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1. Einleitung
1.1. Systemische Sklerose

Die systemische Sklerose (SSc) ist eine chronisch progrediente
Systemerkrankung aus dem Formenkreis der Kollagenosen. Sie ist abzugrenzen
von der zirkumskripten Sklerodermie, der Morphea. Die systemische Sklerose
wird unterteilt in eine limitiert kutane Form (IcSSc) und eine diffus kutane Form
(dcSSc) sowie limitierte systemische Sklerose (ISSc), die sich in ihrer klinischen
Symptomatik, Prognose und ihrem Autoantikérperprofil unterscheiden[1]. Des
Weiteren werden Sklerodermie-Overlap Formen unterschieden: so z.B.
Skleroderma/Polymyositits-Overlap und die Mischkollagenose (MCTD/M. Sharp)
-jeweils mit einem charakteristischen Profil von Autoantikérpern (AAb); aber auch
ein simultanes Auftreten der SSc mit rheumatoider Arthritis, Sjégren-Syndrom
(SjS) oder systemischem Lupus erythematodes (SLE) ist nicht selten[2].

Charakteristisch fur die SSc sind drei pathologisch-pathogenetische
Korrelate: eine Mikroangiopathie mit Hypoxamie, eine Fibroblastendysfunktion
mit Fibrose des Bindegewebes, der Haut und innerer Organe und eine
Immunsystemdysregulation in Form einer T- und B-Zell-Funktionsstorung mit
konsekutiver Produktion von Autoantikorpern[3]. Wahrend bei der IcSSc vor
allem Frauen der funften bis siebten Lebensdekade betroffen sind und die
Krankheit eine langsame, vor allem zentripetale Progredienz zeigt, ist die
Dominanz des weiblichen Geschlechts sowie das mediane Erkrankungsalter fur
die dcSSc geringer, und der Verlauf zeigt eine frUhere Stamm- sowie innere
Organbeteiligungl[4].

1.2 Geschichte

Wer als Erstbeschreiber der systemischen Sklerose gelten darf, ist nach
wie vor umstritten[5]. Mdglich ware eine Beschreibung durch Hippokrates (460-
370 v.Chr.)[6], die Beschwerden des von Hippokrates als ,Mann aus Athen®
beschriebenen Patienten wurden aber auch mit anderen Erkrankungen in
Verbindung gebracht[7]. Weitere Berichte, die eine gewisse symptomatische
Kompatibilitat bieten, finden sich u.a. bei Galen (131-201 n.Chr.), Oribasius (325-



403 n. Chr.), Paulus Aegineta (625-690 n.Chr.) und Avicenna (980-1036 n.Chr.);
aufgrund fehlender Eindeutigkeit ist eine klare Zuordnung zur systemischen
Sklerose allerdings schwierig[8].

Als erste zuverlassige Beschreibung galt lange die des Falles einer 17-jahrigen
Frau durch Carlo Curzio 1753[9]. Inzwischen wird dies aber bezweifelt und
vielfach angenommen, dass es sich um ein Sklerédema adultorum gehandelt
haben durfte[10].

Spekulationen Uber Laienbeschreibungen der SSc in Kunst und Literatur wie
etwa in Turgenews ,Eine lebende Reliquie‘[11] sind ebenso zu finden wie
Abhandlungen Uber den Einfluss der Erkrankung auf das Werk von betroffenen
Kiunstlern, wie z.B. Paul Klee[12, 13].

Eine Trennung von linearer Form (Morphea) und diffuser Sklerodermie wurde von
Duhring bereits 1881 vorgeschlagen[8]. Den Terminus ,Progressive Systemische
Sklerose” forderte Goetz 1945 aufgrund der Organbeteiligung[in[8]], wahrend
Tuffanelli et al. 1962 den Begriff ,diffuse Sklerodermie® als ,maligne® Variante
pragten[14]. 1964 wurde der Symptomenkomplex des CRST Syndroms
(Calcinosis Cutis, Raynaud-Symptomatik, Sklerodaktylie, Teleangiektasien)
beschrieben[15] und spater zum CREST (E= Osophagusmotilitatsstérungen)
ausgeweitet[16], welches neben dem Thiebierge-Weissenbach-Syndrom als
Subform der Akrosklerose gegen die diffuse progressive Sklerodermie
abgegrenzt wurde[17]. 1988 schlug Leroy eine Trennung in IcSSc und dcSSc im
Hinblick auf eine bessere prognostische Diskrimination vor[18] wobei das CREST
Syndrom nach der Klassifikation der American Rheumatism Association (ARA)
als Unterform des IcSSc klassifiziert wurde[1]. Der Symptomenkomplex kommt
allerdings auch bei dcSSc vor.[3] Leroy und Medsger regten 2001 an, eine (Fruh-
)Form in den klinischen Gebrauch einzuftihren: ISSc[1].

Seit den frihen sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts sind antinukleare
Autoantikorper (ANA) in den meisten SSc-Patienten beschrieben[19]. Spater
wurden 1979 bzw. 1980 Anti-Scl 70-Antikorper[20] bzw. Anti-Centromer-
Antikérper (ACA)[21] nachgewiesen. Erstere wurden 1986 als reaktiv gegenlber
der Topoisomerase | (Topo |) beschrieben[22]. Weitere AAb-Beschreibungen

folgten.



1.3. Diagnose- und Klassifikationskriterien
1.3.1. Diagnosekriterien ARA 1980

Nach der Klassifikation der ARA von 1980mussen ein Major- oder zwei oder mehr
Minor-Kriterien erfullt sein[23].
Major-Kriterium:
Sklerodermie-artige Hautveranderungen proximal der Fingergrundgelenke
Minor-Kriterien:
1. Sklerodaktylie; 2. Gribchenférmige Narben oder Substanzverlust der distalen

Finger- und/oder Zehenweichteile; 3. Bilaterale, basale Lungenfibrose

1.3.2. Klassifikationskriterien nach Leroy und Medsger 2001

Leroy und Medsger schlugen 2001 eine Erganzung der Klassifikationen mit
folgenden Kriterien vor:

1. Limitierte Sklerodermie: Die Hautmanifestation beschrankt sich auf das
Gesicht, die Hande und FuRe und geht nicht Gber die Ellbogen oder das Knie
hinaus.

2. Diffuse Sklerodermie: Die Hautmanifestation geht Uber Ellenbogen und Knie
hinaus und befallt neben dem Gesicht den Koérperstamm.

3. Systemische Sklerodermie sine Sklerodermie: Patienten mit typischen
Organmanifestationen und serologischen Parametern ohne Hautmanifestation.
4. Overlap-Syndrom: Die Patienten zeigen Zeichen einer Sklerodermie in
Kombination mit anderen rheumatischen Erkrankungen wie dem systemischen

Lupus erythematodes, der Dermatomyositis, oder der rheumatoiden Arthritis[1].

1.3.3. ACR/EULAR Kilassifikation 2013

2013 wurden von einer gemeinsamen Expertenkommission des American
College of Rheumatology (ACR) und der European League Against Rheumatism
(EULAR) neue Klassifikationskriterien entworfen und als den ACR Kriterien von

1980 Uberlegen beschrieben. Sie sind in Tab. 1-1 dargestellt.
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Tab. 1-1 ACR/EULAR Kiassifikation 2013[24]
ltem

Hautverdickung der Finger beider
Hande mit Ausdehnung nach
proximal der MCP  Gelenke

(hinreichendes Kriterium)

Hautverdickung der Finger (nur
hoherer Score ist zu zahlen)

Lasionen der Fingerspitzen (nur

hdherer Score)

Teleangiektasien
Abnormale Nagelfalzkapillaren

PAH und/oder ILD (Hochstscore
betragt 2)

RP

SSC assoziierte AAb (ACA, ATA,
Anti RNA Polymerase )
(Hochstscore betragt 3)

Subitem

Geschwollene Finger

Sklerodaktylie (distal der
MCP  Gelenke, aber
proximal der PIP
Gelenke)

Ulcera der Fingerspitzen

Grubchenformige Narben

der Fingerspitzen

PAH

ILD

ACA

Gewichtung

9
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ATA

Anti-RNA Polymerase lI-
AAb

AAb = (Auto)Antikérper, ACA = Anti-Centromer-Antikérper, ATA = Anti-Topoisomerase-
Antikérper, ILD = Interstitielle Lungenerkrankung, MCP = Metacarpophalangeal, PAH =
Pulmonalarterielle Hypertonie, RP = Raynaud Phdnomen.

