrose wurde entweder in der Réntgenaufnahme des Thorax
oder in der thorakalen High-Resolution-Computertomographie (HR-CT), entsprechend den
ACR-KTriterien als bibasale Lungenfibrose, nachgewiesen.

Zur Bewertung der Lungenfunktion wurden die forcierte Vitalkapazitdit (FVC) und die
Diffusionskapazitat fiir CO (DLCO-SB) in der Single-Breath-Methode herangezogen.

2.2.5 BEURTEILUNG DER RENALEN MANIFESTATIONEN

Als vorhandene Nierenbeteiligung wurden entweder das Auftreten einer eingeschrénkten
Nierenfunktion, einer renalen Hypertonie, einer Proteinurie oder eine aktuelle bzw. in der
Vorgeschichte bekannte renale Krise angesehen, die nicht auf eine andere Erkrankung
zurtickzufuhren sind. Dabei ist die renale Krise als akutes Auftreten eines arteriellen Hypertonus

mit akutem Nierenversagen ohne andere ursachliche Erkrankung definiert.
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2.2.6 BEURTEILUNG DER KRANKHEITSAKTIVITAT

Die Krankheitsaktivitat wurde mit Hilfe des EUSTAR-AKktivitatsindices ermittelt [75, 76].
Dieser setzt sich aus folgenden Punkten in unterschiedlicher Wichtung zusammen. Einbezogen
werden das Ausmal der Hautveranderungen (mRSS und Sklerddem), der digitalen Ulzerationen,
der entziindlichen Gelenkveranderungen sowie der pathologischen Lungenfunktionswerte. Eine
besondere Wichtung erhalten die Fragen nach einer Verschlechterung der Haut-, GefaR-, Herz-
und Lungensymptomatik im Zeitraum des letzten Monats vor der Befragung. Darlberhinaus

wird die Hohe von Entziindungswerten (BSG) im Blut mit einbezogen.
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2.3 GRUNDLAGEN DES ANTIKORPERNACHWEISES

Fur die vorliegende Studie wurden verschiedene Autoantikérper in den Seren der Patienten der

Kohorte bestimmt.

2.3.1 TESTMETHODEN UND DURCHFUHRUNG

Fur die Analyse wurden SSc-spezifische Antikérper (ACA und Anti-topo-1-AK) sowie
Antikorper, die bei anderen rheumatischen Erkrankungen und Manifestationen beschrieben
worden sind (Anti-Pm/Scl-AK, Anti-Ku-AK, Anti-hpopl-AK, Anti-rpp38-AK), ausgewahlt.
Nach Abnahme der Blutproben erfolgte die Aufbewahrung der Seren bei -20°C. Die
Antikorperbestimmung wurde mit Hilfe von kommerziell erhaltlichen CE-zertifizierten
Testsystemen der Firma EUROIMMUN AG, Libeck, durch diese durchgefuhrt.

Erstens erfolgte die Bestimmung der gewéhlten Antikérper mit dem Line-Immunoblot-Assay
(LIA, EUROLINE). Die dafur genutzten rekombinant in E.coli oder Baculovirus hergestellten
Antigene sind DNA-Topoisomerase I, CENP-A, CENP-B, Pm/Scl-75c, Pm/Scl-100, Ku, hpopl,
rpp38. Zweitens erfolgte die Bestimmung von Anti-CENP-B- und Anti-Topoisomerase |-
Antikdrpern mit Hilfe eines Enzym-linked-immunosorbent-Assay (ELISA), der ebenfalls von
EUROIMMUN AG, Lubeck, entwickelt wurde und kommerziell erhéltlich ist. Drittens wurde
als unspezifische Antikorper-Screeningmethode ein indirekter Immunfluoreszenztest mit allen
Seren durchgefihrt.

Auf Grund der technischen Voraussetzungen und Kapazitaten konnten nicht alle Antikorper mit
allen Analysemethoden nachgewiesen werden.

Alle Antikorperbestimmungen wurden verblindet durch erfahrenes wissenschaftliches Personal
durchgefuhrt, ohne Kenntnis der jeweilig zugrundeliegenden Erkrankung und Kklinischen

Manifestation.

2.3.2 LINE-IMMUNOBLOT-ASSAY (LIA)

Der Line-Immunoblot-Assay ist eine semi-quantitative Nachweismethode humaner Antikorper
der Immunglobulinklassen 1gG, IgA und IgM im Serum oder Plasma. Nach einer

Affinitatsaufreinigung erfolgt die Auftragung der rekombinant hergestellten Antigene in
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spezifischen Verdinnungen auf Nitrozellulosemembranen. Diese beschichteten Membranen
werden anschliefend auf einem festen Tragermaterial fixiert.

Zur Detektion von Antikdrpern im Serum eines Patienten, werden die Teststreifen im ersten
Analyseschritt mit den Patientenproben inkubiert. Bei positiven Proben binden sich die darin
enthaltenen Autoantikérper an die jeweiligen spezifischen, an die Membran gebundenen
Antigene. Zur Darstellung dieser gebundenen Antikorper wird im zweiten Analyseschritt der
Teststreifen mit einem Enzym-markierten Anti-Human-1gG (Enzymkonjugat) inkubiert, welches
durch eine anschlieBende enzymkatalysierte Farbreaktion sichtbar gemacht wird. Die
Signalintensitat (Graustufen) wird anschlielend mittels Flachbettscanner ermittelt und
standardisiert mit einem Computerprogramm (EUROLIineScan) ausgewertet.

Als Antikorper positiv wurden nach Vorgaben des Herstellers Signalstarken gréRer gleich 6

Units gewertet.

Membran mit &ntigen

spezifischer humaner
Antikdrper

AP-
markierter
Anti-
Hurnan-
Antikdrper

Substrat

Farbstoff

Abbildung 4: Prinzip des LIA. An einem mit Antigenen-beschichteten Membranstreifen binden sich spezifische humane
Antikorper. Im zweiten Schritt werden diese Antikdrper von einem mit Alkalischer-Phosphatase-markierten Anti-
Human-1gG-Antikdrper gebunden. Die Ermittlung der Antikorpertiter erfolgt durch densidometrische Messung des

durch das Enzym umgesetzten Substrates. EUROIMMUN AG

EUROIMMUN  Eememwmes

Sklerodermie-EURCLINE

5

CENP-B
CENP-A
rpp3g
hlpopl
Kontrolle

Anti-topo |
Ku

Pm/Scl-100
Pm/Scl-75

Abbildung 5: Beispiel fir einen mit verschiedenen Antigenen beschichteten Line-lmmunoblot-Assay, EUROIMMUN AG
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2.3.3 ENZYM-LINKED-IMMUNOADSORBENT-ASSAY (ELISA)

Der ELISA dient der quantitativen Bestimmung humaner Antikorper.

Im ersten Schritt werden in Mikrotiterplatten, in denen sich an die Festphase gebundene
Antigenen befinden, Patientenproben hineingegeben. Bei positiven Proben binden sich die darin
enthaltenen Autoantikorper an die jeweiligen spezifischen, an die Festphase-gebundenen
Antigene. Nach einem Waschgang wird zur Darstellung der gebundenen Antikorper im zweiten
Analyseschritt mit einem Peroxidase-markierten Anti-Human-lgG (Enzymkonjugat) inkubiert.
Nach einem weiteren Waschvorgang, bei dem nichtgebundene Antikdérper entfernt werden, kann
das an den Zweitantikorper gebundene Enzym die Umsetzung eines zugegebenen geeigneten
Substrates katalysieren. Die dabei entstehende Farbreaktion bzw. dessen Produkt kann
anschlieBend photometrisch gemessen werden. Als Antikorper positiv wurden Titer groRRer
gleich 20 U/l gewertet.

Fur diese Forschungsarbeit stand ein ELISA-Testkit der Firma EUROIMMUN AG, Libeck, zur
Messung von Anti-Topoisomerase I- und Anti-CENP-B-Antikorpern zur Verfligung.

MikrotitergefaB
mit Antigen

spezifischer humaner
Antikorper

(_ Peroxnidase
O

Qeroxidasex
Chro- Substrat
mogen \

Farbstoff

Abbildung 6: Prinzip des ELISA. An eine mit Antigenen beschichtete Mikrotiterplatte binden sich spezifische humane
Antikérper aus dem Patientenserum. Im zweiten Schritt werden diese Antikdrper von Peroxidase-markierten Anti-
Human-1gG-Antikdérpern gebunden. Die Ermittlung der Antikorpertiter erfolgt durch photometrische Messung des
durch das Enzym umgesetzten Substrates. EUROIMMUN AG

2.3.4 INDIREKTER IMMUNFLUORESZENZTEST (IFT)

Bei dieser Nachweismethode werden als Antigen-Substrate auf Objekttrager aufgebrachte Zellen
und Gewebeschnitte, verwendet, welche mit Patientenproben inkubiert werden. Um die in der

Patientenprobe potentiell enthaltenen Autoantikdrper nachzuweisen, werden Fluorescein-
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markierte Anti-Human-Immunglobuline im zweiten Schritt zugegeben, welche die gebundenen
Patientenantikdrper markieren kdnnen. Unter dem Fluoreszenzmikroskop kann diese Markierung

sichtbar gemacht und ein Antikdrpermuster bestimmt werden.

Zelle mit Antigen

spezifischer
humaner
Antikarper

Abbildung 7: Prinzip des IFT. Auf einen Objekttréger aufgebrachte Zellen dienen als Antigen-Substrate, an welche sich
spezifische humane Antikdrper binden. Im zweiten Schritt werden diese Antikdrper von Fluorescein-markierten Anti-
Human-Antikorpern gebunden. Die Ermittlung des Antikdrperprofils erfolgt durch Betrachtung des Fluoreszenz-
Musters unter dem Fluoreszenzmikroskop. EUROIMMUN AG

Beim indirekten Immunfluoreszenztest als Antikorper-Screening-Methode ist es moglich, ein
weites Spektrum an Autoantikdrpern zu erfassen. Typische Muster in der Immunfluoreszenz
kdnnen dabei dem Vorhandensein bestimmter Antikdrper in der untersuchten Probe zugeordnet
werden. Die auftretenden Muster konnen allerdings nicht spezifisch einem Antikorper
zugeordnet werden und diesen somit auch nicht spezifisch identifizieren, da in den als
Antigenquelle verwendeten Zellen und Gewebeschnitten kein einzelnes Antigen isoliert
dargestellt werden kann.
Durch die  Verwendung von zwei unterschiedlichen  Antigenquellen  (HEp-2-
Zellen/Primatenleberzellen) sind aber eine wechselseitige Absicherung und eine weitere
Charakterisierung des Antikorpermusters moglich.
Im Folgenden sind einige Beispiele fir IFT-Muster abgebildet (Abbildung 8). Dabei zeigt die
linke Seite jeweils das Muster in den HEp-2-Zellen (humane Larynx-Karzinom-Zelllinie [77]),
waéhrend die rechte Seite das Fluoreszenzmuster des Primatenlebergewebeschnittes zeigt.
Typische Muster sind z.B. die spezifische Anfarbung der Zentromerregion der Zelle bel
vorhandenen Autoantikdrpern gegen Zentromerproteine (Abbildung 8b). Wird eine stark
homogene, glatt begrenzte Fluoreszenz der Nukleoli (Kernkdrperchen), haufig begleitet von
einer schwachen Anfarbung des Zytoplasmas, beobachtet, ist dies typisch fur das VVorhandensein
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von Anti-Pm/Scl-Antikorpern (Abbildung 8a). Fur das Vorhandensein von Anti-Topoisomerase
I-Antikorpern spricht eine feingranuldre bis homogene nukleoplasmatische Fluoreszenz
(Abbildung 8c). All die beschriebenen Muster sind sehr typisch, aber keineswegs spezifisch fur

die einzelnen genannten Antikdrper [78].

a) .. b) ll c) ..

Abbildung 8: Antikérper-Muster im IFT. a) nukleoldr homogenes Muster, z.B. bei Anti-Pm/Scl-AK; b) Zentromer-
Muster, z.B. bei Anti-Centromer-AK; c) homogenes Muster der Anti-topo I-AK, EUROIMMUN AG

Fur die Bestimmung der Anti-Topoisomerase I-Antikorper wurde Uber die normale
Fluoreszenzmusteranalyse hinaus ein Zusatzsubstrat (EUROPLUS®) mit spezifischem Antigen
zur Bestdtigung bzw. Sicherung des jeweiligen Fluoreszenzmusters auf den HEp-2-Zellen
bewertet. Die Auswertung der Antikorpermuster erfolgte am Fluoreszenzmikroskop durch
erfahrenes und speziell geschultes Personal. Ein Titer von 1:160 und gréRer wurde als positiv

gewertet.
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2.4 GRUNDLAGEN DER STATISTISCHEN ANALYSE

Das Ergebnis eines jeden Beobachtungsprozesses soll durch die Durchfiihrung von statistischen
Testverfahren abgesichert und mit anderen Untersuchungen vergleichbar gemacht werden.
Dartiberhinaus soll die Anwendung gezielter statistischer Verfahren der Sicherung der
Verallgemeinerungsfahigkeit dienen. Im folgenden Abschnitt werden die flr diese Arbeit

verwendeten statistischen Definitionen und Testverfahren beschrieben.

2.4.1 WERKZEUGE

Die statistischen Auswertungen wurden unter Zuhilfenahme der Programme EXCEL (Microsoft)
Version 2007 und SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) Version 15.0 2006 erstellt.

2.4.2 DEFINITIONEN UND METHODIK

Der folgende Abschnitt erldutert die fir die statistische Auswertung verwendeten Definitionen.
Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Querschnittsuntersuchung der
Krankheitsauspragungen und serologischen Parameter einer definierten Kohorte zu einem
bestimmten Zeitpunkt. Bei lediglich einem Teil der Kohorte wurde an zwei bestimmten
Zeitpunkten die Messung der serologischen Parameter durchgefuhrt, um stichprobenartig
Verénderungen dieser Parameter beobachten zu kénnen. Das Design der Studie hat dabei einen
retrospektiven Charakter.

Im Mittelpunkt der statistischen Auswertung stehen die Sensitivitdt und Spezifitdt der
verschiedenen Antikorper, welche sich aus folgender zugrundeliegender Vierfeldertafel

berechnen lassen:

Krankheit vorhanden Krankheit nicht vorhanden
Test positiv Richtig positiv (rp) Falsch positiv (fp)
Test negativ Falsch negativ (fn) Richtig negativ (rn)

Tabelle 7: Vierfeldertafel zur Berechnung der Sensitivitat und Spezifitat

Dabei gibt die Sensitivitdt den Anteil der Erkrankten, bei denen der Test positiv ist, an der
Gesamtzahl der Erkrankten wieder. Sie ist damit ein MaR fir die Sicherheit, die Kranken richtig

zu erkennen, was im Folgenden als diagnostische Sensitivitat bezeichnet wird.

Die Sensitivitat l&sst sich wie folgt berechnen: Sensitivitat = rp/ (rp+fn)
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Die diagnostische Spezifitat ist der Anteil der Gesunden, bei denen der Test negativ ist, an allen
Gesunden und gibt damit die Sicherheit an, Nicht-Erkrankte auszuschliel3en.

Die Spezifitat wird wie folgt berechnet: Spezifitat = rn/ (fp + rn)

Fur beide statistischen Parameter ergeben sich aus der Berechnung eigentlich Zahlen zwischen 0

und 1, sie werden haufig aber in Prozent angegeben, so auch in dieser Arbeit [79].

Als MaRzahl fir die Haufigkeit wird die Pravalenz verwendet. Diese gibt die Haufigkeit eines
bestimmten Merkmals (Erkrankung) in einer bestimmten Population zu einem definierten
Zeitpunkt an. Unter der Inzidenz wird die Anzahl der Neuerkrankungen in einer bestimmten
Population wahrend einer definierten Periode verstanden.

Als Lageparameter der Grundgesamtheit wird in der vorliegenden Arbeit weitestgehend der
Median mit den 75%- und 25%-Quantilen bzw. dem Interquartilenbereich (IQR) angegeben, da

von einer Nichtnormalverteilung der Gesamtdaten ausgegangen werden kann.

2.4.3 TESTVERFAHREN

Um Zusammenh&nge zwischen verschiedenen Variablen zu analysieren, wurden Dbei
kategorialen, nominalen oder ordinalskalierten (Kategorien < 5) unabhangigen Daten in erster
Linie Kreuztabellen und Chi-Quadrat-Tests verwendet. Dabei untersucht dieses Testverfahren,
ob aus den Stichprobenbeobachtungen geschlossen werden kann, dass zwischen zwei Variablen
in der Grundgesamtheit ein Zusammenhang besteht, oder ob die Variablen unabhéngig
voneinander sind, indem beobachtete H&ufigkeiten mit erwarteten H&ufigkeiten verglichen
werden. Es werden zur Berechnung der Chi-Quadratwerte fir jedes Feld der Vierfeldertafel
(Kreuztabelle) die quadrierten Abweichungen der erwarteten von den tatsachlichen Haufigkeiten
durch die erwarteten Haufigkeiten dividiert. Die Summe dieser Quotienten tber alle Felder der
Tabelle bildet den Chi-Quadratwert. Ein Zusammenhang wird angenommen und damit die
Nullhypothese ,,die Variablen sind nicht von einander abhéngig® verworfen, wenn der Test eine
Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 ergibt [80]. In dieser Arbeit wird bei Vierfeldertafeln zur
Ermittlung der Irrtumswahrscheinlichkeit, die 2-seitige Signifikanz des exakten Fisher-Tests
angegeben.

Fur den Vergleich metrischer, nicht normalverteilter Testvariablen zwischen zwei Gruppen

wurde der Mann-Whitney-Test verwendet. Dieser nichtparametrische Test vergleicht die GroRe
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der durchschnittlichen Rangsummen der Testvariablen in den verschiedenen Gruppen und trifft
eine Entscheidung, ob diese der gleichen Grundgesamtheit entstammen. Der Test ist signifikant,
wenn sich eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 ergibt [80]. Aufgrund des Pilotcharakters
der Studie und dem Ziel des Data-Mining, wird auf die Adjustierung des Signifikanzniveaus fir

multiples Testen verzichtet.

Da es sich bei der vorliegenden Arbeit um eine retrospektive Querschnittsstudie handelt, wurde
zur Einschatzung von Risiken das Odds-Ratio (OR) herangezogen. Das Odds-Ratio, auch
Kreuzproduktverhéltnis, spiegelt die Erhdhung der Chance wider an einer bestimmten Krankheit
zu erkranken bzw. ein bestimmtes Merkmal zu entwickeln, wenn eine bestimmte Exposition
eines Risikofaktors gegeben ist. Als Grundlage zur Berechnung dieses symmetrischen Males,
welches im Gegensatz zum Relativen Risiko (RR) auch bei retrospektiven
Querschnittsuntersuchungen angewendet werden darf, dient ebenfalls die Vierfeldertafel. In
dieser Arbeit wird als Risikofaktor das Vorhandensein von bestimmten Antikdrpern im Serum

der Patienten angenommen.

Merkmal vorhanden Merkmal nicht vorhanden
Risikofaktor vorhanden a b
Risikofaktor nicht vorhanden C d

Tabelle 8: Vierfeldertafel zur Berechnung der Odds-Ratio

Das Odds-Ratio wird wie folgt berechnet: OR = a*d/b*c

Ist der berechnete Wert grofier eins, so kann angenommen werden, dass die Exposition des
Risikofaktors die Chance erhoht zu erkranken. Ist der Parameter kleiner eins, so kdnnte man von
einer protektiven Wirkung ausgehen. Ist der ermittelte Wert gleich eins, so hat er keinen Einfluss
auf das Risiko. Da dieses Mal} bei kleinen Fallzahlen starken Verzerrungen unterliegen kann,
wurde die Berechnung nur fur Antikorper bei einer Mindestfallzahl von n > 20 durchgefihrt.

Zur Uberpriifung von Zusammenhiangen zwischen zwei oder mehreren Variablen (Antikorper,
klinische Merkmale) wurden die Verfahren der Korrelation und der Regression verwendet.

Die Korrelation beschreibt dabei die Starke eines (meist ungerichteten) Zusammenhanges zweier
Merkmale. Anwendung in dieser Arbeit findet dabei die Korrelation nach Spearman, der als
Grundlage zur Berechnung die Bildung von Rangzahlen dient. Folgende Voraussetzungen sind
flr dieses statistische Verfahren notwendig und in der vorliegenden Arbeit erfillt. Ein linearer

Zusammenhang der Merkmale ist nicht notwendig, ausreichend ist die Vermutung eines
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montonen Zusammenhangs. Die untersuchten Variablen mussen mindestens ordinalskaliert sein,
eine  Normalverteilung der Daten ist nicht notwendig. Als MaRzahl ergibt sich der
Korrelationskoeffizient nach Spearman (rho), welcher Werte zwischen -1 und 1 annimmt. Dabei
gilt, je néher der Korrelationskoeffizient betragsmaRig dem Wert 1 liegt, desto starker ist der
Zusammenhang. Positive Werte zeigen dabei einen gleich gerichteten, negative Werte einen
entgegengesetzt gerichteten Zusammenhang an. Ist rho gleich 0, so besteht kein Zusammenhang
der untersuchten Variablen. Dieses Verfahren erlaubt keine Schlisse auf eine Kausalitt.

Um bei der Analyse des Einflusses von Antikorperprofilen die stirksten unabhangigen
Pradiktoren zu identifizieren, wurde die Methode der multivariaten logistischen Regression mit
schrittweisem Einschluss gewdahlt. Dabei werden die Pradiktoren in der Reihenfolge des
starksten ~ Zusammenhanges  nacheinander  aufgenommen, bis  keine signifikante
Modellverbesserung mehr durch die Aufnahme weiterer Pradiktoren erreicht wird. Die
Regression beschreibt dabei die Art eines meist gerichteten Zusammenhangs und ermdglicht die
Unterscheidung einer abhangigen Variablen von einer oder mehreren unabhangigen Variablen.
Ziel ist festzustellen, wie sich die Anderungen der unabhéangigen Variablen auf die abhingige
auswirken. Aufgrund der zum Teil geringen Pravalenzen der Antikorper und des retrospektiven
Designs der Studie wurden die klinischen Manifestationen untersucht, die einen grofRen Einfluss
auf die Mortalitat und Lebensqualitdt haben. Eingeschlossen wurden die Lungenfibrose, die
PAH, das Vorkommen von renalen Krisen, die Herzbeteiligung sowie ein mRSS grofer 15. Als
MaRzahl zur Beurteilung der Gite der Regressionsschatzung dient das BestimmtheitsmaR r2. Es
stellt das Verhaltnis von erklarter Streuung zur Gesamtstreuung der abhangigen Variable dar.
Ein Schluss auf Kausalitét ist dabei nicht zul&ssig.
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2.5 GRUNDLAGEN DER LITERATURRECHERCHE

Zur ErschlieBung bereits bekannter wissenschaftlicher Grundlagen des bearbeiteten
Themengebietes sowie zur Einordnung der gefundenen Ergebnisse wurde eine

Literaturrecherche durchgefunhrt.