Der Gesamtscore ist definiert als Addition der gewichteten Hochstscores der
jeweiligen Kategorien. Wird ein Gesamtscore von grofRRer/gleich neun Punkten

erreicht, kann eine SSc diagnostiziert werden[24].

14. Pravalenz und Inzidenz

Die Pravalenz und Inzidenz der systemischen Sklerose zeigt deutliche
interethnische und interregionale Unterschiede und stellt sich je nach
angewandten Klassifikationskriterien (ARA Klassifikation 1980; Leroy und
Medsger 2001) variabel dar[25]. So zeigte sich flr ein italienisches Kollektiv eine
Pravalenz bzw. Inzidenz von 25,4 bzw. 3,2 pro 100.000 nach ARA bzw. von 34,1
bzw. 4,3 nach Leroy und Medsger mit einem Subklassifikationsverhaltnis von
ISSc zu IcSSc zu dcSSc von 19,2% zu 62,1% zu 18,7% und einer weiblich zu
mannlich Ratio von 9,7 zu 1. In den USA, Sud-Australien und Argentinien
bestehen eher hohere Pravalenzen, in Nordeuropa und Ostasien deutlich

geringere (Tab. 1-2).
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Tab. 1-2 Pravalenzen und Inzidenzen der SSc mit interethnischen Unterschieden

SSc (LeRoy, SSc (ARA IcSSc dcSSc
Kollekti
OfeKEV 2001) 1980)
Pravalenz/Inzidenz [100000"]
34,1/4,3 25,4/3,2 21,2/- 6,4/-
Italien[26]
29,6/2,12 24/1,52 5,7/0,61
Argentinien[27]
5,63/1,09
Taiwan[28]
12,0/-
Nord-
Indien[29]
27,6/121
USA[30]
21,4/1,5
Sud-
Australien[31]
7,1/0,38
Island[32]
3,8/0,72
Japan[33]
15,4/1 1 11,5/- 3,85/-

Griechenland][
34]

ARA = American Rheumatism Association, SSc = Systemische Sklerose, dcSSc = diffus kutane
SSc, IcSSc = limitiert kutane SSc.

1.5. Krankheitsaktivitat

Um die Wirksamkeit von therapeutischen Ansatzen sowohl am Krankheitsverlauf
individueller Patienten als auch im Studiensetting beurteilen zu kénnen, ist es
notwendig, Parameter fir die Krankheitsaktivitat zu definieren. Als problematisch
stellt sich hierbei die groe interindividuelle Heterogenitat der
Krankheitsmanifestationen dar. Die Palpation verschiedener, definierter

Kdrperstellen und Bildung eines Scores (Rodnan Skin Score) durch Beurteilung
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der Hautdicke lasst sich mit dem Grad des Hautbefalls korrelieren[35, 36]. Flr
den modifizierten Rodnan Skin Score (mMRSS) ist eine akzeptable Inter- und
Intraobserver-Reliabilitat[37] und eine Korrelation mit Nierenbeteiligung,
Mortalitat sowie mit der Handfunktion, Gelenkkontrakturen und Arthritiszeichen
beschrieben[38]. Fur die Beurteilung der Lungenbeteiligung sind verschiedene
Verfahren vorgeschlagen worden. Validiert fur Patienten mit SSc sind flr
Patienten mit interstitieller Lungenerkrankung (ILD) die Messung der
funktionellen Vitalkapazitat (FVC)[39] und als Goldstandard fur die Messung der
pulmonalarteriellen Hypertonie (PAH) die Rechtsherzangiographie[40, 41]. Um
den Grad einer kardialen Beteiligung zu dokumentieren, werden durch klinische
Untersuchung, Elektrokardiogramm (EKG) und Echokardiografie Zeichen der
Herzinsuffizienz[42], Blockbilder[43] und Perikardaffektion[44] evaluiert.

Ein der Beurteilung gut zugangliches Symptom ist das Raynaud-Phanomen (RP).
Hier existieren verschiedene, gut validierte Methoden zur Dokumentation, in der
Regel \visuelle Analogskalen (VAS), welche Haufigkeit, Dauer und
Schmerzintensitat erfassen und diese sowohl fur Patienten als auch fur
Untersucher dokumentierbar machen, z.B. der Raynaud Condition Score
(RCS)[45]. Die als diagnostisches Kriterium natzliche
Nagelfalzkapillarmikrospkopie[46] ist hingegen als Verlaufsparameter nicht
validiert[41].

Der Nachweis einer Nierenbeteiligung und einer renalen Krise kann mittels
Blutdruckmessung, Serum-Kreatinin und 24-Stunden-Kreatinin-Clearance
erfolgen[47, 48].

Eine integrative Moglichkeit der Verlaufsdokumentation stellt der Scleroderma
Health Assessment Score (SHAQ) dar. Hier werden —zusatzlich zum ursprunglich
fur Arthritiden entworfenen HAQ- flnf eher sklerodermiespezifische VAS fiur
Lungenbefall, Fingerulzera, @ RP, Gastrointestinal- und  Hautbefall

hinzugezogen[49].

1.6. Krankheitsmanifestationen

Je nach SSc-Subform reichen die Krankheitsmanifestationen von milden
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Verlaufen, deren Symptomatik —bestehend z.B. aus dem RP, einer akralen
Hautbeteiligung und einer leichten Organbeteiligung— Uber viele Jahre stabil
bleibt, bis hin zu schnell progredienten Indurationen der gesamten
Korperoberflache und schweren Organbeteiligungen, im Sinne einer ILD, einem
Nierenbefall mit renaler Krise (SRC), oder einer PAH. Symptome, die nicht nur
die Lebensqualitat stark einschranken, sondern auch mit einer hohen Letalitat
assoziiert sind, da diese sich trotz verbesserter therapeutischer Optionen oft
auch bei Therapieeskalation noch therapieresistent zeigen. Nach wie vor ist die
systemische Sklerose die Kollagenose mit dem schlechtesten Outcome[50]. War
in den neunzehnhundertsiebziger Jahren noch die SRC die haufigste
Todesursache bei SSc-Patienten, so nimmt heute die ILD diesen Platz ein[51].
2007 veroffentlichten Walker et al.[4] eine Analyse der Daten von 3656 Patienten
(1349 mit dcSSc und 2101 mit IcSSc) der EULAR Scleroderma Trials and
Research (EUSTAR)Gruppe: Die Alters- und Geschlechtsverteilung sowie die
Haufigkeit der Organmanifestationen in den jeweiligen Untergruppen sind fur
eine Uberwiegend kaukasische Population in Tabelle 1-3 dargestellt.

Tab. 1-3 Klinische und serologische Parameter sowie Héufigkeit einer Organmanifestation bei
Patienten mit dcSSc und IcSSc nach Walker et al. [4]

dcSSc [%] lcSSc [%]
Walker et al. 2007

81.1 90.9
Weibliches Geschlecht

52.3 (13.7) 57.4 (13.1)
Alter MW (SD) [Jahre]

42.9 (14,7) 42,9 (14,5)
Alter bei Auftreten RP MW
(SD) [Jahre]

1,9 (5,4) 4.8 (8,5)
Dauer: RP bis erstes non-
RP-Symptom MW (SD)
[Jahre]

92.1 91.3%
ANA

60.8 23.4
ATA
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ACA

mRSS MW (SD)
[Scorepunkte]

RP

Osophagus

ILD (Lungenfibrose)
Gelenkkontrakturen
Fingerulcera
Muskelschwache
Magen

Didnndarm

PAH

Tendon friction rubs
Muskelatrophie
Synovitis
Hypertonie

Herz: diastolische

Dysfunktion
Herz: Leitungsblock

CK-Erhdhung

6.0

19.0 (10.0)

96.1
68.2
53.4
47 1
42.7
37.1
26.6
22.5
22.3
22.1
21.1
20,8
19.3

16.6

12.7

11.3

46.7

8.1 (5.3)

95.9
66.8
34.7
24.4
32.9
22.8
22.8
21.7
20.5
7.4

10.8
13,7
18.6

15.4

10.4

4.4
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9.2 3.7
Proteinurie

4.2 1.1
Hypertensive renale Krise

MW = Mittelwert, dcSSc = diffus kutane systemische Sklerose, SD = Standardabweichung, IcSSc
= limitiert kutane systemische Sklerose, CK = Creatininkinase, RP = Raynaud Phdnomen, PAH =
pulmonalarterielle Hypertonie, ACA = Anti-Centromer-Antikérper, ATA = Anti-Topoisomerase-
Antikérper, ANA = antinukleére Antikbérper, mRSS = modifizierter Rodnan Skin Score.

Ebenso wie bei der Epidemiologie der SSc koénnen auch bei der
Krankheitsmanifestation interethnische Unterschiede ausgemacht werden; so ist
z.B. eine afroamerikanische Abstammung mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit
fur diffuse Hautbeteiligung, Fingerulzera, PAH und einer geringeren Frequenz
von ACA assoziiert[52].

1.7. Atiopathogenese

1.7.1. Genetik

Es existieren eine Reihe verschiedener humaner Leukozytenantigene (HLA) und
Non-HLA Gene, die hinsichtlich einer erhdhten Suszeptibilitat fur SSc untersucht
worden sind. Die meisten der genetischen Risikofaktoren fur SSc spielen auch in

anderen Autoimmunkrankheiten eine Rolle[53].

1.7.1.1 HLA Gene:

Alle bisher mit der Erkrankung, mit Krankheitsuntergruppen, oder mit dem
Autoantikdrperprofil assoziierten HLA-Gene sind vom HLA Typ 11[53]. Es besteht
eine signifikante Assoziation von HLA-DRB1*1104 mit SSc[54]. Der HLA-
DQB1*0501/HLA-DRB1*0101-Haplotyp korreliert mit dem Auftreten von
ACA.[54, 55] Die Haplotypen HLA-DRB1*1104[56] und HLA-DPB1*1301
wiederum sind mit der Existenz von Anti-Topoisomerase |-AAb (ATA)

assoziiert[57].
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1.7.1.2 Non-HLA

Unter den Non-HLA Genen kann man als orientierende Unterscheidung eine
jedoch nicht immer scharf trennende Unterteilung in solche, die der angeborenen
und solche, die der adaptiven Immunitat zuzurechnen sind, vornehmen. Unter
ersteren sind bestimmte Polymorphismen des IRF5 (Interferon regulatory factor
5)-Gens, die sich sowohl mit SSc insgesamt[58], mit dcSSc und fibrosierender
Alveolitis im Speziellen [59], aber auch mit SLE korrelieren lassen[60]; ferner
Polymorphismen des MIF (Macrophage Migration Inhibitory Factor)-Gens, die
eine Assoziation mit dcSSc zeigen[61] sowie des ITGAM (integrin a M)-Gens, die
mit IcSSc- und ACA-Vorkommen assoziiert sind[62].

Unter den untersuchten Genpolymorphismen der adaptiven Immunantwort sind
STAT4 und BANK1 zu nennen; STAT 4, einer von sieben Signal Transducers and
Activators of Transcription, der sowohl eine Rolle in der angeborenen[63] als
auch in der adaptiven Immunantwort spielt[64], konnte mit SSc[58], mit der IcSSc
Subform[56] und -in Kombination mit bestimmten IRF5-Allelen— mit
fibrosierender Alveolitis assoziiert werden[65].

BANK1 (B-Cell Scaffold Protein with Ankyrin Repeats) korreliert mit dem
Auftreten von dcSSc[66] und ATA[G7].

Andere Non-HLA Risikofaktoren fur SSc, die bisher —anders als die zuvor
aufgezahlten— nicht auch fur SLE beschrieben wurden, sind RHOB (Ras
Homolog Gene Family Member B) und PSORS1C1 (Psoriasis Susceptibility
Canditate 1)[68].

1.7.2. Adaptives Immunsystem

1.7.21 T-Zellen

T-Zellen spielen eine zentrale Rolle in der Pathogenese der SSc. In betroffenen
Hautpartien zeigen sich neben Makrophagen vor allem aktivierte T-Zellen. Der
Grad der Infiltration korreliert positiv mit der Hautdicke[69, 70]. Die SSc-T-Zellen
zeigen hinsichtlich der Polarisierung in einen Interferon(IFN)y sezernierenden T-
Helfer(Th)1-Zellen- und einen Interleukin-(IL)-4 und IL-13 produzierenden Th2-
Subtyp[71], anders als andere Autoimmunerkrankungen, eine Th2-Dominanz.
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Dies gilt sowohl flr die die Haut infiltrierenden T-Zellen[72], als auch fur
diejenigen im Blutkreislauf[73]. Das entscheidende Signal zur Th2-Polarisierung
konnte von aktivierten monozytaren Zellen und Makrophagen kommen, die
ihrerseits IL-4 und IL-13 sezernieren und damit einen sich verselbststandigenden
und selbst verstarkenden Prozess der Rekrutierung von Th2-Zellen und
Sekretion der profibrotischen Th2-Zytokine anstol3en[74]; moglicherweise aber
auch von aktivierten B-Zellen (s.u.). Alternativ aktivierte, als profibrotisch wirkend
beschriebene M2-Makrophagen sind ebenfalls in befallener Haut von SSc-
Patienten nachgewiesen worden[75].

IL-4 scheint nicht nur eine profibrotische Wirkung zu entfalten; es wurde im
Mausmodell sogar als notwendig fur die Produktion von ATA beschrieben.[76]
Eine neu entdeckte Untergruppe von Cluster of Differentiation (CD)4- und CD8-
doppelpositiven T Zellen wurden in Hautproben von SSc-Patienten
nachgewiesen. Diese sind potente IL-4-Produzenten und durften somit zur
vermehrten Ablagerung extrazellularer Matrix beitragen[77].

Teils widerspruchliche Ergebnisse ergaben Untersuchungen zu regulatorische T-
Zellen (Tregs): Wahrend eine Studie eine normale Anzahl von diesen in
peripherem Blut von SSc Patienten, aber eine geringere Zahl Tregs in
Hautbiopsien von SSc-Patienten beschrieb[78], zeigten andere Studien
ubernormal viele Tregs im peripheren Blut[79, 80]. In einer der beiden genannten
Studien bestanden keine Funktionseinschrankungen der Tregs und eine positive
Korrelation mit der Krankheitsaktivitat[79], in der anderen wurde eine

Funktionsbeeintrachtigung der Tregs Nachgewiesen[80].

1.7.2.2 B-Zellen

Dass B-Zellen als Vorgangerzellen der antikdrperproduzierenden Plasmazellen
eine Rolle in der Pathogenese der SSc spielen, ist angesichts der SSc-
assoziierten AAb naheliegend.

B-Zellen fungieren daneben auch als Regulatoren der Immunantwort, indem sie
unter anderem Antigene prasentieren, Zytokine sezernieren und in die

Differenzierung von T-Effektorzellen sowie die Modulation der Funktion
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dendritischer Zellen eingreifen[81, 82].

B-Zellen von SSc-Patienten zeigen verschiedene Abnormitaten:
DNA-Expressionsanalysen, die an Proben betroffener Haut durchgefuhrt wurden,
wiesen eine Hochregulation B-Zell-assoziierter Gene nach[83]. In Haut und
Lungengewebe von Patienten mit SSc-assoziierter ILD konnten B-Zell Infiltrate
nachgewiesen werden[83, 84]. Die B-Zellen von SSc-Patienten exprimieren
vermehrt CD19[85], und ein Polymorphismus in der Promoterregion des CD19-
Gens korreliert mit der Uberexpression von CD19 sowie der Suszeptibilitat fur
SSc[86]. CD19 besitzt die Funktion eines positiv verstarkenden Regulators der
Immunantwort; eine antagonistische Wirkung entfaltet CD22[87].

Eine mdgliche Folge der CD19 Uberexpression ist eine chronische Aktivierung
von Gedachtnis-B-Zellen. Wahrend bei der SSc insgesamt ein kontinuierlicher
Verlust von Gedachtnis B-Zellen und Plasmazellen vorherrscht, scheint den in
ihrer Zahl verminderten Gedachtnis-B-Zellen eine erhdhte Fahigkeit,
Immunglobuline —und damit moglicherweise auch AAb— zu produzieren, zu eigen
Zu sein[88].

Ein Polymorphismus, der zu einer verminderten CD22 Expression auf B-Zellen
fuhrt, korreliert mit der Krankheitsaktivitat bei IcSSc-Patienten[89].

Ebenfalls erhdht und positiv mit dem Schweregrad der SSc korrelierbar sind der
Serumspiegel des I6slichen B-Cell activating factor (BAFF, auch BLyS) und die
Expression der BAFF-mRNA in betroffener Haut[90].