2.5.1 QUELLEN

Die Literaturrecherche zur Bedeutung verschiedener Autoantikorper bei der systemischen
Sklerose und anderen Autoimmunerkrankungen wurde im Wesentlichen mit der
Onlinedatenbank ,,Pubmed* des NCBI/NIH (,,National Center of Biotechnology Information
des ,,National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) mit folgender Internetadresse
www.nchi.nlm.nih.gov durchgefihrt. Darliberhinaus konnte auf diverse Fachbiicher sowie das

Wissen aus verschiedenen Lehr- und Weiterbildungsveranstaltungen zuriickgegriffen werden.

2.5.2 METHODIK

Fur die Recherche in der Online-Datenbank wurden initial folgende Suchbegriffe (auch in
Kombination) verwendet: systemic sclerosis, scleroderma, pathogenesis, antibodies,
autoantibodies, prevalence, clinical association, scl-70, anti-topo 1, anti-topoisomerase |, Cenp-
B, Cenp-A, anti-centromere, ACA, Pm/Scl, Pm/Scl-75, Pm/Scl-100, Ku, hpop1, rpp38. Uber die
direkten Ergebnisse dieser Literatursuche hinaus, wurden angezeigte weiterfiihrende Links
(related articles) sowie in den Literaturverzeichnissen angegebene relevante Artikel mit in die

Betrachtungen einbezogen.
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3. ERGEBNISSE

Dieses Kapitel der Arbeit zeigt die Ergebnisse der durchgefiihrten statistischen Analysen auf.
Dabei werden zuerst die Ergebnisse der durchgefuhrten grundlegenden Kohortenanalyse
dargestellt. Anschlielend wird auf die Haufigkeitsverteilung der untersuchten Antikorper in der
Kohorte, den Kontrollgruppen und den SSc-Unterformen eingegangen sowie die Ergebnisse der
unterschiedlichen Nachweismethoden verglichen. Zum Schluss folgen die Ergebnisse der
Analyse des Zusammenhangs der klinischen Manifestationen mit einzelnen Antikdrpern und mit

den betrachteten Antikérperkombinationen.

3.1 ANALYSE DER KOHORTE

Der folgende Abschnitt zeigt die Ergebnisse der Analyse der untersuchten Kohorte. Es wurden
280 Patienten mit systemischer Sklerose der Klinik fir Rheumatologie und klinische
Immunologie der Charite, Berlin, in die Analyse einbezogen. Nach den Empfehlungen des
DNSS erfolgte die Bestimmung und Auswertung verschiedener Klinischer Parameter und
Subtypen der systemischen Sklerose. Dieser Abschnitt dient der Erfassung der Vergleichbarkeit
der untersuchten Patientengruppe mit anderen Kohorten.

3.1.1 ANALYSE DER SSC-GRUPPEN

Die Betrachtung der Verteilung der Patienten der Kohorte in die verschiedenen unter Abschnitt
2.2.1 definierten SSc-Gruppen ergab die groBte Haufigkeit fir die limitierte systemische
Sklerose.
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50

Anteilder Patienten in Prozent (%)

dSsc I155¢ 55c55 Owverlap-5. ucTD

ssc-Unterformen

Abbildung 9: Haufigkeitsverteilung der SSc-Subformen in der untersuchten Kohorte; dSSc = diffuse Form der SSc, ISSc
= limitierte Form der SSc; SScSS = systemische Sklerose sine Skleroderma; Overlap-S. = Overlap-Syndrom; UCTD =
undifferentiated connective tissue diseases

40,4 % (n=113) der Patienten wurden aufgrund des klinischen Erscheinungsbildes der limitierten
Form zugeordnet. Dem gegeniber erfullten 34,3% (n=96) der Patienten die Kriterien einer
diffusen Form der systemischen Sklerose. 18,2% (n= 51) der Patienten zeigten ein Overlap-
Syndrom zwischen der systemischen Sklerose und einer weiteren rheumatischen Erkrankung.
5,7% (n=16) der Patienten wurden den undifferenzierten Bindegewebserkrankungen (UCTD)
und 1,4% (n=4) der systemischen Sklerose sine Skleroderma an Hand der Klinik zugeordnet
(siehe Abbildung 9).

3.1.2 FAMILIENBETEILIGUNG, ALTERS- UND GESCHLECHTSVERTEILUNG

In der untersuchten Kohorte wurden die Alters- und Geschlechtsverteilung sowie die Haufigkeit
der Familienbeteiligung zum einen fur die Gesamtkohorte, aber auch in den verschiedenen
Formen der systemischen Sklerose untersucht. Tabelle 9 gibt einen Uberblick uber die
Ergebnisse dieser Analyse.

Das Durchschnittsalter aller Patienten in der Gesamtkohorte lag zum Zeitpunkt dieser Studie bei
56 Jahren (SD 13,2 Jahren). Die Altersspanne reichte dabei von 16 bis maximal 84 Jahren.

Das durchschnittliche Alter bei der Erstmanifestation der systemischen Sklerose lag in der
untersuchten Kohorte bei 49,7 Jahren (SD 14,4 Jahre). Niedriger war es mit 45,8 Jahren in der
Gruppe der Patienten mit Overlap-Syndrom und mit 47,3 Jahren bei den Patienten mit dSSc. Das
Erstmanifestationsalter war hingegen erhéht in der Gruppe der Patienten mit ISSc (53,5 Jahre).
Es zeigt sich eine Geschlechtsverteilung in der untersuchten Kohorte von 86,8% weiblichen und
13,2% maénnlichen Patienten, dies entspricht einem Verhaltnis von 7:1. Etwas hoher ist der
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Anteil der Frauen bei der ISSc von 92,9% und bei den Patienten der UCTD von 100%. Bei den

Patienten mit SSc sine Skleroderma zeigt sich ein Verhaltnis von Mannern zu Frauen von 1:1.

Manifestations- Familien-
alter beteiligung  Frauen Manner

N Alter (J.) J) (%) (%) (%)
Alle 280 56,0 + 13,2 49,7+ 144 23,6 86,8 13,2
dSSc 96 53,2+145 47,3 +16,1 20,8 82,3 17,7
ISSc 113 60,2+ 11,3 535+12,6 24,8 92,9 7,1
SScSS 4 54,0+ 12,7 51,0+115 0 50,0 50,0
Overlap-S. 51 52,0 £ 13,2 458+ 13,3 25,5 80,4 19,6
UCTD 16 56,6 + 10,7 51,5+135 31,3 100 0
Familienbeteiligung 66 54,1 +13,6 48,6 + 14,0 100 87,9 12,1
Frauen 243 56,6 + 13,2 49,8 + 14,7 23,9 100 0
Manner 37 52,0 +13,2 49,0+11,8 21,6 0 100

Tabelle 9: Haufigkeitsverteilung von Alter, Manifestationsalter, Familienbeteiligung und Geschlecht in der untersuchten
Kohorte; Darstellung der Mittelwerte + Standardabweichung bzw. Prozent

Betrachtet man die Manner im Vergleich zu den Frauen, so stellt man fest, dass die M&nner zum
Zeitpunkt der Erfassung durchschnittlich vier Jahre jlnger waren als die Frauen, das
Manifestationsalter aber mit 49 bzw. 49,8 Jahren in etwa gleich ist.

In der Gesamtkohorte haben 23,6% der Patienten eine positive Familienanamnese fur
rheumatische Erkrankungen. Die Familienbeteiligung ist niedriger bei den Patienten mit dSSc
(20,8%) und bei Patienten mit SSc sine Skleroderma (0%). Deutlich haufiger zeigte sich eine
positive Familienanamnese bei den Patienten mit UCTD. Dort gaben 31,3% der Patienten dieser
Gruppe an, mindestens einen nahen Verwandten mit einer rheumatischen Erkrankung zu haben.
Patienten mit positiver Familienanamnese erkrankten mit durchschnittlich 48,6 + 14 Jahren
etwas, aber nicht signifikant friher im WVergleich zu den Patienten mit negativer

Familienanamnese.

3.1.3 ANALYSE DER KRANKHEITSVERLAUFE
Im Mittelpunkt dieses Abschnitts stehen zum einen die Dauer und Aktivitat der Erkrankung bei
den untersuchten Patienten zum Zeitpunkt der durchgefiihrten Antikérperanalysen und zum

anderen die Haufigkeiten der zu betrachtenden klinischen Merkmale.
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3.1.3.1 Krankheitsdauer und - aktivitat
Die Krankheitsdauer in der untersuchten Kohorte wurde in zwei verschiedene Kategorien

unterteilt. Zum einen wurde die Dauer der Erkrankung seit dem erstmaligen Auftreten des
Raynaud-Phdnomens analysiert. Diese betrug in der Kohorte im Median 8 Jahre (IQR 16-4). Die
Spanne reichte dabei von unter einem Jahr bis hin zu 43 Jahren. Zum zweiten wurde die Dauer
der Erkrankung seit dem erstmaligen Auftreten eines vom Raynaud-Phanomen verschiedenen
Symptoms analysiert. Diese Krankheitsdauer betrug in der untersuchten Kohorte
durchschnittlich 5 Jahre (IQR 9-3). Die Unterscheidung der unterschiedlichen Zeitspannen ist flr
die verschiedenen SSc-Formen von Bedeutung. Die Ergebnisse zeigen, dass ISSc — Patienten
und Patienten mit einer SSc sine Skleroderma im Durchschnitt eine viel langere Zeitspanne
zwischen dem Auftreten eines Raynaud-Pha&nomens und eines weiteren organbezogenen

Symptoms als Patienten mit einer dSSc aufweisen (siehe Tabelle 10).

Erkrankungsdauer seit RP Erkrankungsdauer seit 1.
n @B nicht-RP-Syndrom (J.)
Alle 280 8 (16-4) 5(9-3)
dSSc 113 5(12-3) 4 (7-3)
ISSc 96 10 (20-5) 7 (10-3)
SScSS 4 12 (28-3) 3 (4-3)
Overlap-S. 51 7 (14-4) 6 (12-3)
UCTD 16 8 (15-5) 5 (7-3)

Tabelle 10: Darstellung der Erkrankungsdauer in der untersuchten Kohorte in Median mit den 75%- und 25%-
Quartilen () in Jahren; RP = Raynaud-Ph&nomen

Die Mehrzahl der Patienten wurde zu einem Zeitpunkt erfasst, an dem die Erkrankung noch nicht
sehr lange durch klinische Merkmale ersichtlich war. 57,4% aller Patienten hatten zu Beginn der
Beobachtungen eine Krankheitsdauer von weniger als finf Jahren. Nur etwa 10% aller Patienten
in dieser Kohorte hatten zum Zeitpunkt der Analyse einen Krankheitsverlauf von tiber 15 Jahren.
Fur die Gesamtkohorte wurde ein medianer Krankheits-Aktivitats-Score von 1,5 ermittelt.
Bedeutsam hoher lag dieser in der Gruppe der dSSc (2,5) und geringer mit 1,0 bei den Patienten
mit ISSc und UCTD (1,5; p < 0,0005).

3.1.3.2 Haufigkeitsverteilung klinischer Merkmale
Im folgenden Abschnitt werden die H&ufigkeiten der einzelnen untersuchten Klinischen

Parameter in der Gesamtkohorte und den SSc-Subformen dargestellt. Tabelle 11 gibt eine

Ubersicht tiber diese Ergebnisse und stellt sie in Anzahl (N) und Prozentzahlen (%) sowohl fiir
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die Gesamtkohorte als auch die SSc-Subformen dar. Die metrischen Daten werden als Median
mit dem Interquartilsrange von 75% - 25% dargestellt.

Klinisches Merkmal Alle Patienten dSsSc ISSc Overlap-S. SScSS UCTD
N =280 N =96 N =113 N =51 N=4 N =16

N % N % N % N % N % N %
Hautbeteiligung 248 88,9 94 98,9 105 92,9 39 76,5 3 75,0 7 43,8
Raynaud-Ph&nomen 272 97,1 95 99,0 110 97,3 50 98,0 4 100 13 81,3
Vaskulére Beteiligung 119 42,5 56 58,3 38 33,6 20 39,2 3 75,0 2 12,5
Akrale digitale Ulcera 112 40,0 52 54,2 38 33,6 18 35,3 2 50,0 2 12,5
Lungenfibrose 98 35,0 57 59,4 16 14,2 20 39,2 3 75,0 2 12,5
PAH 60 214 22 229 22 19,5 13 25,5 2 50,0 1 6,3
Restriktiver Defekt 99 36,3 52 55,3 24 21,8 21 41,2 1 25,0 1 71
Herzbeteiligung 117 40,7 47 49,0 35 31,0 25 49,0 3 75,0 4 25,0
Erregungsleitungsstérungen 69 24,6 28 29,2 22 19,5 15 29,4 1 25,0 3 18,8
Diastolische Dysfunktion 109 38,9 39 40,6 46 40,7 16 31,4 2 50,0 6 375
Nierenbeteiligung 56 20,0 17 17,7 22 19,5 14 27,5 1 25,0 2 12,5
Renale Krise 16 57 10 10,4 3 2,7 1 19 1 25,0 1 6,3
Osophagusbeteiligung 219 77,1 77 80,2 88 77,9 39 76,5 3 75,0 9 56,3
Beteiligung von 113 40,4 42 43,8 45 39,8 19 373 3 75,0 4 25,0
Magen/Diinndarm
Kolonbeteiligung 41 14,6 13 13,5 20 17,7 6 11,8 1 25,0 1 6,3
Beteiligung d. 255 91,1 91 94,8 102 90,3 49 96,1 3 75,0 10 62,5
Bewegungsapparates
Gelenkkontrakturen 172 61,4 78 81,3 62 54,9 27 52,9 2 50,0 3 18,8
Synovisitis 76 27,1 30 31,3 23 204 18 353 2 50,0 3 18,8
Muskelschwéche 152 54,5 58 61,1 54 47,8 34 66,7 2 50,0 4 25,0
Muskelatrophie 130 46,4 52 54,2 46 40,7 27 52,9 2 50,0 3 18,8
CK-Erhdhung 37 13,2 14 14,6 6 53 14 27,5 0 0 3 18,8
Beteiligung d. Nervensystems | 45 16,1 14 14,6 20 17,7 10 19,6 0 0 1 6,3
Sicca-Symptomatik 193 68,9 64 66,7 74 65,5 38 74,5 4 100 13 81,3

M IQR M IQR M IOR M IOR M IOR M | IOR
MRSS 50 10-2 11,0 | 17,5-6 4,0 7-3 30 | 750 1,0 2,5-0 0,0 2-0
DLCO 72,4 85-6 65,3 | 80-53 78,9 | 89-69 71,2 | 83-55 | 51,1 | 58-50 (80,0 88-67
FVC 91,6 | 103-77 | 82,1 | 98-68 97,4 | 107-85 | 86,5 [101-75| 956 | 103-80 | 95,2 |101-85
Aktivitatsscore 15 3-1 25 4-2 1,0 0,5-2 2,0 1-3 3,0 2-35 15 |05-2

Tabelle 11: Vorkommen Kklinischer Merkmale in Anzahl und Prozent bzw. in Median (M) und 75%-25%-
Interquartilsrange (IQR) fir die Gesamtkohorte und einzelnen SSc-Subformen

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass im Vergleich zur Gesamtkohorte die Gruppe der dSSc
Patienten durch ein aktiveres Krankheitsgeschehen mit einem geh&uften Auftreten von Haut- und

Gefalbeteiligung, Lungenfibrose und restriktiven Lungenfunktionsstdrungen sowie haufigerer
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Herzbeteiligung und Beteiligung des Bewegungsapparates charakterisiert werden kann. Das
erstmalige Auftreten des Raynaud-Phanomens hat durchschnittlich einen geringen Abstand zum

Auftreten der ersten organischen Manifestation.

Die Patienten mit ISSc haben in der untersuchten Kohorte langere Krankheitsverldufe und im
Vergleich zu den ubrigen Patienten seltener vaskulare, pulmonale und muskuloskelettale
Manifestationen. Auch die Krankheitsaktivitat ist deutlich geringer.

Patienten mit Overlap-Syndromen stellten sich durch eine hdufigere Beteiligung der Lunge, der
Niere und des Bewegungssystems dar.

Patienten mit UCTD haben deutlich weniger Haut- und GeféaRbeteiligung sowie deutlich
geringere Lungen-, Nieren-, Herz- und muskuloskelettale Beteiligung als die Patienten der
anderen Untergruppen.

Kennzeichnend fir Patienten mit systemischer Sklerose sine Skleroderma sind ein hohes
Vorkommen von vaskulérer, pulmonaler und kardialer Beteiligung. Alle Patienten dieser Gruppe
haben zusétzlich ein Sicca-Syndrom. Mit 1,0 ist der mediane mRSS in der untersuchten Kohorte
von 0 verschieden, was aber mit der Definition der SSc sine Skleroderma vereinbar ist und ein
geringes Mal3 an Hautsklerosierung anzeigt.

Aufgrund der geringen Anzahl von Patienten mit systemischer Sklerose sine Skleroderma und
undifferenzierten Bindegewebserkrankungen sind die angegebenen Prozentzahlen in diesen

Gruppen allerdings nur eingeschréankt verwertbar.
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3.2 ANALYSE DER ANTIKORPERPRAVALENZ

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Analyse der Antikorperhaufigkeiten, ermittelt
mit den in Kapitel 2 dargestellten Methoden, in der untersuchten Kohorte prasentiert. Aufgrund
der technischen Voraussetzungen konnten in dieser retrospektiven Studie nicht alle in die

Betrachtung einbezogenen Antikdérper mit allen Nachweismethoden dargestellt werden.

3.2.1 INDIREKTER IMMUNFLUORESZENZTEST (IFT)

In der untersuchten Kohorte konnten verschiedene Fluoreszenzmuster im indirekten

Immunfluoreszenz-Test nachgewiesen werden (siehe Tabelle 12).

Fluoreszenzmuster Anzahl
Zentromere 104
Feingranuléar-nukleolar 35
Homogen-nukleoldres 64
Feingranuldres-zytoplasmatisches 40
Nukleolar 8
Homogen 18
Homogen-feingranular 1
Granular-zytoplasmatisch 2
Ku 2
Negativ 6

Tabelle 12: Haufigkeitsverteilung der nachgewiesenen Fluoreszenzmuster im IFT

Von den 280 untersuchten Seren zeigten insgesamt 104 Patientenseren eine Anfarbung der
Zentromerregion der HEp-2 Zellen. 64 dieser Seren zeigten dabei ausschlief3lich dieses Muster,
36 Seren zeigten zusatzlich eine Anfarbung anderer Zellstrukturen, wie punktférmige
Fluoreszenz der Zellkerne mit und ohne Anfarbung der Chromosomenregionen oder
verschiedene Fluoreszenzmuster des Zytoplasmas.

Ein homogenes oder feingranuldres Muster des Zytoplasmas, welches als typisch fiir das
Vorhandensein von Anti-Topoisomerase I-Antikérpern beschrieben wird, konnten bei 59
Patientenseren nachgewiesen werden. Eine positive Reaktion auf das Anti-Topoisomerase |-
Antikorper-Zusatzsubstrat zeigten 48 Seren.

6 Patientenseren zeigten sich negativ in der Immunfluoreszenz.
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3.2.2 LINE IMMUNOBLOT ASSAY (LIA)
In der untersuchten Kohorte konnten bei 215 Patienten Antikorper mit Hilfe des LIA
nachgewiesen werden. In Tabelle 13 sind die ermittelten Pravalenzen im Uberblick dargestellt.

65 Patientenseren (23,2%) stellten sich als Antikdrper-negativ dar.

Anti-topo | Anti-gENP- Anti-iENP- Anti-Rpp38 Anti-Ku Anti-hpopl | Anti-Pm/Scl-75 Anti-lPOnSIScI-
Anzahl 280 280 280 280 280 280 280 280
Negativ 213 177 177 276 278 269 251 260
neg. in % 76,1 63,2 63,2 98,6 99,3 96,1 89,6 92,9
Positiv 67 103 103 4 2 11 29 20
Pos in % 23,9 36,8 36,8 14 0,7 3,9 10,4 7,1

Tabelle 13: Préavalenz der untersuchten Autoantikdrper im LIA

Mit 103 positiven Patienten (36,8%) haben die Anti-CENP-A- und Anti-CENP-B-Antikorper die
groRte Pravalenz. Am zweithdufigsten wurden mit 23,9% (n=67) Antikorper gegen die DNA-
Topoisomerase | nachgewiesen. 35 Patienten (12,5%) wiesen Anti-Pm/Scl-Antikorper im Serum
auf, dabei wurden bei 10,4% der Patienten (n=29) Anti-Pm/Scl-75-Antikorper und bei 7,1%
(n=20) Anti-Pm/Scl-100-Antikdrper nachgewiesen.

Antikorper gegen die Th/To-Antigene Rpp38 und hpopl wurden bei vier (1,4%)
beziehungsweise 11 (3,9%) Patienten nachgewiesen.

Anti-Ku-Antikdrper zeigten in der untersuchten Kohorte eine Haufigkeit von 0,7% (n=2).

Bei der Analyse der Patientenseren im LIA zeigte sich ein Nebeneinander verschiedener
Antikorper. Tabelle 14 stellt die Konkordanz der verschiedenen Autoantikorper graphisch dar
und bietet die Moglichkeit die Anzahl der Patienten (rechte Spalte) mit den jeweils als positiv
markierten Antikorpern abzulesen.

Mit Ausnahme von drei Patienten ist bei Anti-CENP-B-Antikorper-positiven Patienten auch
immer der Antikorper gegen das CENP-A-Protein im Serum zu finden. Sieben Patienten waren
zusatzlich noch fir einen der anderen untersuchten Antikdérper positiv.