Einige dieser Auffalligkeiten, die bei SSc Patienten beobachtet wurden, konnten
in Mausmodellen reproduziert werden. So hatte der Verlust des CD19
Signalwegs im Tight Skin Mouse (TSK/+)-Modell zur Folge, dass die
ublicherweise prasente ATA-Produktion nicht stattfand und sich die Hautdicke der
Mause deutlich reduzierte[91]. Ebenfalls im TSK/+-Modell zeigte eine Studie
einen —wie in SSc-Seren— erhdhten BAFF Serumspiegel. Die Gabe eines BAFF-
Antagonisten hemmte die AAb-Produktion und verminderte die Dicke der
Haut[92]. Ein weiterer Effekt der veranderten B-Zell-Homdostase kdnnte die oben
diskutierte Induktion der Th2-Polarisation naiver T-Zellen sein, da diese auch
durch die von aktivierten B-Zellen sezernierten IL-6 und IL-10 angestol3en
werden kann[93, 94].
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1.7.3. Angeborenes Immunsystem

1.7.3.1 Interferone

Interessanterweise sind die im Rahmen der verschiedenen Genpolymorphismen
besprochenen STAT4 und BANK1 involviert in die Sekretion von IFNa, welchem
in der Pathogenese der SSc eine bedeutende Rolle zugeschrieben wird, da viele
SSc Patienten in Hautproben oder zirkulierenden Immunzellen eine deutliche
Typ | Interferon-Signatur zeigen[95, 96]. Interferonabhangige Gene wie Siglec-I
(Sialoadhesin) und IFl44 (interferon-inducible 44) korrelieren mit dem Rodnan
Skin Score und wurden als Bestandteil eines Biomarkers zum Monitoring der

Krankheitsaktivitat vorgeschlagen[97].

1.7.3.2 Toll-Like Rezeptoren

Toll Like Rezeptoren (TLRs) sind integraler Bestandteil der angeborenen
Immunabwehr, indem Sie evolutionar konservierte, pathogenassoziierte
Strukturen —Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMP)- bzw. durch
Nekrose/Apoptose freiwerdendes Material —Danger Associated Molecular
Patterns (DAMP)- erkennen und die Expression von proinflammatorischen
Genen induzieren[98]. Die Mehrzahl der TLRs nutzt den MyD88/NFkB-
Signalweg, TLR3 und TLR4 bewirken aber auch uber den IRF3-Signalweg eine
erhdhte Sekretion u.a. von Typ | Interferon[99-101]. Es wurde gezeigt, dass in
Fibroblasten aus der Haut von SSc-Patienten Typ | Interferone die Expression
von TLR3, dem ein profibrotischer Effekt zugeschrieben wird[102],
heraufregulieren konnen[103], was hinsichtlich der Affinitat des TLR3 zu RNA-
Molekulen auf eine Aktivierung dieser Immunkaskade durch virale Infektionen
aber vor allem auch durch nekrotisches bzw. apoptotisches, kdrpereigenes
Material hinweisen mag[104]. Ferner liel® sich in zumindest einer Studie eine
erhohte  Konzentration  zirkulierender TLR4 in  SSc-Patientenseren

nachweisen[105].
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1.7.3.3 Inflammasom

Das Inflammasom ist ein Oligoproteinkomplex, der eine zentrale Rolle im
inflammatorischen Prozess spielt. Es besteht aus NOD (nucleotide-binding
oligomerization domain receptors) -like-Rezeptoren (NLRs), und (Pro)Caspase
1, sowie einem Adapter-Protein. Nach Aktivierung wird die Pro-Caspase 1 in die
aktive Form Caspase 1 uberfuhrt, welche u.a. pro-IL-1f zu Interleukin 13 spaltet.
Je nach beteiligtem NLR wird das jeweilige Inflammasom benannt, z.B. NLRP1
(NALP1)-Inflammasom[106, 107]. Bestimmte Polymorphismen im NLRP1-Gen
sind mit einer Suszeptibilitat fir Autoimmunerkrankungen (AID) assoziiert[108],
eine seltene Variante auch mit fibrosierender Alveolitis und ATA, wobei sich in
Kombination mit oben beschriebenen STAT4- und IRF5-Polymorphismen ein
additiver Effekt zeigen lie3[109].

1.7.3.4 Interleukin 183

Das proinflammatorische Zytokin IL-18 wird von aktivierten Makrophagen und
Epithelzellen produziert, bewirkt u.a. die Sekretion von TNFa und IL-6[110] und
kommt als Schlisselenzym fur die Genese einer Fibrose in Betracht[111]. Schon
lange bekannt ist, dass Fibroblasten aus der Haut von SSc-Patienten vermehrt
IL-1-Rezeptoren exprimieren und auf geringere Konzentrationen von IL-13 mit
starkerer Zytokinsekretion reagieren[112, 113]. Aullerdem sind die IL-1B-
Serumspiegel im peripheren Blut, sowie Bronchialsekret von SSc-Patienten
erhoht und lassen sich invers mit der funktionellen Vitalkapazitat (FVC)
korrelieren[114]. Ferner induziert IL-18 zusammen mit IL-6 die Differenzierung
von naiven CD4+-T Zellen zu Th17 Zellen[115]. Diese IL-17 positiven T-Zellen sind

bei SSc Patienten im Vergleich zu Gesunden vermehrt[116].
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1.7.4. Nicht-infektiose Umwelteinflisse.

Schon 1914 berichtete B. Bradwell von einer erhdhten Pravalenz der ,diffusen
Sklerodermie” bei Steinmetzen[117]. Seit 1957 eine Studie zur Sklerodermie bei
Goldminenarbeitern in  Sudafrika  verodffentlicht  wurde[118], waren
Umwelteinflisse in Form von Silikaten[119, 120], Losungsmitteln[121, 122] und
anderen Toxinen als Faktoren in der Atiopathogenese der SSc immer wieder
Gegenstand von Studien und Diskussionen. Nicht zuletzt ruckten die
~oklerodermie-like“ Syndrome, - z.B. das ,Toxic Oil* Syndrom (TOS) in Spanien
Anfang der neunzehnhundertachtziger Jahre oder das Eosinophilie-Myalgie
Syndrom (EMS) in den USA Ende der neunzehnhundertachtziger Jahre -
toxikologische Umweltfaktoren in einen gro3eren gesamtgesellschaftlichen
Fokus. Bei beiden Syndromen zeigten sich wie bei der Sklerodermie als
pathologisches Korrelat endotheliale Lasionen mit nachfolgender Fibrose[123]
bzw. okklusive mikroangiopathische Veranderungen[124]. Des Weiteren
bestanden in beiden Fallen sklerodermiforme, fibrotische Veranderungen der
Haut, beim TOS vor allem in der chronischen Phase[125]. Typische
Antikdrperkonstellationen konnten nicht ausgemacht werden. Niedrigtitrige
Autoantikorper (ANA, Anti-Smooth-Muscle), die in einer gewissen Frequenz beim
TOS vorkommen, korrelieren nicht mit der Krankheitsaktivitat[126].

Wenn auch viele Studien bestimmte Umwelteinflisse als Risikofaktoren fur die
Entwicklung einer SSc benennen und eine Metaanalyse von 2010 die Korrelation
von Silikatexposition mit der Entwicklung von SSc als gut reproduzierbar
ausweist[127], bleibt der atiopathogenetische Mechanismus fur Entwicklung
einer Autoimmunitat weiter unklar. Aufgrund einer Assoziation von Trichlorethylen
mit dem Vorhandensein von ATA wurde postuliert, dieses oder seine Metaboliten
konnten mit der Topoisomerase reagieren und in bestimmten genetisch
suszeptiblen Individuen Autoimmunitat induzieren[128]. Dazu passend wurde
gezeigt, dass Xenobiotika (Campothecin, Topotekan, Silicatpartikel) eine
Degradierung von Topo | induzieren konnen, worauf eine Prozession und
Prasentation von autoimmunogenen Bestandteilen des Enzyms folgen
konnte[129].
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1.7.5. Infektidse Agentien

Eine ganze Reihe von bakteriellen und viralen Infektionen ist in Hinsicht auf eine
mogliche Rolle in der Pathogenese der SSc untersucht worden. Darunter das
humane Cytomegalievirus (CMV)[130], das Epstein Barr Virus (EBV)[131],
Parvovirus B 19[132], Retroviren[133] und Helicobacter pylori[134].

Fur die Entstehung der Autoimmunitat sind dabei mehrere, sich teils
konzeptionell Uberschneidende Mechanismen diskutiert worden. Hier ist das
molekulare Mimikry, d.h. die Auslésung von Autoimmunitat durch strukturelle
Ahnlichkeiten zwischen einem exogenen Agens und einem Autoantigen[135], zu
nennen; ferner eine direkte Endothelschadigung durch das infektiose Agens[136]
sowie eine Aktivierung und Rekrutierung von vorhandenen autoreaktiven T-
Zellen durch lang andauernde Inflammation (eine sogenannte Bystander
Aktivierung)[137]. Daruber hinaus ist die Aktivierung von vorhandenen
autoreaktiven Immunzellen durch bakterielle Superantigene ebenso diskutiert
worden[138] wie das Epitope-Spreading, das die im Verlauf einer Erkrankung
auftretende Ausdehnung einer zunachst gegen ein spezifisches Antigen
gerichteten Immunantwort gegen andere Antigene bzw. Epitope des gleichen
Proteins oder auch gegen strukturell ahnliche Epitope anderer Proteine
bezeichnet[139, 140].

1.8. Therapeutische Ansatze

Berichtete Curzio 1753 Uber eine aus heutiger Sicht die Diagnose in Frage
stellende, zugige und vollstandige Genesung seiner jungen Patientin nach
Anwendung von heiRen Dampfbadern, Quecksilberapplikation und
Aderlassen[10], so lieRen viele der mannigfaltigen Therapieansatze, die in den
mehr als 250 Jahren seither versucht worden sind, eine Wirksamkeit vermissen.
Wenn auch die EULAR Empfehlungen 2009 zumindest fur Behandlungsoptionen
mit guter Evidenz fur einige Krankheitsmanifestationen benennen, so ist doch
von keiner bis heute eine Heilung zu erwarten[141].

Unter den nicht-immunsuppressiven Therapien sind vor allem die Angiotensin

Converting Enzyme (ACE)-Inhibitoren, die seit ihrer Einfuhrung ein Benefit in der
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Behandlung der Nierenbeteiligung gezeigt haben[142], und die vasoaktiven
Medikamente wie Calciumkanalblocker[143], Prostacyclin(-analoga)[144],
Endothelinrezeptor-Antagonisten[145], Angiotensin |I-Rezeptor (Subtyp 1)
(AT1)-Rezeptorantagonisten[146], Phosphodiesterase 5 (PDE-5)-
Inhibitoren[147], die evidente Wirksamkeit in der Behandlung des RP und PAH
zeigen, zu nennen.

Unter den immunsuppressiven bzw. immunmodulatorischen Agentien wurde in
der Behandlung der fibrosierenden Alveolitis neben Cyclophosphamid
(CYC)[148, 149] auch fur Mycophenolat mofetil eine Wirksamkeit gezeigt[150,
151]. Methotrexat ist in der Behandlung der Hautmanifestationen wirksam([152],
auch fur Ciclosporin A und Tacrolimus[153] sowie Immunglobuline[154] konnten
dies einige Studien zeigen. Der Einsatz von hochdosierten Corticosteroiden ist
mit einem erhdhten Risiko fur eine SRC assoziiert[155]. Zusammenfassend bleibt

die SSc die am schwierigsten zu behandelnde Kollagenose.

1.8.1. Stammzelltransplantation

Fur therapierefraktare und schwerste Falle kommt daher seit 1996 im Rahmen
verschiedener Studien die autologe hamatopoetische Stammzelltransplantation
(@aHSCT) zum Einsatz[156]. Nachdem im Rahmen von
Hochdosischemotherapien mit aHSCT zur Behandlung von hamatologischen
Malignomen positive Effekte bis hin zu Remissionen auf zusatzlich bestehende
Autoimmunerkrankungen dokumentiert wurden[157-159], wendete man dieses
Schema auch primar auf AID an[160, 161]. Traten anfanglich relativ hohe
transplantationsbezogene Mortalitatsraten bei der SSc auf[162], so zeigten sich
nach Reevaluation der Einschlusskriterien[163] akzeptable Mortalitatsraten[164]
und vor allem eine gute Wirksamkeit hinsichtlich der kutanen Manifestationen,
aber auch eine Verbesserung der inspiratorischen Vitalkapazitat[165] und eine
geringere Mortalitat als bei Patienten mit schweren Verlaufen einer dcSSc ohne
aHSCT[166]. Neben einem adaquaten Performancestatus (ECOG) des
Patienten sowie der Erfahrung an den behandelnden Zentren hinsichtlich der

Toxizitat der je nach Regime eingesetzten Therapeutika, hat sich vor allem eine
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genaue Beurteilung der kardialen Funktion als unerlasslich erwiesen.
Insbesondere ist hier eine zuverlassige Beurteilung der rechtsventrikularen
Funktion mindestens echokardiografisch, besser noch durch eine
Rechtsherzangiographie als Goldstandard wichtig, da eine PAH mit einer deutlich
erhdhten therapieassoziierten Mortalitat vergesellschaftet ist. Daher wurden ein
deutlich  erhdhter pulmonalarterieller Druck und eine hohergradige
Trikuspidalklappendysfunktion sowie eine konstriktive Perikarditis als
Ausschlusskriterien vorgeschlagen[167].

Die aHSCT bezeichnet einen komplexen therapeutischen Vorgang, bei dem drei
Schritte unterschieden werden kénnen, welche in lhrer Ausfiihrung zwischen
unterschiedlichen Regimen variieren:

1. Mobilisierung der Stammzellen mittels Granulozyten-Kolonie stimulierender
Faktor (G-CSF), ggf. mit Cyclophosphamid.

2. Leukapherese, ggf. mit ex-vivo-Manipulation.

3. Konditionierung und Reinfusion.

Je nach Regime erfolgt die Konditionierung mit Cyclophosphamid, oder
Antithymozyten-Globulin (equines oder leporines). Einige Regimes beinhalten
eine Ganzkorperbestrahlung, oder auch die Busulfan-Applikation.[168]

Die zu Grunde liegende Hypothese postuliert einen Neustart des Immunsystems
durch eine Eradikation der autoreaktiven Lymphozyten. Die Reinfusion
korpereigener Stammzellen soll daraufhin zu einer adaquaten Ausreifung neuer
Generationen von nicht-autoreaktiven T-Zellen fihren[169].

Es muss hierbei zwischen myeloablativen und nicht-myeloablativen Verfahren
unterschieden werden. Myeloablative Verfahren setzen einen irreversiblen
Knochenmarksschaden, daher wird obligat eine autologe
Stammzelltransplantation angeschlossen. Myeloablative Verfahren werden
vornehmlich in der Therapie hamatologischer Malignome verwendet, zeigten
jedoch bei der SSc eine gute Wirksamkeit auf die Hautmanifestationen bei
allerdings erhohter therapieassoziierter Mortalitat und Morbiditat[170, 171] sowie
einer erhohten Rate von sekundaren Leukadmien und myelodysplastischen
Syndromen (MDS). Die in der Therapie der SSc und anderer AIDs am haufigsten
verwendeten aHSCT-Protokolle sind daher nicht-myeloablativ. Hier werden
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lymphozytenpezifischere Substanzen verwendet, die mit einer deutlich
geringeren Knochenmarkstoxizitat einhergehen, bei jedoch madglicherweise
erhohter Rezidivrate[172]. Festzuhalten ist jedoch in beiden Fallen, dass es sich
nicht um eine Transplantation im eigentlichen Sinne handelt, da das Transplantat
aus patienteneigenen CD34+ Zellen besteht, die dem Patienten nach der
Konditionierung wieder zugefuhrt werden; ahnlich einer Eigenblutspende, bei der
der zu operierende Patient vor dem Eingriff Blut spendet, welches er dann bei
Bedarf wahrend der Operation reinfundiert bekommt[167].

In jingerer Zeit entstanden drei kontrollierte Studien, die die HSCT gegenuber
der CYC i.v. Pulstherapie vergleichen und sich hinsichtlich der einzelnen
obengenannten Schritte unterscheiden: ASSIST, SCOT, ASTIS[173-175].