Von den 67 Anti-Topoisomerase I-Antikorper-positiven Patienten wiesen 50 ausschlief3lich
diesen Antikorper auf. Zwei Patienten sind simultan positiv fir Anti-Topoisomerase |- sowie
Anti-CENP-B- und Anti-CENP-A-Antikorper. Der haufigste zweite simultan vorkommende
Antikorper neben den Anti-Topoisomerase I-Antikdrpern ist in der untersuchten Kohorte der

Anti-Pm/Scl-75-Antikorper, welcher bei 13 Patienten zusatzlich gefunden wurde.
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Anti-topo |

Anti-CENP-
B

Anti-CENP-
A

Anti-hpopl

Anti-Rpp38

Anti-Ku

Anti-Pm/Scl-
75

Anti-Pm/Scl-
100

Anzahl der
Patienten

1 Antikdrper positiv

50

+

3

3

2 Antikorper positiv

10

96

3 Antikorper positiv

N4
<

>
[<5)
[y

65

Tabelle 14: Konkordanz der untersuchten Autoantikdrper gemessen im LIA

Von den 29 beziehungsweise 20 Patienten mit Anti-Pm/Scl-75- bzw. Anti-Pm/Scl-100-

Antikorpern zeigten 13 Patienten ein konkordantes Auftreten dieser. AusschlieBlich positiv fir
Anti-Pm/Scl-75-Antikdrper war lediglich ein Patient, wahrend dies bei den Anti-Pm/Scl-100-

Antikorpern flr vier Patienten zutraf.
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Die zwei anti-Ku-Antikorper-positiven Patienten waren nur fur diesen positiv, andere Antikorper
konnten bei diesen beiden Patienten nicht detektiert werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Mehrzahl der Patienten (94,6%) nur einen oder
maximal zwei der untersuchten Autoantikérper im Serum aufwiesen. Bei 14 von 280 Patienten

(5%) wurden mehr als 2 Autoantikorper im LIA detektiert.

Betrachtet man die Haufigkeiten des Vorkommens der Antikérper in den untersuchten
Kontrollgruppen (n=259), welche aus Patienten mit anderen rheumatischen Erkrankungen und
gesunden Blutspendern zusammengesetzt sind, so ergeben sich die in Tabelle 15 dargestellten
Ergebnisse fir die jeweilige diagnostische Sensitivitdt und diagnostische Spezifitdt der

Antikorper fur die systemische Sklerose.

Antikorper Diagnostische Sensitivitat (%) Diagnostische Spezifitat (%)
Anti-Topoisomerase | 23,9 96,1
Anti-CENP-B 36,8 98,1
Anti-CENP-A 36,8 97,3
Anti-Pm/Scl-75 10,4 98,5
Anti-Pm/Scl-100 7,1 98,5
Anti-Rpp38 14 95,0
Anti-hpopl 3,9 92,3
Anti-Ku 0,7 98,1

Tabelle 15: Diagnostische Sensitivitat und Spezifitat der Autoantikérper fir die SSc in der untersuchten Kohorte

Eine relativ hohe diagnostische Sensitivitat und Spezifitat zeigen dabei Anti-Topoisomerase |-,
Anti-CENP-A- und —B-Antikorper. Alle Ubrigen untersuchten Antikorper miissen als wenig
sensitiv eingeschatzt werden, wobei Anti-Rpp38- und Anti-hpopl-Antikérper dabei auch noch

eine geringe Spezifitat fur die systemische Sklerose aufweisen.

3.2.3 ENZYM-LINKED-IMMUNOABSORBENT-ASSAY ( ELISA)

Im ELISA wurden bei 65 Patienten Anti-Topoisomerase I-Antikorper (23,2%) und bei 105
Patienten Anti-CENP-B-Antikorper (37,5%) nachgewiesen.

Von 65 zufallig ausgewéhlten Patienten wurde nach durchschnittlich 14 Monaten ein zweites
Mal Blut analysiert und der Antikorperstatus der Anti-Topoisomerase I- und Anti-CENP-B-
Antikdrpern bestimmt. Von den 24, bei der ersten Messung flr Anti-Topoisomerase I-Antikorper
positiven Patienten, waren 23 auch bei der zweiten Messung positiv (95,8%). Von den 41 als

negativ getesteten Seren zeigten sich 40 auch bei der zweiten Messung negativ (97,6%) flr Anti-
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Topoisomerase I-Antikorper. Darlberhinaus zeigte der Vergleich der Antikorpertiter bei 20 der
23 bei der ersten Messung positiven Patienten auch ahnlich hohe Antikorper-Titer in der zweiten
Messung.

Der Anti-CENP-B-Antikorper-Status dnderte sich bei den untersuchten Patienten unserer Kohorte

nicht.

Bei der ersten Messung waren 20 Patienten Anti-CENP-B-Antikorper positiv (30,8%) und 45
Patienten negativ. Nach 14 Monaten hat sich bei keinem der untersuchten Patienten der
Antikorperstatus gedndert. Die 20 Anti-CENP-B-Antikorper-positiven Patienten zeigten dabei

auch &hnlich hohe Titer bei beiden Messungen.

3.2.4 VERGLEICH ELISA UND LIA

Vergleicht man die Ergebnisse des LIA und des ELISA, fallt eine Ubereinstimmung der
Ergebnisse in 97% bei der Messung der Anti-Topoisomerase I-Antikorper auf. Im ELISA
konnten 65 Patienten mit Anti-Topoisomerase I-Antikdrpern detektiert werden, im LIA konnten
zwei zusatzliche Patienten nachgewiesen werden, wobei diese Seren als grenzwertig positiv zu
betrachten sind (17 und 22 Units).

Eine signifikante Korrelation zwischen den gemessenen Anti-Topoisomerase |-
Antikorpersignalstarken im LIA und den gemessenen Antikorpertitern im ELISA konnte
beobachtet werden (rho 0,752, p<0,0005; Tabelle 16).

Anti-topo I-AK-Titer
(LIA)
Spearman-Rho  Anti-topo I-AK-Titer (ELISA) Korrelationskoeffizient , 752
Sig. (2-seitig) ,000
N 280

Tabelle 16: Korrelationstabelle Anti-topo I-Antikdrpersignalstéarke (LIA) und Anti-topo I-Antikdrpertiter (ELISA)

Zur weiteren Antikorperbestimmung im ELISA stand noch das CENP-B-Antigen zur Verfligung.
Doppelt positiv sowohl bei der Anti-CENP-B-Antikorper Bestimmung im LIA als auch im
ELISA waren 101 Patienten. Der ELISA zeigte vier zusatzliche Patienten mit positiven Anti-
CENP-B-Antikorpertitern (41U/1, 65U/1, 99U/I, 324U/1). Die Antikdrpermessung im LIA ergab 2
positive Patienten zusétzlich, die im ELISA als negativ gewertet wurden. VVon diesen 2 Patienten
ist einer schwach positiv (8U) und der zweite starker positiv (152 U) fur Anti-CENP-B-
Antikorper. Zusammenfassend ergibt sich daraus eine Ubereinstimmung der Anti-CENP-B-

Antikorperpositivitat von 96,1% der Félle in den genannten Antikorperbestimmungsmethoden.
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Die Hohe der gemessenen Antikorpertiter bzw. -signalstarken zeigen eine signifikante
Korrelation (rho 0,849; p < 0,0005; Tabelle 17).

ANti-CENP-B-AK
(LIA)
Spearman-Rho Anti-CENP -B- Korrelationskoeffizient ,849
AK-Titer (ELISA) sijg. (2-seitig) ,000
N 280

Tabelle 17: Korrelationstabelle Anti-CENP-B-Antikdrpersignalstarke (LIA) und des Anti-CENP-B-Antikorpertiters
(ELISA)

3.2.5 VERGLEICH IFT UND LIA

Beim Vergleich der im LIA positiv fir bestimmte Antikorper getesteten Seren féllt eine gute
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des IFT auf. Tabelle 18 zeigt den Vergleich der Anzahl
der Anti-CENP-B-/A-Antikorper-positiv- und negativgetesteten Seren im LIA mit der Anzahl
der Seren mit und ohne Zentromermuster im IFT. Die Sensitivitat bzw. Spezifitit der Ergebnisse
fur die alleinige Bestimmung der Anti-CENP-B-Antikorper betragt 96,15% bzw. 98,30%. Bei
der Simultanbestimmung von Anti-CENP-B- und —A-Antikorpern erhoht sich die Sensitivitat auf
99,04%. Dies bedeutet, dass von 104 Seren mit Zentromermuster im IFT in der untersuchten
Kohorte 103 Seren im LIA fir Anti-Centromer-Antikorper positiv getestet wurden. VVon den 176
Seren, die im IFT eine vom Zentromermuster verschieden Fluoreszenz aufwiesen, stellten sich

98,3% auch im LIA Anti-Centromer-Antikdrper-negativ dar.

N =280 IFT Zentromer

pos neg

Anti- Pos 100 3
CENP-B-AK Neg 4 173

Anti- Pos 101 2
CENP-A-AK Neg 3 174

Anti- Pos 103 3
CENP-B- + CENP-A-AK Neg 1 173

Tabelle 18: Vergleich der Antikdrperbestimmung im IFT und LIA

Tabelle 19 stellt die H&ufigkeiten der Fluoreszenzmuster bei den Anti-Topoisomerase |-
Antikorper-positiven Seren dar. Auch hier zeigt sich eine groBe Ubereinstimmung der
Messergebnisse im LIA mit den fir Anti-Topoisomerase-I-Antikdrper typischen
Fluoreszenzmustern. Die Mehrzahl der Anti-Topoisomerase I-Antikorper-positiven Seren im

LIA (88,1%) zeigten dabei ein homogenes und nukleoldres Muster.
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Anti-topo I-Antikorper positive Seren (N = 67)

Homogen und nukleolar 59

Feingranuléar und nukleolar

3
Homogen — zytoplasmatisch 3
1

Feingranulér — zytoplasmatisch

Nukleolar 1

Tabelle 19: Haufigkeiten der Fluoreszenzmuster bei den Anti-topo 1-AK-positiven Seren (LIA)

3.2.5 ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die in dieser Forschungsarbeit betrachteten
Antikorper in stark unterschiedlicher Haufigkeit in der untersuchten Kohorte vorkommen
(Tabelle 13). Die Mehrzahl der untersuchten Patienten (94,6%) wiesen im Serum lediglich einen
oder maximal zwei Autoantikdrper auf. Die Messergebnisse von ELISA und LIA stimmten fir
den Nachweis von Anti-Topoisomerase I-Antikdrpern in beiden Methoden zu 97% und fir Anti-
CENP-B-Antikérper in 96,1% uberein. Die Ubereinstimmung der als typisch fiir die oben
angegebenen Antikorper gewerteten Fluoreszenzmuster, mit der Haufigkeit der im LIA als
ebenfalls positiv-getesteten Seren fur diese Antikorper, fiel sehr hoch aus. Der fir diese
Forschungsarbeit verwendete LIA zeigt sich bei der Analyse der untersuchten Kohorte somit
vergleichbar sensitiv und spezifisch wie die Antikdrpernachweismethoden ELISA und IFT.
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3.3 ANALYSE DER ANTIKORPERASSOZIATION MIT KLINISCHEN MERKMALEN

In den folgenden Abschnitten erfolgt die Betrachtung der einzelnen in die Untersuchung
einbezogenen Antikdrper hinsichtlich ihrer diagnostischen Wertigkeit flir die systemische
Sklerose sowie ihres Potenzials zur Risikoabschatzung. Es werden dabei vor allem die
Assoziationen zu bestimmten klinischen Merkmalen néher betrachtet. Dieser Analyse liegen die
Ergebnisse der Antikérperbestimmung im LIA zugrunde. Nur in wenigen Teilaspekten, die

gesondert genannt werden, erfolgt ein Bezug auf die ELISA-Testergebnisse.

3.3.1 ANTI-TOPOISOMERASE |-ANTIKORPER

Anti-Topoisomerase I-Antikdrper wurden bei 67 Patienten nachgewiesen und haben somit in der
untersuchten Kohorte eine Prévalenz von 23,9%. In den untersuchten Kontrollseren fanden sie
sich bei einem von 49 Patienten mit Sjogren-Syndrom, bei drei von 72 Patienten mit SLE und
bei sechs von 88 Patienten mit RA sowie bei keinem der gesunden Blutspender.
Zusammenfassend ergibt sich daraus eine diagnostische Spezifitdt von 96,1% fur die
systemische Sklerose.

3.3.1.1 Betrachtung nach SSc-Gruppen
Zur Gruppe der dSSc gehoren 58 der als Anti-Topoisomerase I-Antikorper positiv gewerteten

Seren. Dies entspricht einem Anteil von 60,4% aller Patienten mit dSSc. An einer ISSc sind
sieben Patienten (6,2%) der Anti-Topoisomerase I-Antikorper-positiven Patienten erkrankt.
Jeweils ein Anti-Topoisomerase I-Antikdrper-positiver Patient leidet an einem Overlap-Syndrom
zwischen der systemischen Sklerose und der Polymyositis bzw. an einer systemischen Sklerose
sine Skleroderma (vergleiche Abbildung 10). Bei den untersuchten Patienten mit UCTD konnte
dieser Antikorper nicht nachgewiesen werden. Die grofite Rolle scheint dieser Antikorper auf
Grund der Haufigkeitsverteilung bei den Patienten mit dSSc zu spielen. In Bezug auf die
gemessenen Werte im LIA ergibt sich eine diagnostische Sensitivitat fur die dSSc von 60,4%
und eine diagnostische Spezifitat von 95,1% beziiglich der Gesamtkohorte. Die ermittelte Odds-
Ratio von 29,68 zeigt eine sehr deutliche Risikoerhdhung an einer dSSc zu erkranken, wenn der

Nachweis von Anti-Topoisomerase I-Antikorpern im Serum positiv ist.
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Abbildung 10: Haufigkeitsverteilung der Anti-topo I-Antikérper-positiven Patienten (%) in den SSc-Subgruppen,
Nummern in den S&ulen entsprechen den Absolutzahlen

Daruberhinaus zeigt sich bei der Betrachtung der Antikorpertiter, dass die Patienten der
untersuchten Kohorte mit einer dSSc im Median einen hoheren Anti-Topoisomerase |-
Antikorpertiter aufweisen als Patienten mit ISSc (siehe Abbildung 11). Dieser Unterschied stellte
sich sowohl im LIA als auch im ELISA signifikant dar (p < 0,0005). Die mediane
Signalintensitat der dSSc Patienten lag, gemessen im LIA, bei 160 U (IQR 120) und bei ISSc
Patienten bei 135 U (IQR 120).

200+

4]
[=]
1

[=]
=]
1

anti-topo | AK Signalstarken (LIA)
1

*
*

dS'Sc |S:SC
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Abbildung 11: Anti-topo-l1 AK-Titervergleich der Anti-topo I-Antikérper-positiven Patienten mit dSSc und ISSc (L1A)
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3.3.1.2 Klinische Assoziationen
Anti-Topoisomerase I-Antikorper zeigen in der untersuchten Kohorte signifikante Assoziationen

mit einer vermehrten Geféa3beteiligung und deren vergesellschafteten Komplikationen.

Bei den Patienten mit Anti-Topoisomerase I-Antikdrpern haben 68,7% eine Beteiligung des
GefaRsystems, in der Antikorper-negativen Gruppe sind es nur 34,3% der Patienten (p < 0,0005).
57% der Patienten mit Anti-Topoisomerase I-Antikorpern haben oder hatten in der
Vergangenheit digitale Ulzerationen. In der Antikorper-negativen Gruppe zeigten diese
Komplikation nur 32,2% der Patienten (p = 0,002).

In der untersuchten Kohorte zeigten die Anti-Topoisomerase I-Antikorper-positiven Patienten
auch vermehrt eine fibrotische Komponente. So haben 68,6% dieser Patienten eine
Lungenfibrose, verglichen mit einer Haufigkeit der Lungenfibrose von 23,3% in der Anti-
Topoisomerase |-Antikdrper-negativen Gruppe (p < 0,0005). Bei einer ermittelten Odds-Ratio
von 6,78 ergibt sich eine deutlich hohere Wahrscheinlichkeit an einer Lungenfibrose zu
erkranken, wenn Anti-Topoisomerase |-Antikdrper im Serum vorhanden sind. In der
Lungenfunktionsprifung hatten die Anti-Topoisomerae I-Antikorper-positiven Patienten im
Vergleich zu den Antikorper-negativen Patienten zudem signifikant (p-Wert < 0,0005)
schlechtere Werte fur die FVC (80,7% vs. 91,8%) und DLCO-SB (63,2% vs. 72,7%). Von den
Patienten mit Normalwerten fiir die FVC von > 85% haben nur 15,6% Anti-Topoisomerase |-
Antikorper. In der Gruppe mit FVC-Werten von 50-69% haben hingegen 55% der Patienten
Anti-Topoisomerase I-Antikdrper. Die Assoziation zwischen den Gruppen der gemessenen FVC
und dem Vorhandensein von Anti-Topoisomerase I-Antikorper zeigte sich signifikant (p <
0,001; Abbildung 12). Ahnliche Ergebnisse fanden sich auch fiir die DLCO-SB. 15,5% der
Patienten mit einer DLCO-SB > 85% waren Anti-Topoisomerase I-Antikorper positiv. Die
Hé&ufigkeit der Anti-Topoisomerase I-Antikorper-positiven Patienten stieg auf 43,8% in der
Gruppe der Patienten mit einer DLCO-SB < 35%. Auch hier sind die Gruppen der DLCO-SB-
Werte signifikant mit der Haufigkeit des Vorkommens von Anti-Topoisomerase I-Antikdrpern
verbunden (p = 0,006, Abbildung 12).
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Abbildung 12: Vergleich der prozentualen Verteilung der Patienten in unterschiedlichen Gruppen von DLCO-SB (%),
FVC (%) und mRSS, Dunkelgrau = Anti-topo I-AK-negative Patienten, Hellgrau = Anti-topo I-AK- positive Patienten;

Nummern in den Balken geben die Absolutzahlen an, * ermittelt im Chi-Quadrat-Test

Daruber hinaus konnte eine schwache negative Korrelation der Signalstarken (LIA) mit den
gemessenen FVC (rho = -0,215, p < 0,0005; Tabelle 20) und DLCO-SB-Werten (rho = -0,0219,
p < 0,0005; Tabelle 21) festgestellt werden. Dabei galt je héher Signalstarken fur die Anti-
Topoisomerase I-Antikorper im LIA, desto geringer waren die gemessenen Werte fur FVC und
DLCO-SB.

Anti-topo I-AK
Spearman-Rho  FVC (%) Korrelations koeffizient -,215
Sig. (2-seitig) ,000
N 271

Tabelle 20: Korrelationstabelle der Anti-topo 1-AK-Signalstarke und FVC (%)

Anti-topo I-AK
Spearman-Rho DLCO-SB (%) Korrelations koeffizient -,219
Sig. (2-seitig) ,000
N 271

Tabelle 21: Korrelationstabelle der Anti-topo I-AK-Signalstarke und DLCO-SB (%)

Patienten mit Anti-Topoisomerase I-Antikdrpern haben auch durchschnittlich hohere Werte im
mRSS, der ein Mal} flr die Hautfibrosierung und —sklerosierung darstellt.

So hatten die Anti-Topoisomerase I-Antikdrper-positiven Patienten im Median einen mRSS von
10,5 (IQR 13,0) gegeniiber den Anti-Topoisomerase I-Antikdrper-negativen mit einem medianen
mRSS von 4,0 (IQR 5,0; p < 0,0005). Auch hier galt, je héher der mRSS, desto groRer ist die
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Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von Anti-Topoisomerase I-Antikérper im Serum (p <
0,001, Abbildung 12). Nur 2,2% der Patienten mit einem mRSS zwischen 0-3 zeigten sich Anti-
Topoisomerase I-Antikérper-positiv im Gegensatz zu 61,4% der Patienten mit einem mRSS >14.
Desweiteren konnte eine schwache Korrelation zwischen der Anti-Topoisomerase |-
Antikorpersignalstarke und dem mRSS beobachtet werden. Dabei gilt, je hoher die
Antikorpersignalstarke, desto hoher der mRSS in der untersuchten Kohorte (rho 0,413, p <
0,0005; Tabelle 22).

Anti-topo I-AK
Spearman-Rho mRSS Korrelations koeffizient 413
Sig. (2-seitig) ,000
N 279

Tabelle 22: Korrelationstabelle der Anti-Topoisomerase I-AK-Signalstarke und mRSS

Bei Betrachtung der Patienten mit dSSc ergeben sich &hnliche Ergebnisse. Auch in dieser
Untergruppe haben die Anti-Topoisomerase I-AntikOrper-positiven Patienten einen hoheren
Hautfibrosierungsgrad im Vergleich zu den Antikorper-negativen Patienten (p = 0,007).
Daruberhinaus zeigten sich noch weitere Assoziationen zwischen dem Vorkommen von Anti-
Topoisomerase I-Antikorpern und klinischen Merkmalen. So traten bei den Antikdrper-positiven
Patienten haufiger Gelenkkontrakturen (p < 0,0005), Sehnenreiben (p = 0,004) und EKG-
Veranderungen (p = 0,02) gegeniiber den Antikdrper-negativen Patienten auf.

Es konnten keine Assoziationen zwischen dem Vorhandensein von Anti-Topoisomerase |-
Antikorpern und der Haufigkeit der PAH, der Nierenbeteiligung, inklusive der renalen Krise, der
Herzbeteiligung (auller EKG-Veranderungen), der Nervensystembeteiligung, der Beteiligung des

Gastrointestinal-Traktes und der Sicca-Symptomatik gefunden werden.

3.3.1.3 Mortalitat und Krankheitsaktivitat
Patienten der untersuchten Kohorten mit Anti-Topoisomerase I-Antikérpern zeigten eine hohere

Krankheitsaktivitat und Mortalitat.

Der Krankheitsaktivitatsscore stand bei 266 der 280 eingeschlossenen Patienten zur Verfugung.
In der Gruppe der Anti-Topoisomerase I-Antikorper-positiven Patienten lag der mediane
Aktivitatsscore bei 2,5 (IQR 2,0), wéhrend er bei den Antikdrper-negativen Patienten im Median
bei 1,5 (IQR 2,0) lag (p < 0,0005). Es zeigt sich eine schwache Korrelation zwischen dem Anti-
Topoisomerase I-Antikorpertiter und dem Aktivitatsscore. Dabei gilt je hoher die gemessene
Signalstarke, desto hoher die Krankheitsaktivitat (rho = 0,234, p <0,0005; Tabelle 23). Minimal
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deutlicher zeigte sich diese Korrelation in der Gruppe der Patienten mit dSSc (rho 0,294, p =

0,01, N = 89; Daten nicht gezeigt).
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Anti-topo I-AK
Spearman-Rho Aktivitatsscore Korrelations koeffizient 234
(EUSTAR) Sig. (2-seitig) ,000
N 266

Tabelle 23: Korrelationstabelle der Anti-topo I-AK-Signalstarke und Aktivitatsscore (nach EUSTAR)

16 Patienten der untersuchten Kohorte starben wéhrend des Beobachtungszeitraumes,
durchschnittlich sieben Jahre nach Diagnosestellung. 14 dieser Patienten starben dabei an SSc-
assoziierten Komplikationen, zwei starben an Tumorerkrankungen. Aus der Gruppe der
Patienten mit dSSc starben acht Patienten, von diesen Patienten waren finf positiv fir Anti-
Topoisomerase I-Antikorper.