1.9. Autoantikdrper

Seitdem Anfang der 1960er Jahre antinukleare Antikorper (ANA) bei Patienten
mit SSc entdeckt wurden[19], haben sich diese mit einer Pravalenz von ca.
95%([176, 177] als ein wichtiges diagnostisches Kriterium sowie als pradiktiver
Parameter flr die Progression eines Raynaud-Syndroms in eine SSc
erwiesen[178]. 1979 wurden Anti-Scl 70-AAb[20], welche 1986 als reaktiv
gegenuber der Topoisomerase | beschrieben wurden[22], und 1980 Anti-
Centromer-AAb (ACA)[21] entdeckt. Mit PM/Scl-AAb[179], Anti-RNA-Polymerase
[1I-AAb[180], Anti-Fibrillarin-AAb (AFA)[181, 182], Anti-Th/To[183], Anti-Ku[184,
185] und Anti-U1-RNP[186, 187] wurden in der Folge weitere, mehr oder weniger
krankheitsspezifische bzw. subformassoziierte Antikorper beschrieben.
Unspezifische AAb wie Anti-Ro52 und Anti-p35/p23 zeigen eine nennenswerte
Pravalenz in SSc Patientenseren. Die Haufigkeiten der verschiedenen AAb bei
Patienten aller SSc-Subformen variieren in zwei grolen Studien, die 2005 und
2011 veroffentlicht wurden, je nach AAb zwischen 0,2 und 35,9 % (Tab. 1-4).

27



Tab. 1-4 Haéufigkeit von AAb bei der SSc in zwei maligeblichen Studien. (RNAP=RNA-

Polymerase )

Mierau, 2011 [177]

Antikorper

Steen, 2005 [176]

Anzahl getesteter Patienten

n =863

% positiv

35,9
Anti-Centromer

30,1
Anti-Topoisomerase |

4,9
Anti-Polymyositis/Scl

4,8
Anti-U1-RNP

3,8
Anti-RNA Polymerase Il

1,8
Anti-Fibrillarin

1,2
Anti-Ku

0,2
Anti-Th/To

1.91. Anti-Topoisomerase |-AAb

n = 1432

20,3

22,2

2,5

8,4

3,8

1979 wurde ein 70 Kilodalton (kDa) grol’es Kernprotein aus Rattenlebern

extrahiert, mit dem IgG-Ab aus SSc-Patientenseren in der Immundiffusion

prazipitierten[20]. Spater konnte nachgewiesen werden, dass dieses Protein in

Gegenwart von Proteaseinhibitoren ein Molekulargewicht von ca. 100 kDa besitzt
und identisch ist mit der DNA-Topoisomerase [[22, 188, 189]. Die DNA-

Topoisomerase | ist ein die negativen Supercoils doppelstrangiger DNA durch

Einzelstrangbriche entwindendes, in pro-[190] und eukaryoten[191] Zellen

vorkommendes Enzym[192].

Die eukaryotische Topoisomerase | besteht aus vier Hauptregionen: der N-
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terminalen Region (die Aminosauren (AA) 1-215 umfassend), der Kern-
Subdomane (AA 216-636), der Linker-Domane (AA 637-713) und der C-
terminalen Domane (AA 714-76). Die Kern-Subdomane, die sich in Kern-
Subdomane I-Il (AA 216-435) und Kern-Subdomane Il (AA 436-636) unterteilen
lasst, ist zusammen mit der C-terminalen Domane (AA 714-765) evolutionar
hochkonserviert und fir die Reaktion mit der DNA verantwortlich[193].

Es konnte demonstriert werden, dass sich durch eine Interaktion mit IgG-ATA in
ausreichender Konzentration die Aktivitat der Topo | inhibieren |asst[188, 194].
Die deutliche Mehrzahl der Studien zu ATA untersucht IgG-AAb; IgM- und IgA-
Isotypen hingegen sind deutlich seltener Gegenstand von Untersuchungen und

zeigen in den betreffenden Studien eine deutlich geringere Pravalenz[195, 196].

1.9.1.1 Testmethoden

Zunachst wurden Immundiffusionsverfahren, z.B. die radiale Immundiffusion
nach Ouchterlouny, oder die Gegenimmunelektrophorese fur den Nachweis der
ATA verwendet[20, 197]. Besagte Verfahren bedurfen allerdings eines Zeitraums
von einigen Tagen bis zur Auswertung und sind relativ arbeitsaufwandig, sodass
ein hoher diagnostischer Durchsatz nur schwierig zu erreichen ist. Spater wurden
Testverfahren mittels Enzyme Linked Immunosorbent Essay (ELISA) oder
Immunoblot eingefuhrt, die schneller und in hoheren Stuckzahlen durchfuhrbar
sind.

Viele grole Studien sind mit den klassischen Immundiffusionsmethoden
durchgefuhrt worden, welche sich im Rahmen dieser Erfahrungen vor allem
durch eine sehr hohe Spezifitdt sowohl gegenuber gesunden Kontrollen,
Patienten mit anderen Kollagenosen, als auch gegenlUber Patienten mit
Raynaud-Syndrom und IcSSc/CREST-Syndrom auszeichneten (Tab. 1-5). Im
Immunoblotting zeigte sich ebenfalls eine gute Sensitivitat und Spezifitat
gegenuber Gesunden und Kollagenosepatienten. Beim Nachweis mit dem
ELISA, der neben seinen dkonomischen Vorzigen die Quantifizierbarkeit als
Alleinstellungsmerkmal besitzt, lagen Probleme in einer geringeren Spezifitat, die

spater zum Teil gelost wurden[198], wobei Vorbehalte hinsichtlich einer
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ausreichenden Abgrenzbarkeit z.B. gegenuber SLE oder Hepatitis C- (HCV)-

Infektionen bleiben[199, 200].

Tab. 1-5 Sensitivitdt und Spezifitdt verschiedener Testverfahren zum Nachweis der Anti-

Topoisomerase/Scl 70-Antikérper.

Studie Sens.(%)

Modus
Immundiffusion

Aeschlimann, 1989[201] 17
SSc/Kontrolle

Takehara, 1985[202] 67

Pooled Analysis, Reveille 20,2
2003[203]

Aeschlimann, 1989[201] 17
SSc/Kollagenose

Bunn, 1998[204] 21
Jarzabek-Chorzelska, 56
1986[205]

Pooled Analysis, Reveille 26
2003[203]

Immunoblot

Weiner, 1988[206] 28
SSc/Kontrolle

Aeschlimann, 1989[201] 48

Pooled Analysis, Reveille 41
2003[203]

Spez. (%)

100
100

100

100

100

97,8

99,5

97

100

99,4
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Aeschlimann, 1989[201] 48 90
SSc/Kollagenose

De Rooij, 1988[207] 42 99,3
Pooled Analysis, Reveille 40 99
2003[203]
ELISA
Hildebrandt, 1990[208] 31 100
SSc/Kontrolle
Tsay, 1990[209] 75 100
Pooled Analysis, Reveille 43 100
2003[203]
Hildebrandt, 1990[208] 31 98
SSc/Kollagenose
Tsay, 1990[209] 75 76
Pooled Analysis, Reveille 43 90
2003[203]

Sens. = Sensitivitét;, Spez. = Spezifitdt, Immundiff. = Immundiffusion, SSc = Systemische
Sklerose, ELISA = Enzyme Linked Immunosorbent Essay.

Unterschiedliche Antigene haben Eingang in die ATA-Diagnostik gefunden.
Zunachst wurden aufgereinigte Proteine aus Rattenleber[210] oder
Kalbsthymus[208] verwendet. Wegen des hohen Aufwands, ein hochreines
Antigen herzustellen, bemuhte man schon friih Rekombinationstechniken zur
Herstellung der Topo 1[211-213] sowohl in ihrer gesamten Ausdehnung, als auch
- u.a. wegen methodischer Schwierigkeiten, das gesamte Protein rekombinant
herzustellen - in Form Uberlappender rekombinanter Peptide[214].
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1.9.1.2 Pravalenz in unterschiedlichen Testverfahren

Abhangig vom angewendeten Verfahren und den unterschiedlichen Kollektiven
ergeben sich deutlich unterschiedliche Pravalenzen fur ATA bzw Scl 70-AAb. Es
finden sich Pravalenzwerte zwischen 9% (Immundiffusion) und 75% (ELISA) bzw.
77% (Immundiffusion) (s. Tab 1-6).

Tab. 1-6 Prdvalenzen von Anti-Topoisomerase/Scl 70 Antikérpern nachgewiesen mit
verschiedenen Methoden in den in Tab. 1-5 dargestellten Studien

Studie Pravalenz [%)]
Methode
Aeschlimann, 1989[201] 9
Immundiffusion
67
Takehara, 1985[202]
21-28
Pooled Analysis, Reveille 2003[203]
59
Bunn, 1998[204]
77
Jarzabek-Chorzelska, 1986[205]
Weiner, 1988[206] 28
Immunoblot
48
Aeschlimann, 1989[201]
41
Pooled Analysis, Reveille 2003[203]
42
De Rooij, 1988[207]
Hildebrandt, 1990[208] 47
ELISA
75
Tsay, 1990[209]
43

Pooled Analysis, Reveille 2003[203]

ELISA = Enzyme Linked Immunosorbent Essay
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1.9.1.3 Immundominante Epitope

In Hinsicht auf eine Vereinfachung der Diagnostik, aber naturlich auch auf eine
mogliche atiopathogenetische Rolle der AAb ist mit Fragmenten verschiedener
Grolde nach immundominanten Epitopen gesucht worden[215]. Bei einer Vielzahl
von maoglichen Epitopen zeigen die meisten Studien eine erhdhte Reaktivitat der
Patientenseren mit Domanen, die zentral oder naher am C-Terminus liegen. Vor
allem fur Peptide zwischen den Aminosauren (AA) 450-600 besteht in vielen
Studien eine hohe Aviditat; dennoch existieren deutliche Diskrepanzen zwischen
den unterschiedlichen Studien und auch fur andere Regionen, z.B. am N-

Terminus, konnte eine Reaktivitat der Antikorper gezeigt werden (Tab. 1-7).
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Tab. 1-7 Auswahl unterschiedlicher Studien mit den jeweiligen immundominanten Epitopen der

Topoisomerase | (AA= Aminoséure)

Studie

Piccinini, 1991[215]
Kuwana, 1993[216]

Cram, 1993[213]

Meesters, 1992[217]
Kuwana, 1999[218]
Simon, 2009[219]

Hu, 2004[220]

Rizou, 2000 [221]

Kato, 1993 [222]

Verheijen, 1990 [211]

Maul, 1989 [223]

AA = Aminoséure.

1.9.1.3.1

Immundominante Epitope [AA]

405-484

74-248; 485-601

453-560, aber auch 1-139, 342-458, 656-
765

653-704
489-573
450-600

207-441 aber auch 433—-636

205-224, 349-368, 397-368, 517-536

547-565

70-344 und/oder 589-657, 344-589, 657-
765

656-765

Lineare und konformationale Epitope

Antikdrper kdnnen lineare, d.h. allein durch die (zweidimensionale) Abfolge der

Aminosauren charakterisierte,

oder dreidimensionale, durch Faltung

entstehende, sog. konformationale Epitope erkennen. Z.B. unterscheiden sich

zwei Formen von AAb gegen die Glutamatdecarboxylase (GAD), die sowohl beim

Diabetes Mellitus Typ 1 als auch beim Stiff-Person-Syndrom vorkommen,
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zwischen beiden Erkrankungen unter anderem hinsichtlich ihrer Spezifitat fur
konformationale bzw. denaturierte (lineare) Epitope[224, 225]. Im Bereich der
Kollagenosen ist bekannt, dass Anti-Sm, Anti-RO/SSA und Anti LA/SSB-ABs
konformationale Epitope erkennen[226-228]. Nach Kuwana et al.[218] zeichnen
sich ATA in SSc Patienten durch eine fehlende Reaktivitat mit linearen Epitopen
aus: In besagter Arbeit wurde gezeigt, dass die Mehrzahl der ATA-positiven Seren
zwar mit verschiedenen Fragmenten der Topo | eine so geartete Reaktivitat
zeigten, dass auf ein immundominantes Epitop zwischen AA 512-563
geschlossen werden konnte, die AA Sequenz aber mehr als 51 AA lang sein
musste. Mit 5 synthetischen, Uberlappenden Peptiden, die AA 512-563
umspannten, jedoch kurzer als 52 AA waren, reagierte keines der getesteten

Seren.

1.9.1.4 Korrelationen der AAb mit dem Krankheitsverlauf

ATA zeigen eine Assoziation mit dcSSc, Fingerulcera, erhohten akute-Phase-
Proteinen, pulmonaler Fibrose und restriktiver Lungenerkrankung[4, 229] —wobei
letzterem Zusammenhang auch Studien widersprechen[230]- ferner EKG-
Veranderungen und Gelenkkontrakturen[231]. Die Hohe des IgG-AAb-Titers
konnte positiv mit dem Rodnan Skin Score und der Krankheitsaktivitat korreliert
werden[232]. Auch eine neuere Querschnittsstudie reproduziert diese Korrelation
hoher Titer mit einer schlechteren Prognose sowie die fehlende Assoziation mit
den einzelnen Krankheitsmanifestationen.[231] Der AAb-Titerverlauf unter
Therapie ist aulRerst selten Fokus von Studien. Insgesamt gibt es nur wenige
longitudinale Studien, weder hinsichtlich der Pravalenz noch der Reaktivitat der
ATA. Ausnahmen sind hierbei die Studien von Tsukamoto et al.[169], in welcher
eine signifikante Abnahme der ATA-Titer unter aHSCT gezeigt werden konnte,
von Hildebrandt et al.[233], in welcher kein signifikanter Abfall der ATA in einem
Kollektiv ohne spezifische Therapie dokumentiert werden konnte, sowie von
Kuwana et al.[234], in welcher zumindest eine Subgruppe mit benignem Verlauf
ausgemacht werden konnte, die sich durch einen Verlust von ATA auszeichnete.

Dieser Verlauf war unabhangig von einer therapeutischen Intervention.
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1.9.1.5 ATA als atiopathogenetischer Faktor

Nach Entdeckung der AAb in den spaten neunzehnhundertsiebziger Jahren
wurde nach atiopathogenetischen Zusammenhangen zwischen den
Krankheitsmanifestationen und den immunologischen Auffalligkeiten in
Patientenseren gesucht[235, 236]. Als mogliche pathogenetische Verbindung
wurde die Beeinflussung von Epidermal Growth Factor-Rezeptoren durch ATA
diskutiert[194]. Doch sowohl die geringe Pravalenz von maximal 60% in dcSSc-
bzw. das Nichtvorhandensein in der Mehrzahl der SSc-Patienten als auch das
Fehlen eines Uberzeugenden pathogenetischen Konzepts fur die Entstehung des
typischen polysymptomatischen Krankheitsbildes fuhrten zu einer Fokussierung
auf das diagnostische Potential der ATA im Folgenden[237]. Erst in jungerer Zeit
wurden —neben anderen, moglicherweise an der Pathogenese beteiligten AAb
wie AFA und Anti-Platelet-Derived Growth Factor Rezeptor (PDGFR)-AAb[238]—
erneut Studien zu einer moglichen atiopathogenetischen Bedeutung der ATA
veroffentlicht: Henault et al.[239, 240] postulierten eine Aktivierung von
Monozyten und sukzessive das Anstolden einer profibrotischen Kaskade durch
das Binden eines Topo |- ATA-Komplexes an die Zelloberflache von Fibroblasten.
Chizzolini et al.[241] vermuteten ebenfalls eine Stimulierung von Fibroblasten
uber die Bindung von Anti-Fibroblasten-AAb an TLR4 auf der
Fibroblastenoberflache sowie eine Stimulation der Autoimmunitat in Form einer
IFN-a-Produktion durch plasmocytoide dendritische Zellen, die inrereseits durch

die Bindung von Immunkomplexen unter Beteiligung von ATA aktiviert werden.

1.10. Einfluss der aHSCT auf Krankheitsaktivitat und AAb

In Bezug auf die Einflisse der aHSCT auf das Immunsystem, die
Wiederherstellung desselben sowie die Krankheitsaktivitat wurde wiederholt eine
anhaltende Reduktion von CD4+-Zellen und B-Lymphozyten demonstriert [169,
242]. Szodoray et al.[243] fanden zwar eine passagere Reduktion der meisten
relevanten Immunzellen (nicht jedoch der regulatorischen T-Zellen), gefolgt
jedoch von einer Normalisierung aller Zellreihen inklusive der CD4+-Zellen
innerhalb von 150 Tagen. Divergierende Studienergebnisse existieren auch
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hinsichtlich der ATA-Reaktivitat nach aHSCT,; so zeigten Storek et al.[244] eine
deutlich erhdhte Reaktivitat wahrend der ersten 24 Monate nach Therapie,
wahrend andere eine signifikante Reduktion fanden. Tsukamoto et al.[169], die
ein Kollektiv von 11 Patienten nach aHSCT untersuchten, konnten eine
Verschiebung der Th1/Th2 Ratio hin zu einer Th1-Dominanz sowie eine
Abnahme der Serumspiegel von TNF-a, TGF-B, IL-6 und des ldslichen
Interleukin-2-Rezeptors zeigen.