Das Vorhandensein von Anti-Topoisomerase I-Antikorper ging in der untersuchten Kohorte mit
einer hoheren Mortalitét einher, insbesondere bei Patienten mit Antikdrpertitern Gber 150U (p =
0,003; Abbildung 13).

Mortalitét und anti-

Mortalitit und anti-topo |

Jahre nach Erstmanifestation derd 33c

topo | AK Signalstéirke
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[ -—a—a—a—8—8—8—a
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2 2
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Jahres nach Disgnose ] 5 0 is
LTA Antitopo T+ 5E 3L L
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Abbildung 13: Kumulative Mortalitdit vom Zeitpunkt der Diagnose in Zusammenhang mit dem Anti-topo I-
Antikorperstatus in der Kohorte der dSSc-Patienten (n=96). Signalstarken > 150U sind mit einer erhéhten Mortalitat
assoziiert (p-Wert=0,003).
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3.3.1.5 Zusammenfassung
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass das Vorkommen von Anti-Topoisomerase |-

Antikorpern besonders mit einer diffusen systemischen Sklerose sowie mit einer erhohten
Héaufigkeit der fibrotischen und vaskuléren Krankheitskomponenten, der Krankheitsaktivitat und
Mortalitdt assoziiert ist. Darlberhinaus konnten Korrelationen zwischen der Ho6he des
Antikorpertiters und der Schwere der Lungenfunktionsstorung, des AusmaRes der
Hautfibrosierung und dem Aktivitatsgrad der Erkrankung nachgewiesen werden. Eine
Assoziation mit einem gehduften Vorkommen einer PAH bei Antikdrper-positiven Patienten

konnte nicht gezeigt werden.

3.3.2 ANTI-PM/SCL-ANTIKORPER

In der untersuchten Kohorte wurden mit Hilfe des LIA 35 Patienten (12,5%) mit Anti-Pm/Scl-
Antikorpern identifiziert. 29 Patienten (10,4%) davon wiesen Anti-Pm/Scl-75-Antikérper auf.
Antikorper gegen das Pm/Scl-100-Antigen wurden bei 20 Patienten (7,1%) der untersuchten
Kohorte nachgewiesen. In der betrachteten Kontrollkohorte, bestehend aus Patienten mit anderen
rheumatischen Erkrankungen, wie RA, SLE und SS sowie gesunden Probanden, wurden Anti-
Pm/Scl-100- bzw. Anti-Pm/Scl-75-Antikdrper jeweils nur bei vier Patienten nachgewiesen.
Anti-Pm/Scl-100-Antikorper wurden bei jeweils einem Patienten mit Sjégren Syndrom (2%) und
bei drei von 72 Patienten mit SLE (4,2%) nachgewiesen. Anti-Pm/Scl-75-Antikorper fanden sich
bei einem Patienten mit SLE (1,4%) und bei drei von 88 Patienten mit RA (3,4%), wobei es bei
keinem der Kontrollseren zu einem Auftreten beider Anti-Pm/Scl-Antikdrper simultan kam.
Daruiberhinaus wies keiner der gesunden Blutspender Anti-Pm/Scl-Antikdrper im Serum auf.
Zusammenfassend ergab die Analyse der 280 Patientenseren und der 259 Kontrollseren eine
Spezifitat von 98,5% fiir jeden der beiden untersuchten Anti-Pm/Scl-Antikérper. Anti-Pm/Scl-
75-Antikdrper haben in der untersuchten Kohorte eine niedrige diagnostische Sensitivitat flr die
systemische Sklerose von 10,4%. Anti-Pm/Scl-100-Antikorper weisen eine diagnostische

Sensitivitat von 7,1% auf.

3.3.2.1 Betrachtung nach SSc-Gruppen
Am héufigsten wiesen Patienten mit dSSc bzw. Overlap-Syndromen Anti-Pm/Scl-Antikorper auf

(19,8% bzw. 17,6%). Bei den Patienten mit ISSc wurden Anti-Pm/Scl-Antikorper bei 3,5% der
Patienten im Serum detektiert (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Haufigkeitsverteilung der Anti-Pm/Scl-AK-positiven Patienten (%) in den SSc-Subgruppen; Nummern in

den S&ulen entsprechen den Absolutzahlen

3.3.2.2 Konkordanz der Antikdrper nach SSc-Subgruppen
Eine ausfiihrliche Analyse der Konkordanz der verschiedenen untersuchten Autoantikorper ist

bereits zu Beginn des Kapitels aufgefiihrt. An dieser Stelle soll noch einmal kurz auf die
Konkordanz speziell der Anti-Pm/Scl-Antikérper in Bezug auf die zugrundeliegenden SSc-
Subgruppen eingegangen werden, da dies interessante Unterschiede zwischen den verschiedenen
Anti-Pm/Scl-Antikorpern, aber auch zwischen den SSc-Subgruppen zeigt.

Beim Betrachten der einzelnen SSc-Subgruppen zeigten sich folgende Ergebnisse (vergleiche
Abbildung 15). Von den 19 Anti-Pm/Scl-Antikdrper positiven Patienten mit einer dSSc wiesen
18 Anti-Pm/Scl-75-Antikdrper (94,7%) auf, 13 dieser Patientenseren enthielten zusatzlich noch
Anti-Topoisomerase I-Antikorper.

Bei den Patienten mit ISSc wiesen drei der vier Anti-Pm/Scl-Antikorper-positiven Patienten
Anti-Pm/Scl-100-Antikorper im Serum auf. Der Patient mit Anti-Pm/Scl-75-Antikorpern zeigte
zusatzlich auch eine positive Reaktion fir Anti-CENP-B-Antikdrper. Bei Betrachtung der
Ergebnisse der Odds-Ratio féllt auf, dass die Chance in der untersuchten Kohorte ein Overlap-
Syndrom zu haben, deutlich hoher ist, wenn Anti-Pm/Scl-100-Antikorper anstelle der Anti-
Pm/Scl-75-Antikorper nachgewiesen worden sind (OR 4,25 bzw. 1,19). Fir die dSSc gilt
Umgekehrtes. Das Risiko dieses Phénotypes ist erhoht, wenn Anti-Pm/Scl-75-Antikérper im

Serum nachzuweisen sind (OR 3,63).

Seite |54



3. Ergebnisse

a Pm/Scl-75 Pm/Scl-75
Pm/Scl-100 Pm/Scl-100
Anti-topo | Anti-topo |

Alle Patienten CENP-B CENP-B

n =280

Pm/Scl-75 PM/Scl 75

Pm/Scl-100 PM/Scl 100

Anti-topo | Anti-topo |

CENP-B Overlap CENP-B
n=>51

Abbildung 15: Konkordanz der Anti-Pm/Scl-75/-100-, Anti-topo I- und Anti-CENP-B-Antikdrper, a — alle Patienten, b —

dSSc Patienten, ¢ — ISSc Patienten, d — Patienten mit Overlap-Syndrom

3.3.2.3 Antikorpertiter nach SSc-Gruppen
Die in der untersuchten Kohorte gemessenen Signalstarken scheinen in ihrer Hohe ebenfalls mit

der zugrundeliegenden SSc-Form des Patienten assoziiert zu sein. Patienten mit einem Overlap-
Syndrom zeigen dabei die grofiten Signalintensitaten fir Anti-Pm/Scl-75-Antikorper. Dabei lag
die mediane Signalintensitat bei 92,7 U und war damit signifikant héher im Vergleich zu den
Signalstarken, wie sie bei Patienten mit dSSc (p = 0,03) oder RA (p = 0,02) gemessen werden
konnten (Abbildung 16a). Signalstarken tber 70 Units wurden fast ausschlieRlich bei Patienten
mit Overlap-Syndromen gefunden. Lediglich ein Patient mit dSSc zeigte eine Signalstarke von
142 U. Im Median lag die gemessene Signalintensitat fur Patienten mit dSSc bei 27,6 U und fur
Patienten mit I1SSc bei 37 U. Einschrankend muss an dieser Stelle erwéhnt werden, dass die
Fallzahlen fir diese Analyse jedoch sehr gering und die Streuung recht grol ist.

Bei der Betrachtung der Signalstarken fur Anti-Pm/Scl-100-Antikdrper konnten keine
bedeutsamen Unterschiede zwischen den einzelnen SSc-Formen ermittelt werden, es zeigte sich
lediglich ein signifikanter Unterschied zwischen den gemessenen Signalstarken bei den Patienten
mit Overlap-Syndrom und den Patienten mit SLE (p = 0,02; Abbildung 16b).
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Abbildung 16: Vergleich der Anti-Pm/Scl-75- (a) und Anti-Pm/Scl-100- (b) Antikdrpersignalstarken in verschiedenen
SSc-Subformen und Kontrollgruppen, signifikante Unterschiede zwischen zwei Formen als p-Werte (Mann-Whitney-
Test) dargestellt

3.3.2.4 Klinische Assoziationen
Bei der Analyse der Anti-Pm/Scl-Antikérper (unabhangig vom Subtyp) bezlglich ihrer

Assoziationen mit klinischen Merkmalen ergaben sich fur die Antikorper-positiven Patienten
eine haufigere Beteiligung des muskuloskelettalen Systems sowie der Lunge.
Anti-Pm/Scl-Antikorper-positive Patienten wiesen in der untersuchten Kohorte signifikant
haufiger eine Lungenfibrose (p = 0,004) und damit verbunden einen restriktiven Defekt in der
Lungenfunktionsprifung auf (p = 0,003).

Seltener hingegen litten die Patienten der untersuchten Kohorte, welche Anti-Pm/Scl-Antikdrper
im Serum aufwiesen, an einer PAH (8,6% gegentiber 23,3%; p = 0,049).

Es zeigt sich darUberhinaus auch eine Assoziation mit digitalen Ulzerationen, welche bei den
Anti-Pm/Scl-Antikorper-positiven Patienten signifikant haufiger zu beobachten waren (p =
0,005).

Patienten mit Anti-Pm/Scl-Antikérpern haben eine deutlich hohere Prévalenz einer CK-
Erhéhung im Serum, welche als Marker einer myositischen Komponente gewertet werden kann
(p = 0,002). So wiesen 31,4% der Antikorper-positiven Patienten diese Blutwerterhéhung auf,
wohingegen dies nur 9,7% der Antikorper-negativen Patienten zutraf.

Es zeigten sich keine Assoziationen zwischen dem Vorkommen von Anti-Pm/Scl-Antikorpern
und dem vermehrten oder verminderten Auftreten einer Herz-, Nieren-, gastrointestinalen und
Nervensystembeteiligung sowie dem Sicca-Syndrom.

Eine signifikante Assoziation zwischen gehdufter Mortalitdt und dem Vorkommen von Anti-
Pm/Scl-Antikérpern konnte nicht gefunden werden. Allerdings starben wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraumes 4 der 29 Anti-Pm/Scl-75-Antikorper-positiven Patienten (13,8%) an
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SSc-assoziierten Komplikationen (Ausnahme: eine Patientin verstarb an einem Mamma-
Karzinom). In der Gesamtkohorte starben mit 6,1% aller Patienten deutlich weniger.

Um die diagnostische Wertigkeit der unterschiedlichen Antikdrper gegen Pm/Scl-Antigene zu
beurteilen, werden im folgenden Abschnitt die Assoziationen mit klinischen Merkmalen jeweils
fur die zwei Antikorper gegen die verschiedenen Pm/Scl-Antigene (Pm/Scl-75 und Pm/Scl-100)

einzeln betrachtet.

Anti-Pm/Scl-75-Antikorper
Das Vorhandensein von Anti-Pm/Scl-75-Antikorpern identifiziert einen speziellen Subtyp von

Patienten.

Patienten, welche Anti-Pm/Scl-75-Antikorper im Serum aufwiesen, zeigten eine deutlich hohere
Préavalenz einer vaskuldren Beteiligung (p = 0,003). Diese konnte bei 69,0% der Anti-Pm/Scl-75-
Antikdrper-positiven Patienten und bei 39,4% der Anti-Pm/Scl-75-Antikorper-negativen
Patienten festgestellt werden. Signifikant hdufiger wiesen die Anti-Pm/Scl-75-Antikdrper-
positiven Patienten daruberhinaus auch digitale Ulzerationen aktuell oder in der Vergangenheit
(p = 0,005) auf.

Bei Betrachtung der medianen Werte des mRSS zeigten sich ebenfalls signifikante Unterschiede
zwischen den Anti-Pm/Scl-75-Antikorper-positiven und -negativen Patienten. So wies die
Antikdrper-positive Gruppe einen medianen mRSS-Wert von 9,00 (IQR 12) gegentber 5,0 (IQR
8) der Antikorper-negativen Gruppe auf (p = 0,017). Dieser Zusammenhang l&sst sich auch als
schwache, gleichgerichtete Korrelation der gemessenen Anti-Pm/Scl-75-Antikdrpersignalstarken
und der mRSS-Werte darstellen (rho 0,226; p < 0,0005; Tabelle 24).

Anti-Pm/Scl-75-AK
Spearman-Rho MRSS Korrelations koeffizient 226
Sig. (2-seitig) ,000
N 279

Tabelle 24: Korrelationstabelle der Anti-Pm/Scl-75-Ak-Signalstarke und mRSS

Patienten mit Anti-Pm/Scl-75-Antikorpern haben hé&ufiger eine Lungenbeteiligung. Eine
Lungenfibrose konnte bei 55,2% aller Anti-Pm/Scl-75-Antikorper-positiven Patienten gefunden
werden, wahrend sie bei den Antikdrper-negativen Patienten nur bei 32,7% beobachtet wurde (p
= 0,023). Die Antikorper-positiven Patienten litten dementsprechend auch signifikant haufiger
an einer restriktiven Lungenfunktionseinschrankungen (62,1% gegenuber 32,2%; p = 0,001). Die

Korrelation zwischen den gemessenen Antikérpersignalstarken und den FVC- bzw. den DLCO-
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Anti-Pm/Scl-75-AK

Spearman-Rho

FVC (%)

Korrelations koeffizient
Sig. (2-seitig)
N

-,210
,001
271

Tabelle 25: Korrelationstabelle der Anti-Pm/Scl-75-AK-Signalstarke und der FVC (%)

Anti-Pm/Scl-75-AK

Spearman-Rho

DLCO-SB (%)

Korrelations koeffizient

Sig. (2-seitig)
N

-,141

,020
271

Tabelle 26: Korrelationstabelle der Anti-Pm/Scl-75-AK-Signalstérke und der DLCO-SB (%0)

Signifikante Unterschiede zwischen den Anti-Pm/Scl-75-Antik6rper-positiven und -negativen
Patienten wurden auch bei der Beteiligung des Bewegungsapparates gefunden. Antikorper-
positive Patienten wiesen signifikant haufiger Gelenkkontrakturen und Muskelatrophien auf (p =
0,044 bzw. 0,032). Auch eine CK-Erhohung im Serum als Marker einer myositischen
Komponente wurde bei 34,5% der Anti-Pm/Scl-75-Antikdérper-positiven und nur bei 10,8% der
Anti-Pm/Scl-75-Antikdrper-negativen Patienten (p = 0,002) gemessen.

Die Krankheitsaktivitét ist bei den Anti-Pm/Scl-75-Antikdrper-positiven Patienten erhoht. Sie
wiesen in unserer Kohorte im Median einen Score von 2,0 (IQR 2,0) gegenuber von 1,5 (IQR
2,0) bei den Antikorper-negativen Patienten auf (p = 0,037). Dies lasst sich auch in einer
schwachen Korrelation zwischen den gemessenen Signalstarken und dem Aktivitatsscore zeigen
(rho 0,205; p = 0,001; Tabelle 27).

Anti-Pm/Scl-75-AK
Spearman-Rho Aktivitatsscore Korrelations koeffizient ,205
(EUSTAR) Sig. (2-seitig) ,001
N 266

Tabelle 27: Korrelationstabelle der Anti-Pm/Scl-75-AK-Signalstarke und dem Aktivitatsscore (nach EUSTAR)

Dartiberhinaus lag der Krankheitsbeginn bei den Anti-Pm/Scl-75-Antikorper-positiven Patienten
im Schnitt bei 44,2 Jahren (SD 17,6 Jahre), was einem Beginn von durchschnittlich sechs Jahren
vor den Anti-Pm/Scl-75-Antikorper-negativen Patienten mit 50,4 Jahren (SD 13,8 Jahre; p =
0,057) entspricht.
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Anti-Pm/Scl-100-Antikérper
Das Vorhandensein von Anti-Pm/Scl-100-Antikdrpern in den Seren der untersuchten Kohorte

zeigte weniger Assoziationen mit den betrachteten klinischen Merkmalen. Ahnlich den Patienten
mit Anti-Pm/Scl-75-Antikérpern zeigten die Patienten mit Anti-Pm/Scl-100-Antikérpern
ebenfalls haufiger eine Erhéhung der CK im Serum (35%) als die Anti-Pm/Scl-100-Antikorper-
negativen Patienten (11,5%; p = 0,009). Es konnte nur eine Tendenz zwischen dem
Vorhandensein von Anti-Pm/Scl-100-Antikorpern und der erhohten Haufigkeit einer
Lungenfibrose bei den Patienten gefunden werden (p = 0,086).

Etwas geringer war die Haufigkeit von gastrointestinalen Beschwerden der Patienten mit Anti-
Pm/Scl-100-Antikorpern. Nur 55% der AntikOrper-positiven Patienten berichteten von
regelméBigen Diarrhoen, im Vergleich zu 78,5% der Anti-Pm/Scl-100-Antikorper-negativen
Patienten (p = 0,026). 15% gaben an regelmaRig an Emesis zu leiden, wohingegen es bei den
Antikdrper-negativen Patienten 38,5% waren (p = 0,036). 20% der Anti-Pm/Scl-100-Antikdrper-
positiven Patienten litten regelmaRig an Obstipation. In der Antikdrper-negativen Gruppe gaben
44,2% der Patienten an, daran zu leiden (p = 0,037).

Beim Vergleich des Alters bei Erkrankungsbeginn zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
in der Anti-Pm/Scl-100-Antikdrper-positiven und -negativen Gruppe (48,3 Jahre vs. 49,8 Jahre).
Auch ergab sich keine bedeutsame Korrelation zwischen den gemessenen Signalstiarken und dem
Krankheitsaktivitatsscore (Tabelle 28).

Anti-Pm/Scl- 100-AK
Spearman-Rho Aktivitatsscore Korrelations koeffizient -,013
(EUSTAR) Sig. (2-seitig) 838
N 266

Tabelle 28: Korrelationstabelle der anti-Pm/Scl-100 AK-Signalstarke und dem Aktivitatsscore

Es konnten keine signifikanten Korrelationen zwischen den gemessenen Anti-Pm/Scl-100-
Antikorpersignalintensitdten und dem  Grad der Hautfibrosierung  bzw. den
Lungenfunktionsparametern gefunden werden (vergleiche Tabelle 29, Tabelle 30 und Tabelle
31).

Anti-Pm/Scl-100-AK
Spearman-Rho MRSS Korrelations koeffizient ,024
Sig. (2-seitig) ,689
N 279

Tabelle 29: Korrelationstabelle der Anti-Pm/Scl-100-AK-Signalstédrke und mRSS
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Anti-Pm/Scl-100-AK
Spearman-Rho DLCO-SB (%) Korrelations koeffizient ,024
Sig. (2-seitig) ,690
N 271

Tabelle 30: Korrelationstabelle der Anti-Pm/Scl-100-AK-Signalstérke und der DLCO-SB (%0)

Anti-Pm/Scl-100-AK
Spearman-Rho FVC (%) Korrelations koeffizient -,095
Sig. (2-seitig) 117
N 271

Tabelle 31: Korrelationstabelle der Anti-Pm/Scl-100-AK-Signalstérke und der FVC (%)

3.3.2.5 Zusammenfassung
Die Haufigkeit des Vorkommens der verschiedenen Anti-Pm/Scl-Antikdrper ist in den einzelnen

SSc-Subformen deutlich unterschiedlich. Patienten mit einer dSSc zeigen fast ausschlief3lich eine
Reaktion gegen das Pm/Scl-75 Antigen, wahrend Patienten mit Overlap-Syndromen beide
Autoantikdrper im Serum aufweisen kdnnen. Patienten mit ISSc haben eine geringe Préavalenz
von Anti-Pm/Scl-Antikdrpern im Serum und weisen dann aber tberwiegend Anti-Pm/Scl-100-
Antikdrper auf.

Die H&ufigkeit und Bedeutsamkeit der Assoziationen zu klinischen Merkmalen sind stark
unterschiedlich bei den beiden untersuchten Anti-Pm/Scl-Antikorpern ausgeprégt. Anti-Pm/Scl-
75-Antikorper weisen in der untersuchten Kohorte deutlich starkere Assoziationen und

Korrelationen zur Klinik der systemischen Sklerose auf als Anti-Pm/Scl-100-Antikorper.

3.3.3 ANTI-CENP-A- UND ANTI-CENP-B-ANTIKORPER

Anti-CENP-A- und -B-Antikorper haben in der untersuchten Kohorte jeweils eine Prévalenz von
36,8% (n=103) und sind damit die am haufigsten nachgewiesenen Antikorper. Bei den
untersuchten Kontrollseren konnten Anti-CENP-B-Antikdrper bei einem Patienten mit Sjogren
Syndrom (2%), bei einem Patienten mit systemischen Lupus erythrematodes (1,4%) und bei drei
Patienten mit Rheumatoider Arthritis (3,4%), aber bei keinem der gesunden Blutspender
nachgewiesen werden. Daraus ergibt sich eine diagnostische Spezifitdt der Anti-CENP-B-
Antikorper fur die systemische Sklerose in der untersuchten Kohorte von 98,1% bei einer
diagnostischen Sensitivitdat von 36,8%. Anti-CENP-A-Antikorper-positive Seren fanden sich
ebenfalls in den Kontrollgruppen. Dabei wies der gleiche Patient mit Sjogren Syndrom (2%)
neben den Anti-CENP-B-Antikorpern auch Anti-CENP-A-Antikorper auf. Bei den Patienten mit
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SLE fanden sich flinf Patienten mit Anti-CENP-A-Antikdrpern (6,9%), wobei auch hier ein
doppelt positiver Patient zu finden ist. In der Gruppe der Patienten mit rheumatoider Arthritis
wurden Anti-CENP-A-Antikorper bei einem von 88 Patienten (1,1%) nachgewiesen. Daraus
ergibt sich eine diagnostische Spezifitdt der Anti-CENP-A-Antikdrper fur die systemische
Sklerose in der untersuchten Kohorte von 97,3% bei einer diagnostischen Sensitivitat von 36,8%.

3.3.3.1 Konkordanz der Antikdrper untereinander
Es wurden mit Hilfe des LIA 106 Patienten mit Anti-CENP-B- oder Anti-CENP-A-Antikorpern

identifiziert. Von diesen Patienten konnten bei 100 sowohl Anti-CENP-B- als auch Anti-CENP-
A-Antikorper im Serum nachgewiesen werden. Dies entspricht einer Ubereinstimmung von

94,3% (Abbildung 17). Jeweils drei Patienten wiesen nur einen der beiden Antikorper auf.

100
90
80
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50
40
30
20
10

0 -

Anteil der ACA-positiven Patienten (%)

nur Anti-CENP-B-AK + nur Anti-CENP-A-AK + Anti-CENP-B +/Anti-
CENP-A +

ACA

Abbildung 17: Haufigkeiten und Konkordanz der Anti-Centromer-Antikérper (ACA) in der Gesamtkohorte in %

3.3.3.2 Betrachtung nach SSc-Gruppen
Anti-Centromer-Antikorper charakterisieren Patienten mit ISSc. 84 der 103 Anti-CENP-B-

Antikorper-positiven Patienten haben eine ISSc, dies entspricht 74,3% aller 1ISSc-Patienten. Bel
den Anti-CENP-A-Antikorper-positiven Patienten sind es 82 Patienten mit ISSc (72,6%). Von
den 96 Patienten mit dSSc haben sechs Patienten (6,3%) Anti-CENP-B-Antikorper und sieben
(7,3%) Anti-CENP-A-Antikorper. Die gleichen Haufigkeiten ergeben sich fur die Patienten mit
Overlap-Syndromen. Bei den Patienten mit SSc sine Skleroderma hat jeweils einer bzw. haben
zwei Patienten Anti-CENP-B- bzw. Anti-CENP-A-Antikorper. Sechs Patienten mit UCTD haben
Anti-CENP-B-Antikorper. Funf Patienten mit UCTD haben Anti-CENP-A-Antikorper
(Abbildung 18).
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Sind Anti-CENP-B- bzw. Anti-CENP-A-Antikorper im Serum vorhanden ist die Chance eine
ISSc zu entwickeln 22,5- bzw. 18,4- fach erhoht. Die Odds-Ratio bei Betrachtung der dSSc
betragt hingegen nur 0,06 (bzw. 0,07) und deutet somit auf eine protektive Wirkung hin.
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Abbildung 18: Haufigkeitsverteilung der Anti-CENP-B-Antikdrper (dunkelgrau) und der Anti-CENP-A-Antikdrper
(hellgrau) in den verschiedenen SSc-Subgruppen; Nummern in den Saulen entsprechen den Absolutzahlen

3.3.3.3 Antikdrpertiter nach SSc-Gruppen
Betrachtet man die Signalstarken der untersuchten Anti-Centromer-Antikorper, so lassen sich

keine bedeutsamen Unterschiede zwischen den einzelnen SSc-Subformen feststellen,
insbesondere auch nicht fur die ISSc. Die gemessenen Intensitaten der Anti-CENP-B-Antikorper
lagen im Median hoher (156 U; IQR 21) als die der Anti-CENP-A-Antikdrper (115 U; IQR 33),

dies konnte aber die Ursache im verwendeten Testsystem haben.
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Abbildung 19: Vergleich der Anti-CENP-B- (A) und der Anti-CENP-A- (B) AK-Signalstarken (LIA) in den
verschiedenen SSc-Subformen
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3.3.3.4 Klinische Assoziationen der Anti-CENP-B-Antikorper
Im folgenden Abschnitt werden die Assoziationen der klinischen Merkmale und des

Vorkommens von Anti-CENP-B-Antikorpern dargestellt.

Patienten mit Anti-Centromer-Antikérpern sind durch ein geringes AusmaR der Fibrosierung
gekennzeichnet.

Eine Lungenfibrose konnte bei 13,6% der Anti-CENP-B-Antikorper-positiven Patienten
nachgewiesen werden, im Vergleich zu 47,5% der Anti-CENP-B-Antikorper-negativen Patienten
(p < 0,0005). Bei einer berechneten Odds-Ratio von 0,17 kdnnte sogar von einem protektiven
Faktor ausgegangen werden. Allerdings ist dieses Risikomal} kein beweisendes KausalitatsmaR.
Auch die Ergebnisse der durchgefiihrten Lungenfunktionstests (FVC, DLCO-SB) zeigen eine
deutlich geringere Beeintrachtigung der Patienten mit Anti-CENP-B-Antikérpern im Serum (p <
0,0005). Patienten mit Anti-CENP-B-Antikérpern haben im Median eine DLCO-SB von 79,0%
(IQR 22,0) und eine mediane FVC 99,1% (IQR 22,0). In der Anti-CENP-B-Antikorper-
negativen Gruppe lagen die medianen Messergebnisse fur die DLCO-SB bei 69,4% (IQR 28,0)
und fur die FVC bei 85,6% (IQR 26,0). Darlber hinaus zeigten sich keine Korrelationen
zwischen den Anti-CENP-B-Antikorpersignalstarken und den gemessenen

Lungenfunktionswerten (vergleiche Tabelle 32 und Tabelle 33).

Anti-CENP-B-AK
Spearman-Rho FVC (%) Korrelations koeffizient -,042
Sig. (2-seitig) ,681
N 99

Tabelle 32: Korrelationstabelle der Anti-CENP-B-AK-Signalstérken und der FVC (%)

Anti-CENP-B-AK
Spearman-Rho DLCO-SB (%) Korrelations koeffizient -,160
Sig. (2-seitig) , 109
N 101

Tabelle 33: Korrelationstabelle der Anti-CENP-B-AK-Signalstarken und der DLCO-SB (%)

Ein geringes Ausmal? an Fibrosierung und Sklerosierung spiegelt sich auch beim Vergleich der
mRSS-Werte zwischen den Anti-CENP-B-Antikorper-positiven und -negativen Patienten wider
(p < 0,0005). Bei den Anti-CENP-B-Antikorper-positiven Patienten lag der mRSS-Wert im
Median bei 4,0 (IQR 4,0), wohingegen er bei den Anti-CENP-B-Antikorper-negativen Patienten
mit 7,0 (IQR 11,0) fast doppelt so hoch lag. Es konnte eine schwache Korrelation zwischen der

gemessenen Anti-CENP-B-Antikorpersignalstarke und der Hoéhe des mRSS nachgewiesen
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werden. Es gilt dabei, je hoher die gemessenen Signalstarke des Antikorpers, desto hoher der
Grad der Fibrosierung (rho 0,235; p = 0,017; Tabelle 34).

Anti-CENP-B-AK
Spearman-Rho MRSS Korrelations koeffizient 235
Sig. (2-seitig) ,017
N 103

Tabelle 34: Korrelationstabelle der Anti-CENP-B-AK-Signalstarke und mRSS

Das AusmaR der vaskuldren Beteiligung ist in der Anti-CENP-B-Antikorper-positiven
Patientengruppe ebenfalls deutlich geringer. Wahrend bei den Anti-CENP-B-Antikorper-
negativen Patienten 49,7% eine vaskuldre Beteiligung und 44,6% digitale Ulzerationen
aufweisen, sind es bei den Anti-CENP-B-Antikorper-positiven Patienten lediglich 30,1% bzw.
32% (p = 0,002 bzw. p = 0,043).

Es zeigte sich eine seltenere Herzbeteiligung bei den Anti-CENP-B-Antikdrper-positiven
Patienten der untersuchten Kohorte. Bei 29,1% der Anti-CENP-B-Antikdrper-positiven
Patienten konnte diese nachgewiesen werden, wéhrend dies in der Antikdrper-negativen Gruppe
flir 47,5% der Patienten zutraf (p = 0,004).

Keine  signifikanten  Unterschiede  konnten  dabei  fur die  Haufigkeit von
Erregungsleitungsstorungen oder diastolischer Dysfunktion festgestellt werden.

Auch eine Beteiligung des Bewegungsapparates ist seltener in der Anti-CENP-B-Antikorper-
positiven Patientengruppe zu finden. 53,4 % dieser Patienten litten an Gelenkkontrakturen und
bei 6,8% konnte eine CK-Erh6hung im Serum gemessen werden. VVon den Anti-CENP-B-
Antikorper-negativen Patienten hatten 66,1% Gelenkkontrakturen (p = 0,042) und 16,9% eine
CK-Erhohung (p = 0,017).

Der Krankheitsbeginn bei den Anti-CENP-B-Antikorper-positiven Patienten lag im Schnitt bei
55,5 Jahren (SD 13,8 Jahre), was einem Beginn von durchschnittlich funf Jahren spater als bei
den Anti-CENP-B-Antikorper-negativen Patienten mit 48,0 Jahren (SD 14,4 Jahre; p = 0,004)
entspricht. Wahrend des Beobachtungszeitraumes verstarben 5 Patienten, der Anti-CENP-B-
Antikorper-positiven Patienten (4,9%).

Es konnten keine Assoziationen zwischen dem Vorkommen von Anti-CENP-B-Antikdrpern und
der Haufigkeit einer Beteiligung des Gastrointestinaltrakts, der Nieren und des Nervensystems

sowie des Sicca-Syndroms gefunden werden.

Seite |64



3.3.3.5 Krankheitsaktivitat
Der Vergleich der Hohe des Krankheitsaktivitatsscores der Anti-CENP-B-Antikdrper-positiven

3. Ergebnisse

Patienten zu den negativen Patienten zeigt einen deutlichen Unterschied. Die Antikorper-

positiven Patienten wiesen im Median eine geringere Krankheitsaktivitat mit 1,0 (IQR 1,5) im
Vergleich zu den Antikdrper-negativen Patienten mit 2,0 (IQR 2,0; p < 0,0005) auf. Eine

Korrelation zwischen den Anti-CENP-B-Antikorpersignalstarken und den Werten des

Aktivitatsscores konnte allerdings nicht nachgewiesen werden (siehe Tabelle 35).

Anti-CENP-B-AK

Spearman-Rho

Aktivitatsscore
(EUSTAR)

Korrelations koeffizient
Sig. (2-seitig)
N

152
133
99

Tabelle 35: Korrelationstabelle der Anti-CENP-B-AK-Signalstarke und des Aktivitatsscores (nach EUSTAR)

3.3.3.6 Klinische Assoziationen der Anti-CENP-A-Antikorper
Aufgrund der hohen Konkordanz (94,3%) der Anti-CENP-A- und —B-Antikorper ergeben sich
bei der Analyse der Assoziation mit klinischen Merkmalen nur marginale Unterschiede zwischen

beiden Antikorpern (vergleiche Tabelle 35). Aus diesem Grund wird auf die ausfiihrliche

Darstellung der Ergebnisse an dieser Stelle verzichtet.

Klinische Anti-CENP-B-AK | Anti-CENP-A-AK ACA neg. p-Wert
Manifestationen positiv positiv n=177

n=103 n =103
Lungenfibrose 13,6% 15,5% 47,5% < 0,0005*
PAH 24,3% 25,2% 19,8% 0,231
mRSS # 4,0 (4,0) 4,0 (4,0) 7,0 (12,0) < 0,0005*
Gefalbeteiligung 30,1% 30,1% 49,7% 0,002*
Digitale Ulzerationen 32,0% 32,0% 44,6% 0,043*
GI-Beteiligung 77,7% 75,7% 76,8% 1,000
Bewegungssystem 87,4% 87,4% 93,2% 0,127
Herzbeteiligung 29,1% 30,1% 46,9% 0,007*
Nieren 17,5% 17,5% 21,5% 0,443
Nervensystem 12,6% 11,7% 18,1% 0,244
Sicca-Syndrom 68,9% 69,9% 68,9% 1,000

Tabelle 36: Vergleich der Haufigkeiten Kklinischer Manifestationen zwischen Anti-CENP-A-AK-positiven, Anti-CENP-B-
AK-positiven und Anti-Centromer-AK-negativen (ACA neg.) Patienten; p-Werte im Chi-Quadrat-Test ermittelt beziehen

sich auf die Unterschiede zwischen den ACA + und ACA - Patienten; * = signifikant; # Median (IQR)
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3.3.3.7 Zusammenfassung
Autoantikdrper gegen die Zentromerproteine A und B haben in der untersuchten Kohorte die

hochste Pravalenz (36,8%), wobei sie am hé&ufigsten bei den Patienten mit einer 1SSc
nachzuweisen sind. Anti-CENP-A- und Anti-CENP-B-Antikdrper unterscheiden sich in der
untersuchten Kohorte nicht in ihrer Haufigkeit. In 94,3% der Falle kamen beide Antikorper
konkordant bei den Patienten vor.

Patienten mit Anti-Centromer-Antikorper sind durch eine leichtere Krankheitsauspragung und

durch ein deutlich geringeres Mal3 an Fibrosierung gekennzeichnet.

3.3.4 WEITERE ANTIKORPER

Aufgrund der geringen Fallzahlen waren signifikante Unterschiede in den statistischen Analysen
der Ubrigen untersuchten Antikérper nicht nachzuweisen, so dass ausschlieflich
Fallvorstellungen der Antikorper-positiven Patienten prasentiert werden koénnen. Im folgenden

Abschnitt werden diese Kasuistiken dargestellt.

3.3.4.1 Anti-Ku-Antikérper
Zwei von 280 Patienten (0,7%) sind in der untersuchten Kohorte positiv fur Anti-Ku-Antikorper.

Beide Patienten sind dabei ausschlieflich und eindeutig positiv mit gemessenen Signalstérken
von 80 U bzw. 165 U. Andere Antikorper konnten jeweils nicht nachgewiesen werden.

Die zwei Anti-Ku-Antikorper-positiven Patienten sind beide weiblichen Geschlechts und an
einem Overlap-Syndrom zwischen der systemischen Sklerose und einer Polymyositis erkrankt
(vergleiche Tabelle 37). Zum Zeitpunkt der Untersuchung sind beide Patienten im mittleren
Alter (63 Jahre bzw. 51 Jahre). Bei beiden ist keine positive Familienanamnese bekannt.

Die Krankheitsauspragung ist durch eine ausgepréagte Beteiligung des Bewegungsapparates mit
Muskelatrophie, Gelenkkontrakturen und CK-Erhéhungen im Serum gekennzeichnet.
Dariiberhinaus leiden beide Patienten an einer Dysmotilitat des Osophagus und an einer Sicca-
Symptomatik.

Der Fibrosierungs- und Sklerosierungsgrad kann als eher gering betrachtet werden (mRSS 2
bzw. mRSS 11). Keine der Patientinnen hat eine vaskuldre Beteiligung oder digitale
Ulzerationen. Auch eine Beteiligung der Lunge oder des Nervensystems konnte nicht festgestellt
werden.

Unterschiede zwischen beiden Patienten gab es lediglich in der Beteiligung des Dinn- und

Dickdarmes sowie bei der Nierenbeteiligung.
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Patienten- |SSc- Geschlecht [Manifestations- |mRSS |Lungen- |PAH [Bewegungs- |GIT (Sicca |GefdBe |Nerven- [Nieren

ID Form alter (J.) fibrose system system

SKLO030 |SSc/Pm W 50 2 - - + + +

SKL091 |SSc/Pm w 64 11 - - + + + - - +
Tabelle 37: Eigenschaften der Anti-Ku-Antikoérper-positiven Patienten; + = vorhanden; - = nicht vorhanden; W =

weiblich; M = mannlich; GIT - Gastrointestinaltrakt

3.3.4.2 Anti-Rpp38-Antikdrper
In der untersuchten Kohorte konnten vier Patienten mit Anti-Rpp38-Antikdrpern identifiziert

werden (1,4%). Keiner der Anti-Rpp38-Antikorper-positiven Patienten wies ausschliellich
diesen Antikorper im Serum auf. Im LIA wurde immer mindestens ein weiterer Antikorper im
Serum als positiv gemessen (siehe Tabelle 14). 50% dieser Patienten haben einen eher niedrigen
Antikdrperspiegel mit 7 bzw. 9 U, 50% sind starker positiv mit 51 bzw. 55 U.

Alle vier Patienten sind weiblichen Geschlechts, die Altersspanne zum Zeitpunkt der Analyse
reicht dabei von 43 Jahren bis 70 Jahren. Drei Patienten sind an einer diffusen systemischen
Sklerose, eine Patientin ist an einer UCTD erkrankt.

Eine Hautbeteiligung kann bei allen Patienten beobachtet werden, allerdings ist der gemessene
mRSS als eher gering (im Median 7) zu betrachten. Bei allen Patienten ist eine Beteiligung des
Bewegungssystems vorhanden (vergleiche Tabelle 38). Diese ist dabei bei allen vier Anti-
Rpp38-Antikorper-positiven Patienten unterschiedlich stark ausgepragt. Ein Patient hat eine
aulerst vielgestaltige Beteiligung des muskuloskelettalen Systems mit Gelenkkontrakturen,
Muskelschwéche, Muskelatrophien und CK-Erhohung. Ein weiterer Patient leidet nur an einer
Muskelbeteiligung, die zwei Ubrigen leiden vorrangig an Gelenkkontrakturen.

Bei 75% der Anti-Rpp38-Antikdrper-positiven Patienten sind Motilitatsstérungen des
Osophagus bekannt. Drei der vier Patienten leiden an einer Sicca-Symptomatik, davon haben
aber nur zwei Patienten auch eine Osophagusbeteiligung.

Akrale Ulzerationen konnten bei 50% der Anti-Rpp38-Antikorper-positiven Patienten
beobachtet werden.

Eine pulmonale Komponente ist bei diesen vier Patienten eher selten. Zwei haben in der
Lungenfunktionsuntersuchung einen respiratorischen Defekt. Lediglich ein Patient hat eine
Lungenfibrose.

Auch die Beteiligung des Nervensystems ist in der untersuchten Kohorte eher nicht
charakteristisch flr die Anti-Rpp38-Antikdorper-positiven Patienten. Einer der vier Patienten hat
eine Trigeminusneuralgie.

Bei keinem der Anti-Rpp38-Antikdrper-positiven Patienten konnte eine Herz-, Kolon-, oder

Nierenbeteiligung beobachtet werden.
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Zusammenfassend stellt sich die Gruppe der Anti-Rpp38-Antikorper-positiven Patienten als eher
heterogen dar. Sie ist gekennzeichnet durch eine eher geringe Auspragung der Hautfibrosierung
und eine unterschiedlich stark ausgeprégte, aber in allen Féllen vorhandene Beteiligung des
Bewegungsapparates. Die Patienten der untersuchten Kohorte mit diesem Antikérper leiden

selten oder gar nicht an pulmonaler, kardialer und nephrologischer Beteiligung.

Patienten-1D |SSc-  [Geschlecht |Manifestations- [mRSS |Lungen- |PAH |Bewegungs- |GIT |Sicca |Gefale |Nerven-  [Nieren

Form alter (J.) fibrose system system
SKL159 |UCTD W 66 2 + - +
SKL185 | dSSc w 58 7 - - + + +
SKL232 | dSSc w 30 7 + + + - +
SKL244 | dSSc w 21 7 + - + + - +

Tabelle 38: Eigenschaften der Anti-Rpp38-Antikdrper-positiven Patienten; + = vorhanden; - = nicht vorhanden; W =
weiblich; M = mannlich; GIT - Gastrointestinaltrakt

3.3.4.3 Anti-hpopl-Antikoérper
In der untersuchten Kohorte konnte bei 11 Patienten AntikOrper gegen hpopl nachgewiesen

werden (3,9%). Zwei dieser Patienten sind dabei stark positiv (140 U, 98 U), die Ubrigen
Patienten haben gemessene Signalstarken zwischen 6 und 23 Units im LIA fur Anti-hpopl-
Antikorper.

Das Verhaltnis von weiblichen zu ménnlichen Patienten betragt 10: 1.

Die Einteilung in die Subgruppen der systemischen Sklerose zeigt ein heterogenes Bild
(vergleiche Tabelle 39). Vier Patienten haben eine dSSc, drei Patienten haben eine ISSc bzw. ein
Overlap-Syndrom zwischen der systemischen Sklerose und einer anderen rheumatischen
Erkrankung, ein Patient hat eine undifferenzierte Bindegewebserkrankung.

Bei der Analyse der Konkordanz der Anti-hpopl-Antikérper mit den anderen untersuchten
Antikorpern erhalt man ebenfalls ein heterogenes Ergebnis (vergleiche Tabelle 14). Drei
Patienten sind lediglich fur Anti-hpopl-Antikdrper positiv und hatten keine weiteren Antikorper
im Serum. Klinisch zeigen sich aber keine Unterschiede zu den Patienten mit mehr als einem
Antikorper.

Es lasst sich keine spezielle klinische Auspragung der systemischen Sklerose als Gemeinsamkeit
der Anti-hpopl-Antikdrper-positiven Patienten in der betrachteten Kohorte finden. Allen
Patienten gemeinsam ist lediglich eine Beteiligung des Bewegungssystems, dies aber in sehr
unterschiedlicher Intensitat und Symptomvielfalt. Der Anti-hpopl-Antikdrper scheint somit nicht

zur Charakterisierung eines spezifischen Phanotypes geeignet zu sein.
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Patienten-1D |SSc- Geschlecht [Manifestations- |mRSS [Lungen- |PAH [Bewegungs- [GIT ([Sicca |GefdBe |Nerven- |Nieren
Form alter (J.) fibrose system system

SKL019 |Overlap| W 43 5 + + + + | + +
SKL042 |Overlap| W 51 2 + - + + | + +
SKL102 | ISSc w 68 4 - - + + | +
SKL159 | UCTD w 66 2 - B ¥ ¥
SKL211 | dSSc " k.A. 15 I N ; n "
SKL232 | dSSc W 30 7 B _ ¥ n " "
SKL273 | ISSc w 61 2 - - + + |+
SKL284 | dSSc w 55 26 + - + + +
SKL302 |Overlap| M 35 0 + + + + n +
SKL348 | ISSc w kKA. 8 - + + + | + + +
SKL360 | dSSc w 61 48 + _ ¥ " n " "

Tabelle 39: Eigenschaften der Anti-hpopl-AK-positiven Patienten; + = vorhanden; - = nicht vorhanden; W = weiblich; M
= maénnlich; k.A. = keine Angaben vorhanden; GIT-Gastrointestinaltrakt

3.3.5 ANTIKORPER-NEGATIVE PATIENTEN

65 Patienten sind in der untersuchten Kohorte bei der Antikdrperbestimmung im LIA fir keinen
der untersuchten Antikdrper positiv.

15,4% (n=10) davon sind ménnlichen, 84,6% weiblichen Geschlechts, was ein Verhéltnis von 1:
5,5 ergibt.

Der Erkrankungsbeginn der systemischen Sklerose lag bei den Patienten in dieser Gruppe bei
durchschnittlich 53,5 Jahren (SD 13,7 Jahre) und somit geringfligig hoéher als bei den
Antikorper-positiven Patienten mit durchschnittlich 50,0 Jahren (SD 14,6 Jahre). Die
Erkrankungsdauer zum Zeitpunkt der Studie lag im Median bei 2 Jahren (IQR 6,0).

Die Patientengruppe ohne Nachweis von Antikorpern ist sehr heterogen bezilglich der
beobachteten SSc-Subgruppen. Die groRte Anzahl der Patienten (n=21) leiden an der diffusen
Form. 18 Patienten haben eine limitierte Hautfibrosierung und —sklerosierung und wurden
demnach als ISSc klassifiziert. Von 51 Patienten mit Overlap-Syndrom sind 17 Antikorper
negativ (33,3%). Bei 50% der Patienten mit UCTD (n=8) konnte keiner der untersuchten
Antikorper im Serum detektiert werden. Auch ein Patient mit systemischer Sklerose sine
Skleroderma ist Antikorper-negativ.

Vergleicht man die Haufigkeiten der klinischen Merkmale in den Gruppen Antikorper-negativ
und Antikorper-positiv, so konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
gefunden werden. In der untersuchten Kohorte entsprachen sich somit beide Gruppen

weitestgehend in der klinischen Charakterisierung (Tabelle 40).
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Antikorper-negative Patienten Antikdrper-positive Patienten

n =65 n=215
Hautbeteiligung 83,1 % 90,7 %
mRSS # 4,5 (9,0) 5,0 (9,0)
Lungenfibrose 29,2 % 36,7 %
PAH 13,8 % 23,7 %
Beteiligung des 92,3 % 90,7 %
Bewegungsapparates
Herzbeteiligung 44,6 % 39,5%
Nierenbeteiligung 24,6 % 18,6 %
Osophagusbeteiligung 83,1 % 75,3 %
Nervensystembeteiligung 20 % 14,9 %

Tabelle 40: Vergleich der Haufigkeiten klinischer Manifestationen bei Patienten mit und ohne Autoantikdrper in Prozent,

# Median und Interquartilsbereich

Das Merkmal der Antikorper-Negativitdt scheint, zu mindest nach den Ergebnissen der

vorliegenden Analyse,

ermdoglichen.

nicht dazu geeignet eine weitere Patientensubklassifizierung zu
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3.4 ANALYSE VON ANTIKORPERPROFILEN

Um den Einfluss des gleichzeitigen Vorkommens mehrerer Antikorper bei einem Patienten
(Antikorperprofil) auf die Wahrscheinlichkeit des Auftretens bestimmter klinischer Merkmale zu
untersuchen, wurde das Modell der multivariaten logistischen Regression gewdhlt. Der
Einschluss der Antikorper in das Modell erfolgte schrittweise und geordnet nach ihrer
Aussagekraft. Nicht aufgefiinrte Antikorper wurden aufgrund des nicht nachweisbaren

Einflusses auf die abhdngige Variable nicht in die Gleichung eingeschlossen.

Merkmal | Schrittweiser Einschluss Regressions- Ex(B) Sign. Cox & Snell r?
koeffizient B
Lungen- | Konstante -0,619 0,538 < 0,0005
fibrose
Anti-topo I-AK 1,914 6,782 < 0,0005
Konstante -1,130 0,323 < 0,0005 0,141
Anti-CENP-B-AK -1,258 0,284 | <0,0005
Anti-topo I-AK 1,462 4,313 | <0,0005
Konstante -0,635 0,530 0,001 0,185
Anti-CENP-B-AK -1,106 0,331 0,002
Anti-topo I-AK 1,617 5,036 | <0,0005
Anti-Pm/Scl-100-AK 0,998 2,712 0,047
Konstante
-0,807 0,446 | <0,0005 0,196

Tabelle 41: Modell der logistischen Regression zur Aufklarung von Autoantikérpern als Risikofaktoren fur die

Lungenfibrose

Die Odds flr das Auftreten einer Lungenfibrose sind am grofiten, wenn Anti-Topoisomerase |-
Antikorper im Serum des Patienten zu finden sind. Die Chance ist um das 6,8-fache erhoht. Aus
den Gewichten des Anti-CENP-B-Antikorpers im Modell ergibt sich ein Hinweis darauf, dass
das Auftreten dieses Antikorpers die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer Lungenfibrose
eher verringert. Ist als dritter Antikorper Anti-Pm/Scl-100-Antik6rper im Serum nachzuweisen,
steigt statistisch die Wahrscheinlichkeit fur eine Lungenfibrose erneut an (vergleiche Tabelle

41). Der Einfluss von mehreren Antikoérpern auf die Ausprédgung einer Lungenfibrose ist aber
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insgesamt geringer als der Einfluss jedes einzelnen. Der schrittweise Anstieg des r2 von Cox und

Snell von 0,141 auf 0,196 bei der Einbeziehung weiterer Variablen, zeigt dass dieses Modell eine

Varianzaufklarung von 19,6% bietet. Damit ist Varianzaufklarung nicht sehr hoch, was auf

Grund der Vielfalt der Einflufaktoren auf die Entstehen einer systemischen Sklerose auch nicht

zu erwarten war, es ergeben sich aber daraus gute Anhaltspunkte flr weitere Untersuchungen.

Fur die anderen in diesem Modell untersuchten klinischen Manifestationen zeigten sich keine

signifikanten Einfllisse mehrerer Antikdrper, so dass sich jeweils nur der Einfluss von einem

Hauptantikdrper ermitteln lieR (Tabelle 42).

Schrittweiser Einschluss Regressions- Ex(B) Sign. Cox & Snell r?
koeffizient B

Merkmal
PAH Konstante -1,299 0,273 < 0,0005

Anti-Pm/Scl-75-AK -1,400 0,246 0,061

Konstante

-1,202 0,301 < 0,0005 0,018

Herz- Konstante -0,376 0,687 0,002
Beteiligung

Anti-CENP-B-AK -0,787 0,455 0,003

Konstante -0,102 0,903 0,499 0,033
Renale Konstante -2,800 0,061 < 0,0005
Krisen

Anti-CENP-B-AK -1,473 0,229 0,055

Konstante -2,449 < 0,0005 0,018
mRSS > 15 |Konstante -1,878 0,153 < 0,0005

Anti-topo I-AK 2,174 8,791 < 0,0005

Konstante -2,733 0,650 < 0,0005 0,115

Tabelle 42: Modell der log. Regression zur Aufklarung der Bedeutung des Vorkommens von verschiedenen Antikérpern

als Risikofaktoren fiir die PAH, die Herzbeteiligung, renale Krisen und einem mRSS>15
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4. DISKUSSION

Die vorliegende retrospektive statistische Forschungsarbeit hatte zum Ziel, erstens eine Kohorte
von Patienten mit systemischer Sklerose der Charite Berlin zu charakterisieren, zweitens die
Prévalenzen der untersuchten Antikoérper zu ermitteln, sowie drittens deren Assoziationen zu
klinischen Merkmalen zu evaluieren. Darlberhinaus sollte der Nutzen eines multianalytischen
Testsystems zur Autoaantikdrperbestimmung bei Patienten mit systemischer Sklerose bewertet

werden.

4.1 LITERATURVERGLEICH DER KOHORTE

Die untersuchte Kohorte umfasst 280 Patienten der Klinik fir Rheumatologie und klinischen
Immunologie sowie der Ambulanzsprechstunde fir systemische Sklerose der Charite, Berlin.
Die systemische Sklerose ist eine seltene Erkrankung, deren Prdvalenz zwischen 4-242
Erkrankungen pro 1.000.000 Einwohner und deren Inzidenz zwischen 0,6-18,7
Neuerkrankungen pro Jahr pro 1.000.000 Einwohner schwankt [35-38], so dass die Anzahl der
untersuchten Patienten durchaus als hoch zu betrachten ist. Diese hohe Fallzahl war
Grundvoraussetzung fur die korrekte Durchfiihrung verschiedener statistischer Analysen.

Die systemische Sklerose ist eine sehr heterogene Erkrankung. Die Einteilung der Unterformen
erfolgte in Anlehnung an die Empfehlungen des DNSS, welche diagnostische Kriterien mit dem
Ziel, die Erfassung und Erforschung der systemischen Sklerose in Deutschland auf eine
standardisierte Basis zu stellen, herausgaben. Die Einteilung der Patienten erfolgte dabei
ausschlief3lich nach der maximalen Hautbeteiligung basierend auf der Klassifikation von LeRoy
et.al. [43] und vor Beginn dieser Studie, unabhéngig vom Antikdrperprofil. In der Literatur
lassen sich Haufigkeitsangaben von 32,7% [68], 33,8% [36] bis 36,9% [16] flur die dSSc sowie
Angaben von 45,5% [68], 57,5% [16] bis 65,1% [36] fur die ISSc finden. Die in der
vorliegenden Studie gefunden Pravalenzen fiir die dSSc liegen dabei gut im Durchschnitt anderer
Studien (34,3%). Die gefundene Haufigkeit der ISSc liegt etwas unter den in der Literatur
gefundenen Angaben (40,4%). Dies kann unter anderem daran liegen, dass in der vorliegenden
Studie die Einteilung der Patienten in mehr als zwei Subtypen erfolgte. Patienten, die die
Kriterien von LeRoy et al. [43] fur die dSSc und ISSc nicht vollstandig erfullten, wurden in drei
weitere Kategorien eingeteilt. Von den 280 untersuchten Patienten wurden 18,2% zur Kategorie
Overlap-Syndrom, 1,4% zur Kategorie SSc sine Skleroderma und 5,7% zu UCTD gezé&hlt.
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Einen Einfluss auf die Prdvalenz der einzelnen Subformen kann auch die ethnische Herkunft
haben. So zeigten Mayes und Meyer et al., dass Afroamerikaner eine hdhere Pravalenz der dSSc
und eine niedrigere der ISSc haben [35, 36, 81]. Auch Steen, Giordano und Kuwana et al.
konnten Unterschiede zwischen den einzelnen ethnischen Gruppen aufzeigen [38, 82, 83]. Mit
Ausnahme von sechs Patienten handelt es sich bei den Patienten in der untersuchten Kohorte
ausschlielich um Patienten kaukasischer Ethnizitdt. Bei der Analyse der Kklinischen
Assoziationen ohne die sechs nicht-kaukasischen Patienten veranderten sich die Ergebnisse nicht
signifikant, so dass alle Ergebnisse fir die Gesamtkohorte dargestellt sind. Aufgrund des
erhohten Einflusses der ethnischen Herkunft auf die Krankheitsauspragung und —h&ufigkeiten
wird ein Vergleich der gefundenen Ergebnisse bevorzugt mit Kohorten aus dem europdischen
Raum bzw. mit Patienten kaukasischer Herkunft vorgenommen.

Das Geschlechterverhéltnis in der untersuchten Kohorte von Frauen zu Ménnern mit 7:1
entspricht den Angaben in der Literatur [16, 40, 41]. Interessanterweise zeigt sich bei den
Patienten mit systemischer Sklerose sine Skleroderma ein Verhaltnis von 1:1 bei allerdings sehr
geringer Patientenanzahl.

Die mediane Erkrankungsdauer zum Zeitpunkt der Analyse betrug vom Auftreten des Raynaud-
Phanomens 8 Jahre (IQR 16 - 4) und vom Auftreten des ersten nicht-Raynaud-Ph&dnomens 5
Jahre (IQR 9 - 3). Die Differenz dieser beiden unterschiedlichen Zeitpunkte ist fur die Patienten
mit ISSc wesentlich groRer (10 bzw. 7 Jahre) als fir Patienten mit dSSc (5 bzw. 4 Jahre). Womit
ein wesentliches Unterscheidungskriterium dieser beiden Unterformen unabhangig vom Ausmal}
der Hautbeteiligung erfillt ist [84]. 57,4% der Patienten wurden in einem Krankheitsstadium von
weniger als funf Jahren erfasst, so dass von einem relativ frihen Krankheitsstadium auszugehen
ist. Im Allgemeinen wird der Erkrankungsbeginn am haufigsten zwischen dem 30.-50.
Lebensjahr beschrieben [35, 36, 38, 68]. Statistisch lagen Patienten der untersuchten Kohorte
innerhalb dieser Spanne. Es zeigte sich dabei kaum ein Unterschied zwischen Frauen und
Ménnern, deren durchschnittlicher Krankheitsbeginn bei 49,8 Jahren und 49 Jahren lag.

Patienten mit einer positiven Familienanamnese fir rheumatische Erkrankungen erkrankten
fruher als Patienten ohne familidre VVorbelastung.

Die 10-Jahres-Uberlebensrate wurde in der Studie von Scussel-Lonzetti et al. in einer groRen
Franko-Kanadischen Kohorte fiir die ISSc mit 89% und fiir die dSSc mit 62,4% ermittelt [85].
Unabhéangig von der zugrundeliegenden Subform der systemischen Sklerose ermittelten Bryan et
al. in einer britischen Kohorte eine 10-Jahres-Uberlebendsrate von 75% [86]. Dariiberhinaus
zeigten sie auch, dass das Risiko, an den Folgen der systemischen Sklerose zu sterben, fir

Frauen hoher ist als fir Méanner [86].
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Der Vergleich der Haufigkeitsverteilung der klinischen Symptome zu Ergebnissen anderer
Studien ist schwierig aufgrund unterschiedlicher Definitionen der Diagnosen und Schweregrade.
Dieses Problem soll zukunftig durch die Grindung von Netzwerken, wie DNSS und EUSTAR,
mit gemeinsamen Standards verringert werden. Unter Beriicksichtigung der Diagnose- und
Einteilungsempfehlungen konnte in der untersuchten Kohorte eine Hautbeteiligung bei 88,9%,
eine GefaRbeteiligung bei 42,5%, digitale Ulzerationen bei 40%, eine Lungenfibrose bei 35,0%
und eine pulmonal arterielle Hypertonie bei 21,4% der Patienten gefunden werden. 20% der
Patienten hatten eine Nierenbeteiligung, etwa 5,7% sogar renale Krisen. An einer kardialen
Manifestation litten 40,7% der Patienten. 91,1% der Patienten hatten eine Beteiligung des
Bewegungsapparates, davon zeigten 61,4% Gelenkkontrakturen, 46,4% Muskelatrophien und
13,2% eine myositische Komponente. Hunzelmann et al. verdffentlichten 2008 die Ergebnisse
der Kohortenstudie des DNSS, welches 27 deutsche Zentren fir die Behandlung der
systemischen Sklerose umfasst, zu denen auch das Berliner Zentrum der Charite gehort. 189 der
280 in dieser Forschungsarbeit untersuchten Patienten sind in der von Hunzelmann et al.
veroffentlichten Studie ebenfalls eingeschlossen. Nichts desto trotz unterscheiden sich die in der
vorliegenden Arbeit gefundenen Ergebnisse der Merkmalshéaufigkeiten in einigen Punkten von
den Ergebnissen der 1483 Patienten umfassenden gesamtdeutschen Studie. In der
Referenzkohorte des DNSS zeigten sich wesentlich seltener eine Beteiligung des
muskuloskelettalen Systems (47,5% vs. 91,1%), der Nieren (10,5% vs. 20%), des Herzens
(14,6% vs. 40,7%) sowie des Nervensystems (6,4% vs. 16,1%). Deutlich seltener waren auch
digitale Ulzerationen (24,4% vs. 40%) und die PAH (15,8% vs. 21,4%). In der Pravalenz der
Hautbeteiligung, des Raynaud-Ph&nomens, der Lungenfibrose und der Werte des
durchschnittlichen mRSS (5,0 vs. 7,65) sind die beobachteten Ergebnisse sehr &hnlich [68]. Der
Vergleich der Ergebnisse von Ferri et al., die eine Analyse der SSc-Kohorte in Italien
vornahmen, gestaltete sich aufgrund der unterschiedlichen Definition und Wichtung von
Merkmalen schwierig. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich in der Haufigkeit der digitalen
Ulzerationen von 48%, der kardialen Beteiligung von 30% und der Nierenbeteiligung von 7%.
Die Haufigkeit der Lungenfibrose wurde nicht untersucht. Alternativ wurde die Haufigkeit einer
Lungenbeteiligung ohne ndhere Bezeichnung mit 60% angegeben. Unterschiede ergaben sich
auch bei der Betrachtung der Beteiligung des Bewegungsapparates, da bei Ferri et al. nur die
Haufigkeit von Arthritiden mit 19% angegeben wurde [87]. Der Vergleich mit der Arbeit von
Walker et al., die 2007 die Ergebnisse des EUSTAR Netzwerkes von 3656 europdischen
Patienten mit systemischer Sklerose von 102 Zentren aus 30 Landern vertffentlichten, zeigt im

Hinblick auf die Haufigkeitsverteilung der Merkmale bei den Patienten mit dSSc und ISSc der
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vorliegenden Arbeit &hnliche Ergebnisse [16]. Fur die Patienten mit dSSc ergaben sich
H&ufigkeiten von 42,7% fiur digitale Ulzerationen, 53,4% fur das Vorhandensein einer
Lungenfibrose und 22,3% fir die PAH. Der durchschnittliche mRSS betrug 19,0. In unserer
untersuchten Kohorte konnten digitale Ulzerationen bei 54,2%, eine manifeste Lungenfibrose bei
59,4% und die PAH bei 22,9% der Patienten mit dSSc nachgewiesen werden. Der mediane
mRSS betrug 11,0. Vergleicht man die Haufigkeitsangaben bestimmter klinischer
Manifestationen in der Gruppe der Patienten, welche als ISSc eingestuft wurden, so fallen
ebenfalls dhnliche Ergebnisse auf. Digitale Ulzerationen wurden in der EUSTAR-Kohorte bei
32,9% in der vorliegenden Arbeit bei 33,6% der Patienten gefunden. Walker et al. gaben die
Hé&ufigkeit einer Lungenfibrose von 34,7% und einer PAH von 20,5% der Patienten mit ISSc an.
In der Berliner Kohorte wiesen 14,2% der ISSc Patienten eine Lungenfibrose und 19,5% eine
PAH auf. Der durchschnittliche mRSS betrug bei Walker et al. 8,1 und der mediane mRSS in der
zugrundeliegenden Kohorte lag bei 4,0.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Prévalenzen der untersuchten klinischen
Manifestationen im Vergleich mit denen anderer Studien ahnlich hoch sind und diese Kohorte
zumindest fur europdische Kohorten als représentativ gewertet werden kann.

Der mogliche Einfluss von verschiedenen Therapiemalnahmen wurde bei der Analyse der
Kohorte nicht betrachtet, so dass dies eine Limitierung der Aussagekraft der gefundenen
Ergebnisse bedeuten kdnnte. In weiterfiihrenden Studien konnte dieser Gegenstand weiterer

Untersuchungen sein.
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4.2 VERGLEICH DER ANTIKORPER-PRAVALENZEN

Autoantikorper wurden seit dem Zeitpunkt ihrer Entdeckung in den 1960-iger Jahren mit der
systemischen Sklerose assoziiert.

Bislang gibt es aber kaum Hinweise, dass die bei der systemischen Sklerose nachzuweisenden
Autoantikorper eine pathogenetische Rolle spielen [1]. In der géngigen Literatur wird daher die
Frage diskutiert, ob Autoantikorper somit lediglich eine Art Phdnomen sind, welches bei den
Patienten mit systemischer Sklerose zu beobachten ist. Sicher scheint, dass einige Antikoérper mit
bestimmten Phanotypen der Erkrankung assoziiert sind, wie auch die in dieser Studie
prasentierten Ergebnisse zeigen.

Auch wenn bestimmte Autoantikérper schon vor mehr als 50 Jahren das erste Mal beschrieben
wurden, sind doch noch immer Fragen bezlglich der klinischen Bedeutung offen bzw. werden
kontrovers diskutiert. Die in der Literatur vorkommenden unterschiedlichen Angaben bezuglich
der Assoziation bestimmter Autoantikorper mit klinischen Merkmalen haben verschiedene
Ursachen. Zum einen hé&ngen statistische Ergebnisse stark von der zugrundeliegenden Fallzahl
ab. Diese schwanken in den publizierten Studien zu diesem Thema von sehr gering, zum
Beispiel 30 Patienten in der Arbeit von Sato et al. [15], bis Uber 3000 untersuchte Patienten bei
Veroffentlichungen der Ergebnisse grofRer Multizenterstudien [16]. Diese hohe Anzahl von
Patienten ist allerdings bei der geringen Prévalenz der Erkrankung in einer monozentrischen
Kohorte nur schwer zu erreichen, so dass die untersuchte Anzahl von Patienten in der
vorliegenden Arbeit durchaus als hoch zu werten ist. Der Vorteil monozentrischer Studien
konnte darin gesehen werden, dass die einheitliche Umsetzung von Untersuchungsstandards und
Krankheitsdefinitionen eher mdglich ist, da die Anzahl der einbezogenen Untersucher in der
Regel sehr gering ist.

Unterschiedliche Ergebnisse bezlglich klinischer Assoziationen finden ihre Ursache auch in der
unterschiedlichen Herkunft der Patienten. Wie oben bereits erwéhnt schwankt die Auspréagung
der systemischen Sklerose stark in den verschiedenen Landern. Dies trifft auch fur die Pravalenz
der untersuchten Antikorper zu. So zeigten Mayes et al., dass Anti-Centromer-Antikorper in der
dunkelhdutigen Bevolkerung deutlich seltener sind als in der hellh&utigen. Anti-Topoisomerase
I-Antikorper haben hingegen eine hohere Prévalenz bei afroamerikanischen Patienten [36]. Zu
ahnlichen Schlissen kam auch Steen bei der Auswertung der Pittsburgh Scleroderma Database
[1].

Trotz der ausreichenden Patientenanzahl fur die Charakterisierung der Kohorte ergab sich eine

Einschrankung fir die statistische Auswertung der Assoziationen der verschiedenen Antikorper.
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Mit Ausnahme der SSc-spezifischen Antikorper Anti-Topoisomerase I- und Anti-CENP-B-
Antikorper sowie der Anti-Pm/Scl-Antikorper zeigte sich eine sehr geringe Pravalenz der
ubrigen Antikorper. Eine Signifikanz in den statistischen Untersuchungen zu erzielen war
aufgrund der sich ergebenen Fallzahlen somit nicht immer mdglich, so dass eine Reduktion auf
Fallvorstellungen erforderlich war.

Grundlage der Studie ist die laborchemische Bestimmung verschiedener Autoantikorper in
unterschiedlichen Testsystemen (LIA, ELISA, IFT) sowie die parallel dazu durchgefihrte
klinische Evaluation der Patienten und der Krankheitsmanifestationen. Bei 23,2% (n=65) der
Patienten wurde nach durchschnittlich 14 Monaten eine Verlaufskontrolle der zwei wichtigsten
SSc-spezifischen Antikorper [2] (Anti-topo I-, Anti-CENP-B-Antikdrper) durchgefuhrt, um
stichprobenartig Veranderungen im Antikorperstatus aufzudecken.

Die Antikorper, welche im Serum bei einem Patienten zu finden sind, wechseln normalerweise
nicht in einen anderen Antikorper. Hildebrandt et al. konnten zeigen, dass Anti-Topoisomerase I-
Antikorper-Titer Uber einen Beobachtungszeitraum von 16 Jahren stabil blieben [88].

Kuwana et al. konnten nur bei einer geringen Patientenanzahl einen Verlust der Anti-
Topoisomerase I-Antikdrper im Verlauf der Erkrankung detektieren [89]. Auch wurde in einigen
Studien nachgewiesen, dass Autoantikdrper schon vor Beginn der eigentlichen
Krankheitsmanifestationen im Serum nachzuweisen und dann auch nach Beginn der ersten
Symptome konstant sind. Tramposch et al. zeigten dies zumindest fur die Anti-Centromer-
Antikorper [90]. Uber einen Beobachtungszeitraum von durchschnittlich 14 Monaten (maximal
36 Monate) konnten wir flr Anti-Topoisomerase I- und Anti-CENP-B-Antikoérper &hnliche
Ergebnisse nachweisen. 95,8% der Anti-Topoisomerase I-Antikorper-positiven Patienten blieben
uber den Beobachtungszeitraum mit &hnlich hohen Antikdrpertitern positiv. Der Patient mit
wechselndem Antikorperstatus hatte sowohl bei der ersten als auch bei der zweiten Messung
einen grenzwertig positiven bzw. negativen Anti-Topoisomerase I-Antikorpertiter. Ein Einfluss
durch bestimmte Therapieoptionen, wie zum Beispiel eine Stammzelltransplantation lag nicht
vor. Beim Vergleich der Anti-CENP-B-Antikorper-positiven Patienten zeigte sich keine
Veranderung ihres Antikorperstatus. Diese Beobachtung wurde in einer zufallig ausgewéhlten
Stichprobe der Gesamtkohorte gemacht.

Die vorliegende Studie zeigt diagnostische Wertigkeiten verschiedener Autoantikorper fur das
Klinische Assessment von Patienten mit systemischer Sklerose auf. Auf Grund des
Studiendesigns konnen keine Aussagen Uber Pradiktion und Prognosen getroffen werden.

Die in der Literatur angegebenen Pravalenzen fir die untersuchten Antikorper schwanken stark.

Ursachen dafiir sind verschiedene Kohorten mit Patienten unterschiedlicher Ethnizitat und

Seite |78



4. Diskussion

Herkunft [81, 83], die Verwendung verschiedener Antikérperanalysemethoden mit
unterschiedlicher Testgenauigkeit (Immunodiffusion, ELISA, IFT, LIA), die Verwendung
verschiedener Antigene und uneinheitlicher Cut-offs. Der Vergleich der Ergebnisse der
verschiedenen publizierten Studien ist daher schwierig.

Im folgenden Abschnitt erfolgt die Wertung der Ergebnisse der Analysen fir die einzelnen
Antikorper.

4.2.1 ANTI-TOPOISOMERASE I-ANTIKORPER

Fur Anti-Topoisomerase I-Antikdrper wurde in der untersuchten Kohorte eine Prévalenz von
23,9% im LIA (23,2% im ELISA) ermittelt. Dieses Ergebnis liegt im Durchschnitt anderer
Studien mit Patientenkohorten aus verschiedenen Landern, deren Haufigkeitszahlen zwischen
9,4% und 70% lagen [14, 91].

Die Ergebnisse der Analyse der Anti-Topoisomerase I-Antikdrper in der untersuchten Kohorte
lassen den Schluss zu, dass dieser Antikorper als Marker der diffusen Verlaufsform zu werten
ist. 60,4% der Patienten mit dSSc wiesen Anti-Topoisomerase I-Antikdrper im Serum auf.
Daruberhinaus zeigte das ermittelte Odds-Ratio, dass das Vorhandensein von Anti-
Topoisomerase I-Antikdrpern im Serum die Chance deutlich erhdht an einer diffusen
systemischen Sklerose zu erkranken. Ahnliche Zahlen zeigten auch die Ergebnisse von Walker et
al., die in der EUSTAR-Kohorte Anti-Topoisomerase I-Antikorper bei 60,8% der Patienten mit
dSSc nachweisen konnten [16]. In der vorliegenden Studie lieen sich Anti-Topoisomerase |-
Antikdrper bei nur wenigen Patienten mit ISSc (6,2%) finden. Dies ist erheblich weniger als in
anderen Studien (18% [23], 31,3% [16]). Grinde dafiir kdbnnten zum einen unterschiedliche
Klassifikationskriterien bei der Subgruppeneinteilung und zum anderen Kohorten
unterschiedlicher Ethnizitat sein.

Wie auch von anderen Autoren gezeigt, identifizieren Anti-Topoisomerase I-Antikorper
Patienten mit einer vermehrten Haut- und Lungenfibrosierung, digitalen Ulzerationen und
Beteiligung des Bewegungsapparates [14, 23, 85]. Die gefundenen Korrelationen zwischen der
Antikorpersignalstarke und dem mRSS sowie der Krankheitsaktivitit bestatigen die Ergebnisse
vorangegangener Arbeiten [2, 13, 15]. Dartberhinaus zeigte sich, dass hohere Anti-
Topoisomerase |-Antikorper-Titer mit schlechteren Lungenfunktionsparameteren einhergehen.
Eine Assoziation mit einer gehduften PAH konnte allerdings nicht nachgewiesen werden.
Interessanterweise waren hohe Signalstarken im LIA auch mit einer erhohten Mortalitat bei

Patienten mit dSSc assoziiert. So dass der Nachweis von Anti-Topoisomerase I-Antikorpern,
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Patienten mit einem erhohte Risiko an einer aktiven, prognostisch unginstigen, diffusen

systemischen Sklerose zu erkranken, identifizieren kann.

4.2.2 ANTI-PM/SCL-ANTIKORPER

Anti-Pm/Scl-Antikorper sind als Marker fir Polymyositis/SSc-Overlap-Syndrome bekannt [25,
92]. Die diagnostische Wertigkeit der beiden Antikdrper gegen die Hauptantigene Pm/Scl-100
und Pm/Scl-75c fur die systemische Sklerose, insbesondere der einzelnen Unterformen ist noch
nicht gut untersucht, so dass sich nur sehr wenige Hinweise Uber die Bedeutung der beiden
Antikorper in der Literatur finden lassen [92].

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, sind Anti-Pm/Scl-Antikorper, insbesondere Anti-
Pm/Scl-75-Antikorper, haufiger bei Patienten mit systemischer Sklerose zu finden als bislang
vermutet. Auch zeigte sich eine Abhédngigkeit von der zugrundeliegenden Subform der
systemischen Sklerose. Anti-Pm/Scl-75-Antikorper sind vor allem bei Patienten mit dSSc und
Overlap-Syndrom zu finden. Anti-Pm/Scl-100-Antikorper wurden uberwiegend bei Patienten mit
einem Overlap-Syndrom nachgewiesen. Die Anti-Pm/Scl-Antikdrper wiesen in der untersuchten
Kohorte mit 98,5% eine hohe Spezifitat fur die systemische Sklerose auf. Einschrankend muss
allerdings gesagt werden, dass bei den Kontrollgruppen keine Patienten mit Myositis oder
Polymyositis eingeschlossen waren. Die Prévalenz der Anti-Pm/Scl-Antikorper wird bei diesen
Patienten mit bis zu 23,8% angegeben [92, 93].

In vielen Studien wird nur das Vorkommen von Anti-Pm/Scl-Antikdrpern im Allgemeinen und
deren Assoziationen betrachtet, ohne die einzelnen Antikorper gegen die verschiedenen Pm/Scl-
Antigene (75kD und 100kD-Untereinheiten) zu beriicksichtigen. Die vorliegende Studie zeigt
aber doch erhebliche Unterschiede bezuglich der Bedeutung der verschiedenen Anti-Pm/Scl-
Antikdrper und ihren Assoziationen zu Phanotypen auf. Insbesondere lieBen sich hinsichtlich der
diagnostischen  Wertigkeit und Risikobeurteilung Hinweise fir einen Vorteil der
Einzelbestimmung beider Antikorper finden.

Zum einen ist die Pravalenz der Anti-Pm/Scl-75-Antikorper (10,4%) hoher als die der Anti-
Pm/Scl-100-Antikorper (7,1%). Zum anderen zeigen sie auch eine bessere Assoziation zu
klinischen Manifestationen. Anti-Pm/Scl-75-Antikorper identifizieren einen speziellen Subtyp
von Patienten mit systemischer Sklerose, welcher haufiger eine myositische Komponente, eine
vermehrte Haut- und Lungenfibrose, eine vaskuldre Beteiligung mit digitalen Ulzerationen und
Gelenkbeteiligung aufweist. Demgegeniber steht ein selteneres VVorhandensein einer pulmonalen

arteriellen Hypertonie. Der Nachweis von Anti-Pm/Scl-100-Antikérpern im Serum erhéht zwar
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die Chance an einem Overlap-Syndrom zwischen der systemischen Sklerose und der
Polymyositis zu erkranken, Assoziationen zu einzelnen klinischen Manifestationen konnten
kaum gefunden werden. Die Anti-Pm/Scl-100-Antikorper positiven Patienten wiesen allerdings
seltener gastrointestinale Symptome auf.

Eine signifikant erhohte Mortalitdt in Zusammenhang mit Anti-Pm/Scl-Antikorperpositivitat
konnte, bei eher geringer Fallzahl, nicht nachgewiesen werden. Es zeigten sich allerdings doch
im Vergleich zur Gesamtkohorte eine prozentual erhéhte Sterblichkeit (13,8% vs. 6,1%). Diese
ermittelte Mortalitatsrate, die signifikante Erhéhung der Krankheitsaktivitat, besonders bei den
Anti-Pm/Scl-75-Antikorper-positiven  Patienten und das gehdaufte Vorkommen von
schwerwiegenden Krankheitsmanifestationen, wie einer Lungenfibrose, konnen die Ergebnisse
friherer Studien, welche eher eine glnstige Prognose fur Anti-Pm/Scl-Antikorper-positive
Patienten ermittelten, nicht bestdtigen [94, 95]. Unterschiede hinsichtlich eines besseren oder
schlechteren Therapieansprechens konnten ebenfalls nicht ermittelt werden.

Steen et al. zeigten bereits, dass Patienten mit Anti-Pm/Scl-Antikorpern bei Beginn der
Erkrankung jlnger sind [1]. Interessanterweise konnten wir diesen Zusammenhang in der
untersuchten Kohorte nur bei Patienten mit Anti-Pm/Scl-75-Antikérpern bestatigen. Diese
Patienten erkrankten im Schnitt sechs Jahre friher als die tbrigen. Patienten mit Anti-Pm/Scl-
100-Antikorpern erkrankten in etwa im selben Alter wie der Durchschnitt der Gesamtkohorte.
Uber dieses Ergebnis hinaus haben Anti-Pm/Scl-75-Antikérper-positive Patienten auch eine
erhdhte Krankheitsaktivitat. Die Bestimmung beider Anti-Pm/Scl-Antikérper scheint also
durchaus einen Informationsgewinn zu bedeuten, da die Sensitivitat fur die systemische Sklerose
erhoht und auch die Risikobeurteilung auf Grund unterschiedlicher Assoziationen zu klinischen
Manifestationen verbessert wird.

Interessanterweise zeigten die meisten Patienten eine positive Reaktivitat auf nur eines der
beiden Hauptantigene. Nur 37,1% der Anti-Pm/Scl-Antikdrper-positiven Patienten waren
doppelt positiv fur sowohl Anti-Pm/Scl-75- als auch fir Anti-Pm/Scl-100-Antikorper. Die
hohere Prévalenz der Anti-Pm/Scl-75-Antikorper und die hohere Rate an klinischen
Assoziationen lassen vermuten, dass Pm/Scl-75 das Hauptantigen bei der systemischen Sklerose
ist. Aufgrund dieser Ergebnisse sollten beide Antigene zum Antikdrpernachweis benutzt werden,
um einen Informationsverlust zu vermeiden, wenn nur, wie bisher Gblich, Anti-Pm/Scl-100-
Antikorper nachgewiesen werden.

Beim Vergleich der gemessenen Signalstarken im LIA in den unterschiedlichen SSc-Subformen
ergaben sich statistisch signifikant hohere Signalstarken der Anti-Pm/Scl-75-Antikorper in der

Gruppe der Patienten mit einem Overlap-Syndrom gegeniiber den anderen SSc-Subformen und
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den Kontrollgruppen. Fir die Anti-Pm/Scl-100-Antikorper konnte kein bedeutsamer Unterschied
beziglich der Signalstarken zwischen den SSc-Subformen nachgewiesen werden. Aufgrund der
geringen Fallzahl in dieser Analyse und die recht breite Streuung sind die Ergebnisse aber nur
eingeschrankt aussagekraftig und werden daher eher als eine beobachtete Tendenz gewertet.
Diese interessante Beobachtung musste in einer groReren Kohorte mit héherer Fallzahl erneut
analysiert und bestatigt werden.

4.2.3 ANTI-CENP-A- UND ANTI-CENP-B-ANTIKORPER

Anti-CENP-A- und Anti-CENP-B-Antikorper konnten jeweils bei 36,8% der untersuchten
Patienten nachgewiesen werden, wobei diese zu 74,3% (bzw. 72,6% fur Anti-CENP-A-
Antikorper) an einer limitierten Form der systemischen Sklerose erkrankt sind. Diese
gefundenen Pravalenzen entsprechen denen, die andere Autoren ermittelt haben. Die Haufigkeit
der Anti-CENP-B-Antikorper wird dabei im Allgemeinen fir die systemische Sklerose mit 20%
bis 47,5% und fur die ISSc mit 50% bis 70% angegeben [2, 16, 68]. Das Risiko einer ISSc ist
deutlich (OR 22,5) erhoht bei positivem ACA-Nachweis im Serum.

Auffallig ist, dass die meisten publizierten Studien klinische Assoziationen entweder allgemein
der Anti-Centromer- oder der Anti-CENP-B-Antikorper untersuchen. Es konnten keine Studien
ermittelt werden, die die verschiedenen Anti-Centromer-Antikorper beziliglich ihrer
Assoziationen zu klinischen Manifestationen in Patientenkohorten mit systemischer Sklerose
vergleichen, so dass die Bedeutung von Anti-CENP-A-Antikorpern bis dato unklar scheint.

In der vorliegenden Studie wurden erstmals die Assoziationen von Anti-CENP-B- und Anti-
CENP-A-Antikorpern getrennt untersucht. Festgestellt wurde, dass beide Antikorper in 94,3%
der untersuchten Patientenseren, unabhéngig von der zugrundeliegenden SSc-Subform,
konkordant auftraten, obwohl die im LIA verwendeten Antigensequenzen keine Ahnlichkeit
haben. Dementsprechend sind die Haufigkeitszahlen der klinischen Assoziationen nahezu
identisch (vergleiche Tabelle 36).

Patienten mit Anti-CENP-B- und Anti-CENP-A-Antikorpern sind durch eine leichtere
Krankheitsauspragung und durch ein deutlich geringeres Mal} an Fibrosierung gekennzeichnet.
Eine Lungenfibrose konnte nur bei 13,6% der ACA-positiven (vs. 47,5 % der ACA-negativen)
Patienten nachgewiesen werden. Der Fibrosierungsgrad der Haut (mRSS) ist ebenfalls deutlich
geringer bei den ACA-positiven Patienten. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Mitri et al.
konnte keine Assoziation mit vermehrter PAH bei den ACA-positiven Patienten gefunden
werden [96].
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Auf Grund der sehr dhnlichen Prévalenz sowie der hohen Konkordanz der beiden Anti-
Centromer-Antikorper, bringt die zusatzliche Analyse von Anti-CENP-A-Antikérpern keinen
entscheidenden Vorteil oder Wissenszuwachs gegentiber der alleinigen Bestimmung von Anti-
CENP-B-Antikdrpern. Die Sensitivitat bezlglich der im IFT als Zentromermuster positiv
gewerteten Seren erhohte sich allerdings bei Bestimmung beider Antikorper im Vergleich zur
Einzelbestimmung von Anti-CENP-B-Antikorpern.

4.2.4 WEITERE ANTIKORPER

In einer 2007 veroffentlichten européischen Studie wurde die Prévalenz von Anti-Ku-
Antikdrpern mit 0 bis 7,02% bei Patienten mit einer systemischen Sklerose angegeben [30]. Die
in der untersuchten Kohorte ermittelte Pravalenz von 0,7% liegt damit eher im unteren Bereich.
In anderen, vor allem asiatischen Studien wird eine deutlich hohere Pravalenz von bis zu 55%
insbesondere bei Patienten mit SSc/Polymyositis-Overlap-Syndrom angegeben, so dass von
einem deutlichen Einfluss der Ethnizitat auszugehen ist [97]. Die Anti-Ku-Antikdrper-positiven
Patienten wiesen ausschlieRlich diesen Antikorper im Serum auf, in vergleichbaren Studien war
dies ebenfalls fur die Mehrheit der untersuchten Patienten zu treffend [30, 98]. Nur wenige
Patienten wiesen zusatzliche Antikorper auf. In der untersuchten Kohorte konnten diese
Antikdrper nur bei Patienten mit einem Polymyositis-Overlap-Syndrom nachgewiesen werden
[99]. Die Patienten sind vor allem durch eine ausgeprégte Beteiligung des muskuloskelettalen
Systems gekennzeichnet. Daruiberhinaus zeigten die Patienten alle ein Sicca-Syndrom und eine
Beteiligung des Gastrointestinaltrakts, besonders des Osophagus. Eine pulmonale oder vaskulare
Beteiligung mit digitalen Ulzerationen wies keiner der untersuchten Patienten auf. Da die
Pravalenz in der untersuchten SSc-Kohorte sehr gering ist, konnten keine statistisch
signifikanten Tests durchgefiihrt werden, so dass die gefunden Ergebnisse nur beschreibend sind.
In der Arbeit von Rozman et al. weisen die Anti-Ku-Antikorper-positiven Patienten ein
signifikant erhthtes Risiko fiir eine Beteiligung des Bewegungsapparates auf. Darliberhinaus
wurde auch ein signifikant geringerer Anteil an digitalen Ulzerationen beobachtet. Die
Beteiligung des Osophagus, der Lunge und das Sicca-Syndrom sind in ihrer Haufigkeit nicht
bedeutsam haufiger oder seltener im Vergleich zu den Anti-Ku-Antikorper- negativen Patienten
der Kohorte [30]. Cavazzana et al. fanden in ihrer Studie ein geh&uftes Vorkommen einer
Lungenbeteiligung, in denen brigen Aussagen stimmen die gefundenen Ergebnisse beztiglich
Klinischer Assoziationen mit denen der vorliegenden Studie weitestgehend Uberein [98]. Die

Anti-Ku-Antikorper scheinen eher eine untergeordnete Rolle bei der systemischen Sklerose zu
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spielen. Allerdings sollte aufgrund der Tatsache, dass Patienten mit Anti-Ku-Antikorpern
uberwiegend keine weiteren Antikérper im Serum aufweisen, gerade bei Patienten, die ANA-
positiv, aber Anti-CENP-B- und Anti-Topoisomerase I-Antikorper-negativ sind, an die
Bestimmung von Anti-Ku-Antikdrper gedacht werden. Besonders vor dem Hintergrund, dass

diese Patienten ein erhohtes Risiko haben, muskuloskelettale Manifestationen zu entwickeln.

Anti-hpopl- und Anti-rpp38-Antikorper als Bestandteile der Th/To-Antikorper sind in ihrer
Héufigkeit bei der systemischen Sklerose eher selten (3,9% bzw. 1,4%). Kuwana et al. zeigten in
einer 2002 veroffentlichten Studie Pravalenzen dieser beiden Antikdrper allerdings nur in Th/To-
positiven Seren (4,6% der SSc-Patienten) auf [32]. Dabei wurden Anti-hpopl-Antikérper in 93%
und Anti-rpp38-Antikorper bei 43% der Th/To-Antikorper-positiven Seren gefunden.
Assoziationen zu klinischen Manifestationen konnten in dieser Studie nicht nachgewiesen
werden. Aufgrund der niedrigen Prdvalenzen konnten in der vorliegenden Studie keine
statistischen Analysen, welche signifikante Unterschiede zwischen Antikorper-positiven und -
negativen Patienten aufzeigen, durchgefuhrt werden. Allerdings zeigt der Vergleich der
einzelnen Anti-hpopl- bzw. Anti-Rpp38-Antikdrper-positiven Patienten ein eher heterogenes

Bild der Phanotypen.

4.2.6 ANTIKORPER-NEGATIVE PATIENTEN

In der untersuchten Kohorte wurden 23,2% der Patienten als Antikorper-negativ identifiziert. In
anderen Studien finden sich deutlich hohere Zahlenangaben. Steen et al. identifizierten 53%,
Gonzalez et al. sogar 54% der Patienten als Antikorper-negativ [23, 100]. Diese deutlichen
Unterschiede kdnnen auf verschiedene Griinde zurlickgefuhrt werden. Zum einen unterscheiden
sich die Studien in den Antikorperanalysemethoden. In der vorliegenden Arbeit erfolgte der
Antikdrper-Nachweis mit einem LIA, Gonzalez et al. nutzten den IFT sowie den ELISA, Steen
et al. den IFT. Aber auch in der Definition der Antikorpernegativitat gibt es Unterschiede. In der
vorliegenden Studie werden Patienten als Antikérper-negativ betrachtet, wenn sie keinen der 8
untersuchten  Antikérper im Serum aufweisen. Bei anderen Arbeiten wird von
Antikorpernegativitdt gesprochen, wenn bei den Patienten weder Anti-Centromer-Antikorper
noch Anti-Topoisomerase I-Antikorper detektiert werden konnen, andere Antikérper wurden
dann nicht mit einbezogen bzw. spielte ein positiver ANA-Nachweis in der IFT keine Rolle [23,

101]. Auffallig in der Analyse der Erkrankungsdauer zum Zeitpunkt der Blutentnahme zur
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Antikorperbestimmung, ist die sehr kurze mediane Krankheitsdauer von 2 Jahren der
Antikorper-negativen Patienten. Moglicherweise sind potentielle Antikorper in diesem friihen
Krankheitsstadium bei manchen Patienten noch nicht nachweisbar. Weitere Grinde kodnnten
Fehler bei der Antikdrperbestimmung und somit falsch-negative Ergebnisse sein. Auch ist es
maoglich, dass noch nicht alle Antikdrper Uberhaupt nachweisbar sind, die mdglicherweise im
Serum enthalten sind.

Vergleicht man die AK-negativen Patienten der untersuchten Kohorte in ihren Eigenschaften mit
den Patienten, welche im LIA Antikorper aufweisen, so fallt auf, dass sich beide Gruppen kaum
in ihrem Krankheitsbild voneinander unterscheiden (siehe oben). 32,2% der Patienten sind dabei
der dSSc, 27,7% der ISSc zugeordnet. Von einem schweren Krankheitsverlauf, kann im
Gegensatz zur Studie von Gonzalez et al. in der untersuchten Kohorte nicht ausgegangen werden
[100].

Zusammenfassend muss festgehalten werden, dass bestimmte Antikdrper gehduft in einer SSc-
Subform vorkommen. Diese sind somit auch mit den klinischen Merkmalen, welche die SSc-
Subform charakterisieren, assoziiert. Beim Vergleich der Anti-CENP-B-Antikorper-positiven
Patienten mit den Anti-CENP-B-Antikorper- negativen Patienten in der Gruppe der ISSc ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede in diesen Gruppen (Daten nicht dargestellt). So dass zu
gelten scheint, dass die Antikdrper wohl eher mit der SSc-Subform, als mit den einzelnen
klinischen Merkmalen assoziiert sind. Zu einem ahnlichen Schluss sind auch Steen et al. bei der
Analyse der Pittsburgh Scleroderma Datenbank gekommen [1]. Da die Einteilung der Patienten
in die unterschiedlichen SSc-Subformen zum gréRten Teil nach Kklinischen Gesichtspunkten
erfolgt, scheinen die Antikorper fiir die Gruppenzugehorigkeit eher eine untergeordnete Rolle zu
spielen, da sich die Patienten einer Gruppe in ihrer Krankheitsauspradgung unabhéngig von

Antikdrperstatus ahneln [1].
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4.3 METHODENVERGLEICH

Die Bestimmung von Autoantikérpern in den verschiedenen publizierten Studien erfolgt durch
die unterschiedlichsten Analysemethoden. Haufig wird daflr der indirekte Immunfluoreszenz-
Test, der Western Blot, der ELISA und zunehmend auch der LIA verwendet. Obwohl nicht alle
Patienten mit systemischer Sklerose Antikorper im Serum aufweisen, wird in den aktuellen
Leitlinien des American College of Rheumatology empfohlen bei Patienten mit Verdacht auf
eine systemische Sklerose einen indirekten Immunfluoreszenztest auf ANA durchzufihren.
AnschlieRend daran kann bei ANA-positiven Seren der Einzelnachweis bestimmter Antikorper
mit ELISA, Western-Blot oder LIA erfolgen [102]. Fur die vorliegende Studie haben wir uns
entschieden, die Antikorperbestimmung mit kommerziell erhaltlichen und zertifizierten ELISA
und IFT sowie durch einen neu entwickelten LIA durchfihren zu lassen. Alle Messungen
wurden verblindet durch geschultes und langjéhrig erfahrenes Fachpersonal, das heil3t ohne
Kenntnis tber den hinter einer Serumprobe sich verbergenden Patienten und ohne Kenntnis der
Diagnosen und Krankheitsmanifestationen, durchgefthrt.

Die Bestimmung von Assoziationen zwischen klinischen Merkmalen und Antikdrpern im Serum
basiert ausschlielich auf den Ergebnissen des LIA, da der ELISA nur fur 25% der ausgewahlten
Antikorper zur Verfugung stand.

Die vorliegende Studie hatte nicht primdr das Ziel einen Methodenvergleich der
Antikdrperbestimmung durchzufuhren. Angesichts der Tatsache, dass verschiedene Verfahren
zur Antikdrperbestimmung zur Anwendung kommen konnten, auch wenn nicht jeder Antikorper
in allen Methoden dargestellt werden konnte, bot es sich an, die Resultate mit einander zu
vergleichen. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf den Vergleich der Ergebnisse von ELISA
und LIA fur Anti-Topoisomerase I- und Anti-CENP-B-Antikdrper gelegt, da beide Methoden
antikorperspezifisch und quantitativ sind.

Maclachlan et al. zeigten in einer 2002 publizierten Studie, dass LIA und ELISA bei der
Bestimmung von Anti-CENP-B- und Anti-Topoisomerase I-Antikorper in Sensitivitat und
Spezifitat eine gute Ubereinstimmung zeigen. Sie analysierten 92 Patientenseren mit bekanntem
Antikorperprofil und bekanntem Klinischen Phénotyp unterschiedlicher rheumatischer
Erkrankungen, dabei zeigte sich eine Ubereinstimmung der Ergebnisse des LIA und des ELISA
fur die Anti-Topoisomerase I-Antikorper in 91,3% und fiir Anti-CENP-B-Antikorper in 97,8%
der untersuchten Falle [103].

In unseren Analysen zeigte sich eine Ubereinstimmung der Ergebnisse der verwendeten LIA und

ELISA flr Anti-Topoisomerase I-Antikdrper in 97% (67 vs. 65 positive Patienten) und der Anti-
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CENP-B-Antikorper in 96,1% (103 vs. 105 positive Patienten, nicht alle konkordant). Die
Mehrzahl der Patienten, die unterschiedliche Antikorperstatus in beiden Testsystemen aufwiesen,
zeigten grenzwertig positive bzw. negative Antikorpertiter. Dieses Ergebnis l&sst den Schluss zu,
das der Einsatz des benutzten LIA eine adéquate Alternative zum ELISA bieten kann.

Der Vergleich der Ergebnisse des LIA mit den Ergebnissen des IFT zeigte ebenfalls eine gute
Ubereinstimmung, der fiir Anti-Centromer-Antikorper und Anti-Topoisomerase I-Antikorper
typischen Fluoreszenzmuster und mit den LIA-Messergebnissen.

Der indirekte Immunfluoreszenz-Test ist der Goldstandard fiir das Screening von ANA [104],
obwohl er aufgrund des unspezifischen Nachweisprinzips zu einer falschen Aussage fiihren kann
und immer im Klinischen Zusammenhang betrachtet werden sollte [102, 105]. Die
Standardisierung dieses Assays ist schwierig, da die Ergebnisse vom verwendetet Substrat und
den Eigenschaften des zweiten Antikdrpers abhédngig sind. Daruberhinaus ergeben sich
Unterschiede aufgrund der verwendeten technischen Apparate (Mikroskope) und der subjektiven
Interpretation der Ergebnisse [106]. Bei Einzelbetrachtung der Anti-CENP-B-Antikorper-
positiven Seren im LIA zeigte sich eine Ubereinstimmung von 96,2% zu den Zentromermuster-
positiven Seren im IFT. Bei Doppelbestimmung der beiden in dieser Arbeit betrachteten
Antikorper gegen Zentromerprotein A und B erhdhte sich diese Sensitivitat sogar auf 99,04%.
Auch die als Anti-Topoisomerase I-AntikOrper positiv gewerteten Seren zeigten im IFT
durchweg typische Fluoreszenzmuster. Nifli et al. konnten bei, allerdings anderem

Studiendesign, eine Ubereinstimmung von 71% fiir ANA nachweisen [106].
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4.4 WAS BRINGT DER NEUE ASSAY DEM KLINIKER?

Lange Zeit galt die Ansicht, dass bestimmte Antikérper spezifisch fiir eine bestimmte
Autoimmunerkrankung sind. Mit der Etablierung neuer Antikérpernachweismethoden zeigt sich,
dass dies eher selten der Fall ist und Antikorperprofile als diagnostische Kriterien zunehmend
eine Bedeutung erlangen [29, 107].

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass verschiedene Antikorper mit denselben klinischen
Merkmalen und Phanotypen der systemischen Sklerose assoziiert sind. Zum Beispiel sind
sowohl Anti-Topoisomerase I-Antikorper als auch Anti-PM/Scl-75-Antikorper mit dem
Auftreten einer Lungenfibrose assoziiert. Das Vorkommen beider Antikérper im Serum eines
Patienten erhdht sogar das Risiko einer restriktiven Lungenfunktionsstorung. Anders als erwartet
zeigten sich bei der multivariaten logistischen Regressionsanalyse aber nur fur das Vorkommen
der Lungenfibrose Hinweise auf eine Erhthung der Odds-Ratio durch den Einschluss mehrerer
Antikorper, so dass Antikorperkombinationen bei der systemischen Sklerose zumindest in der
untersuchten Kohorte nur eine untergeordnete Rolle zu spielen scheinen.

Allgemeine Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen der Analyse von Antikdrperkombinationen
in der untersuchten Kohorte kdnnen sicher nicht gezogen werden, da nur eine kleine Auswahl
von bekannten Antikorpern in die Betrachtungen einbezogen wurde. Aus diesem Grund sollten
die gefundenen Hinweise auf eine Risikoerh6hung bzw. —senkung durch das Vorhandensein
bestimmter Antikorper oder Antikdrperkombinationen beim Auftreten verschiedener klinischer
Manifestationen im Modell der logistischen Regression in einer groferen Kohorte evaluiert
werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der Einsatz eines Line-Immunoblot-Assays
als Nachweismethode die Darstellung mehrerer Antikdrper simultan ermdglicht. Auch wenn fir
die systemische Sklerose Anti-Topoisomerase I- und Anti-CENP-B-Antikérper nach wie vor die
grolte Pravalenz und diagnostische Bedeutung haben, lassen die Ergebnisse der untersuchten
Kohorte durchaus den Schluss zu, dass der Test auf seltenere Antikorper einen
Informationsgewinn bedeuten kann. Dies trifft im Besonderen bei Patienten zu, die entweder
ANA-positiv sind aber Anti-Topoisomerase |- und Anti-CENP-B-Antikdrper-negativ oder aber
bei Patienten, die iber Anti-Topoisomerase I- und Anti-CENP-B-Antikorper hinaus noch weitere
Antikorper im Blut aufweisen.
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4.5 FAZIT UND AUSBLICK

Die Bestimmung von Autoantikorpern bei Patienten mit dem Verdacht auf eine systemische
Sklerose ist aus dem klinischen Alltag nicht mehr wegzudenken. Auch wenn die klinische
Untersuchung in Abhéngigkeit von der Erfahrung des Untersuchenden nach wie vor die grofite
Bedeutung fir die Diagnose der Erkrankung hat, kann der Nachweis von bestimmten
Autoantikorpern auf ein erhdhtes oder auch verringertes Risiko an einer bestimmten
Manifestation der systemischen Sklerose zu erkranken hinweisen. Die Risikostratifizierung sollte
dabei individuell in Zusammenschau aller klinischen und serologischen Parameter erfolgen. Die
diagnostische Wertigkeit scheint, auf Grund der relativ hohen Sensitivitat und Spezifitat, am
groten fir Anti-Topoisomerase |- und Anti-CENP-B- bzw. —A-Antikdrper zu sein.
Daruberhinaus zeigte die Analyse der untersuchten Kohorte, dass die zusatzliche Bestimmung
von Anti-Pm/Scl-75- und -100-Antikoérpern durch die Detektion bestimmter Risikopatienten
ebenfalls einen diagnostischen Wert besitzt. Unter der Annahme, dass Antikorper schon vor dem
Auftreten erster sichtbarer Erscheinungen im Blut vorhanden sein kénnen, gewinnt ihre Rolle
weiter an Bedeutung, da es moglich ist, Risikopatienten friihzeitig und regelméfig auf bestimmte
Organveranderungen hin zu untersuchen, maoglicherweise prophylaktisch tatig zu werden oder
rechtzeitig mit einer Therapie zu beginnen.

Auf Grund der Tatsache, dass es Patienten gibt, die im ANA-Screening positiv getestet werden,
es aber weiterhin bei einigen nicht gelingt, spezifische Antikdrper nachzuweisen, kann die
Annahme getroffen werden, dass bei weitem noch nicht alle Antikdrper, die auftreten kdnnen
bekannt sind bzw. nachgewiesen werden koénnen. Zukiinftig wird es sicher weiter Gegenstand
der Forschung sein missen, neue Techniken bzw. Antigene zu entwickeln, um weitere
Antikdrper nachzuweisen und deren Bedeutung im Zusammenhang mit der Klinik der Patienten
zu untersuchen.

Auch wenn die systemische Sklerose eine Erkrankung mit niedriger Prévalenz ist, sind die
Patienten doch zum Teil sehr schwer beeintrachtigt und von erhéhter Mortalitdt bedroht. Die
frihe und moglichst genaue Diagnostik sowie eine ad&quate Therapie muss auch in Zukunft das

Ziel des Umganges mit dem Patienten und der Forschung sein.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden retrospektiven Forschungsarbeit wurden die Prévalenz und der
Zusammenhang ausgewahlter Autoantikérper mit dem Vorkommen bestimmter klinischer
Manifestationen bei Patienten mit systemischer Sklerose analysiert, um Haufigkeiten und
Risikogruppen aufzudecken. Zu diesem Zweck wurden die Messergebnisse von drei
unterschiedlichen Nachweismethoden (LIA, ELISA und IFT) fir acht verschiedene
krankheitsspezifische Antikdrper ausgewertet und in ausgesuchten Punkten miteinander
verglichen. Eingeschlossen wurden Anti-Topoisomerase I-, Anti-CENP-B,-, Anti-CENP-A-,
Anti-Pm/Scl-75-, Anti-Pm/Scl-100-, Anti-Ku-, Anti-Rpp38- und Anti-hpopl-Antikorper. Ziel
war neben der Prdvalenzermittlung und der Bewertung der unterschiedlichen diagnostischen
Wertigkeiten der Antikorper hinsichtlich vorkommender Klinischer Manifestationen bei der
systemischen Sklerose auch die Betrachtung des Nutzens eines Einsatzes der verschiedenen
Nachweismethoden zur breitgefacherten Analyse verschiedener Autoantikorper.

Grundlage der Arbeit ist eine groRe monozentrische Kohorte von Patienten mit systemischer
Sklerose der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Rheumatologie und klinische Immunologie
der Charite, Berlin, die als Bestandteil der statistischen Auswertung ausfuhrlich analysiert und
charakterisiert wurde. Das Ergebnis dieser Auswertung zeigt, dass es sich bei diesen Patienten
um eine reprasentative Kohorte fiir die Erkrankung handelt. Fur das Erreichen der Zielstellung
wurden verschiedene statistische Testverfahren und Modelle genutzt.

Die betrachteten Antikdrper wiesen eine sehr unterschiedliche Pravalenz in der untersuchten
Kohorte. Am hé&ufigsten wurden die Anti-Centromer-Antikdrper-A und -B (36,8%) und Anti-
Topoisomerase I-Antikorper (23,9%) nachgewiesen. Seltener, aber doch mit einer hoheren
Pravalenz als vermutet, fanden sich Anti-Pm/Scl-Antikorper (12,5%). Dabei zeigte sich, dass
Anti-Pm/Scl-75-Antikdrper haufiger bei Patienten mit systemischer Sklerose zu finden sind als
Anti-Pm/Scl-100-Antikorper. Anti-Ku-, Anti-hpopl- und Anti-Rpp38-Antikorper gehdren zu
den sehr seltenen Antikdrpern und wiesen nur eine sehr geringe diagnostische Sensitivitat auf.
Bei der Betrachtung der Konkordanz der Antikdrper untereinander zeigte sich, dass 94,6% der
Patienten lediglich einen oder maximal zwei Antikérper im Serum aufwiesen.

Bei der Analyse der Assoziationen mit dem Phénotyp der systemischen Sklerose kann
festgehalten werden, dass das Vorkommen von Anti-Topoisomerase I-Antikérpern besonders
mit einer diffusen systemischen Sklerose sowie mit einer erhohten Haufigkeit der fibrotischen

und vaskuldren Krankheitskomponenten, der Krankheitsaktivitdt und Mortalitt assoziiert ist.
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Darlberhinaus konnten Korrelationen zwischen der Héhe des Antikorpertiters und der Schwere
der Lungenfunktionsstorung, des Ausmafes der Hautfibrosierung und dem Aktivitatsgrad der
Erkrankung nachgewiesen werden.

Eine besondere Gewichtung lag in der vorliegenden Arbeit auf der Analyse der diagnostischen
Wertigkeit der verschiedenen Anti-Pm/Scl-Antikorper, deren einzelne Bedeutung bislang nicht
ausreichend gekléart ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen einen Zusammenhang zwischen dem
Vorkommen der unterschiedlichen Anti-Pm/Scl-Antikdrper und der zugrundeliegenden SSc-
Subgruppe nahe. Patienten mit einer dSSc zeigen fast ausschlieBlich eine Autoantikorperreaktion
gegen das Pm/Scl-75c-Antigen, wéhrend Patienten mit Overlap-Syndromen vorwiegend beide
Autoantikdrper im Serum aufweisen. Die Haufigkeit und Bedeutsamkeit der Assoziationen zu
Klinischen Merkmalen sind unterschiedlich bei den beiden untersuchten Anti-Pm/Scl-
Antikdrpern  ausgepragt.  Anti-Pm/Scl-75-Antikérper  sind  mit  einer  vermehrten
muskuloskelettalen Beteiligung, einer h&ufigeren Haut- und Lungenfibrose gekennzeichnet.
Dartiberhinaus sind sie vermehrt Dbei jlngeren Patienten mit einem aktiveren
Krankheitsgeschehen zu finden. Ein gunstigerer Krankheitsverlauf konnte nicht beobachtet
werden, wohingegen es sich sogar zeigte, dass es eine erhdhte Mortalitat bei den Anti-Pm/Scl-
75-Antikorper-positiven Patienten gibt. Anti-Pm/Scl-100-AntikGrper zeigen nur geringe
Assoziationen zu klinischen Manifestationen. Die Betrachtungen zeigen, dass diese Patienten
seltener an gastrointestinalen Komplikationen leiden.

Anti-CENP-A- und Anti-CENP-B-Antikérper unterschieden sich in der untersuchten Kohorte
nicht in ihrer Haufigkeit. In 94,3% der Falle kamen beide Antikorper konkordant bei den
Patienten vor. Es zeigten sich nur marginale Unterschiede bei den gefundenen Assoziationen der
beiden Antikérper im Hinblick auf die betrachteten klinischen Manifestationen, so dass eine
Bestimmung beider Antikodrper nicht sinnvoll ist. Patienten mit Anti-Centromer-Antikdérpern
sind durch eine leichtere Krankheitsauspragung und durch ein deutlich geringeres Mal} an
Fibrosierung gekennzeichnet.

Die brigen Antikorper konnten in der untersuchten Kohorte sehr selten nachgewiesen werden.
Anti-Ku-Antikorper zeigten jedoch einen Zusammenhang mit dem Vorkommen bei Patienten
mit einem Overlap-Syndrom zwischen der systemischen Sklerose und der Polymyositis und
daruberhinaus mit einer ausgepragten muskuldren Beteiligung bei einer geringen fibrotischen
und sklerotischen Komponente. Patienten mit Anti-hpopl- und Anti-Rpp38-Antikorpern lassen
sich anhand ihrer prasentierten Klinik nicht zu einer einheitlichen Gruppe zusammenfassen,
sodass diese beiden Antikorper in der untersuchten Kohorte keinen speziellen Subtyp

charakterisieren.
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5. Zusammenfassung

Die Gruppe der Patienten, bei denen keine AntikOrper im Serum nachzuweisen waren,
unterscheidet sich nicht signifikant in ihren Eigenschaften von den Antikorper-positiven
Patienten. Sie spiegeln daher ein heterogenes Bild der Gesamtkohorte wider.

Der Antikorpernachweis mit dem benutzten Line-Immunoblot-Assay bietet die Mdglichkeit
mehrere Antikorper parallel zu bestimmen. Der Vergleich der Ergebnisse mit dem IFT sowie
dem ELISA zeigt eine groBe Ubereinstimmung fir den Nachweis von Anti-Topoisomerase |-
(97%) und Anti-CENP-B-Antikoérpern (96,1%). Einen besonderen Vorteil bietet die Methode
dahingehend, dass es mdglich ist, auch die selteneren Antikorper parallel bestimmen zu kénnen,
die wie Anti-Ku- und Anti-Pm/Scl-Antikdrper besondere Risikopatienten identifizieren.
Zusammenfassend &Rt sich sagen, dass diese statistische Arbeit einige bekannte Ergebnisse
bestatigen konnte, dartiberhinaus aber auch neue Aspekte im Hinblick auf seltenere Antikdrper
liefert. Flr die Zukunft ware es wiinschenswert, bestimmte Ergebnisse in groeren Studien zu
uberprifen und zu bestatigen, in denen dann auch Aspekte wie die durchgefihrte
immunsuppressive Therapie beriicksichtigt werden kdnnen. Die Mdglichkeit neue Antikorper
durch die Entwicklung verbesserter Techniken und neuer Antigene nachzuweisen und auf ihre
klinische Bedeutung bei Patienten mit der seltenen systemischen Sklerose zu untersuchen, wird
zukunftig die Diagnosestellung und die individuelle Risikoverlaufsbeurteilung dieser Patienten
erleichtern, um mdoglichst friihzeitig adaquate Therapieoptionen einleiten zu kodnnen.
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