1.11. Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist, zunachst ein ELISA-Verfahren mit zwei Topoisomerase
I-Antigenen (Topo | full length (FL) und Topo | truncated (Tr)) zu etablieren.
Hiermit sollen dann dcSSc-Patienten auf die Pravalenz von ATA untersucht und
mit Patienten mit IcSSc/CREST, mit anderen Kollagenosen (M. Sharp/Sjégren
Syndrom), mit gesunden Probanden sowie mit einer Subgruppe von dcSSc-
Patienten, bei denen bioptisch eine Herzbeteiligung nachgewiesen wurde,
hinsichtlich der AAb-Haufigkeit und der AAb-Reaktivitat verglichen werden.

Im Folgenden soll der Verlauf des Antikorperprofils unter verschiedenen
Therapieformen untersucht werden. Hierfir wird eine Patientengruppe
untersucht, bei der eine autologe Stammzelltransplantation durchgefuhrt wurde,
gegenuber Patientengruppen, die mit einer Cyclophosphamid-Stof3therapie
behandelt bzw. bei denen weder eine Cyclophosphamid, noch eine aHSCT
durchgefuhrt wurden. Es sollen dariber hinaus Patienten, die ein gutes Outcome
nach aHSCT boten, mit solchen, die kein Ansprechen, oder ein Rezidiv der
Erkrankung zeigten, hinsichtlich des Antikorperprofils verglichen werden. Ferner
werden neben den beiden Topo I-Antigenen 45 Uberlappende Peptidfragmente
der Topo | in einer Lange von jeweils 25 Aminosauren sowie das von Kuwana et
al.[218] 1999 als immundominant beschriebene Peptid im ELISA hinsichtlich ihrer
moglichen Immundominanz untersucht, mit der Frage, ob die AAb gegen
Konformations-spezifische oder lineare Epitope gerichtet sind und ob sich ein
Epitop-Spreading, wie fur T-Zell Epitope der Topo | im Verlauf der Erkrankung
beschrieben[140] darstellen lasst.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Verbrauchsmaterial

Deepwellplatten, Polystyrol 1,2 mm (Wicker GmbH, Kirchheim-Teck)

epT..S.Standard 1000 pl (Eppendorf AG, Hamburg)
Ni-NTA Spin Columns (Qiagen GmbH, Hilden)

Nunc TM Immunoplate (Nunc TM Brand Products, Roskilde, Danemark)

Optifit Tips Bulk 1200yl fur 8-Kanal Pipette (Sartorius Biohit Liquid Handling Oy,

Helsinki, Finnland)

Petrischale 60*15mm (Greiner BioOneGmbH, Frickenhausen)

Pipettenspitzen 200ul (Sarstedt AG, Numbrecht)

Pipettenspitzen Plastibrand® Pipettetips (Brand GmbH, Wertheim)

Reaction Tubes (Greiner BioOne GmbH, Frickenhausen)

2.1.2. Chemikalien

Agarose, Lonza Group, Basel, Schweiz

Bovines Serum Albumin (PAA, The Cell Culture Company, Pasching, Osterreich)

Citronensaure-Monohydrat (ROTH, Karlsruhe)
Di-Natriumhydrogenphosphat (MERCK, Darmstadt)
Dimethylsulfoxid (AppliChem GmbH, Darmstadt)
Kaliumdihydrogenphosphat (MERCK, Darmstadt)
Natrium-Azid

NatriumChlorid (VWR International GmbH Darmstadt)
Natriumcarbonat (MERCK, Darmstadt)
Natriumhydrogencarbonat (MERCK, Darmstadt)
Schwefelsaure 25 % (MERCK, Darmstadt)
Tri-Natriumcitrat-Dihydrate (MERCK, Darmstadt)
Triton® X-100 (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg)
Wasserstoffperoxid 30 % (MERCK, Darmstadt)

a-Phenylenediaminedihydrochlorid (SIGMA®-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
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2.1.3. Geréate

12-Kanal Pipette, Transferpipette 10-100ul (Brand GmbH, Wertheim)
8-Kanal Pipette, Biohit 50-1200 ul (Sartorius Biohit Liquid Handling Oy,

Helsinki, Finnland)

ELISA Reader SLT Rainbow (SLT Lablnstruments, Salzburg, Osterreich);

Software:

Magellan (Tecan® Trading AG, Mannedorf, Schweiz)

pH-Meter pHenomenal TM, (VWR International GmbH, Darmstadt)

Pipetboy (Integra Biosciences, Baar, Schweiz)

Ultraschallgerat Sonorex Super RK 255 H (Bandelin electronic GmbH, Berlin)
Waage Mettler H 20 T, 0,01-160 g (Mettler-Waagen GmbH, Giel3en)

Waage Sartorius, 5 g-820 g (Sartorius AG, Gottingen)

Wasserbad (Kéttermann, Uetze/Hangisen)

2.1.4. Puffer

Bicarbonat-Puffer 0,2 M, pH 9,6 (64 mM Na2CO3, 136 mM NaHCO3)
Citrat-Puffer 0,1 M, pH 5,0 (80 mM tri-Natriumcitrat, 30 mM Citronensaure)
ELISA - Substrat (Citratpuffer, pH 5,0 + 0,5 mg/ml Phenylendiamine + 0,03 %
Wasserstoffperoxid)

ELISA- Serumverdinnungspuffer (PBS-Puffer + 0,08 % Triton X 100 + 0,004
mg/ml)

ELISA Waschpuffer 1 (PBS-Puffer + 0,5 % BSA)

ELISA Waschpuffer 2 (PBS-Puffer + 0,25 % BSA+ 0,2 % Triton X 100)
Ouchterlony-Puffer 0,06 M

(1,5La.dmit 12,75 g Na2 H PO4(wasserfrei) und 12,8 g NaCl)

+ (0,5 La.d. mit4,08g K H2 PO4 (wasserfrei) und 4,2 g NaCl) zur Einstellung des

pH-Wertes auf 7,4
+ 5 g Na-Azid
PBS-Puffer, pH 7,4 (10 mM KH2PO4, 150 mM NaCl, 63 mM Na2HPO4)
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2.1.5. Antikorper

Peroxidase-conjugated AffiniPure Anti-Human 1gG (H+L) (Jackson Immuno-
Research Lab. Inc., West Grove, USA)

Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-Human IgM Fc5u Fragment Specific

(Jackson-Immuno Research Lab. Inc., West Grove, USA)

2.1.6. Antigene

Topoisomerase Full Length (Topo FL, AA 1-765)

Produkt Nr.: 12400 SCL-70; full length (50ug)

Produkt Nr.: 12401 SCL-70; full length (1mg)

Lot Nr.: 24701

Pufferzusammensetzung: 16mM HEPES, ph 7,5; 400mM NaCl; 20%
Glycerol

Diarect AG, Freiburg.

Topoisomerase Truncated (Topo Tr, AA191-765)

Produkt Nr.: 14500 SCL-70; truncated (50ug)

Produkt Nr.: 14501 SCL-70; truncated (1mg)

Lot Nr.: 45B01

Pufferzusammensetzung:20mM HEPES, ph 8,0; 500mM NaCl; 20%
Glycerol

Diarect AG, Freiburg.

Epitop Topo489-573

MBP

Produkt: Topo489-573 (gebunden an Maltose bindendes Protein (MBP),
freundlicherweise hergestellt durch die Firma Diarect AG, Freiburg)

Lot Nr.: 99C12

Pufferzusammensetzung: 20mM HEPES, pH 8,0; 150mM NaCl; 20%
Glycerol

Diarect AG, Freiburg.

Produkt MBP (Maltose bindendes Protein)
Lot Nr.: 99C11
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Pufferzusammensetzung: 20mM HEPES, pH 8,0; 150mM NaCl; 20%
Glycerol
Diarect AG, Freiburg.
Peptide
Von der Firma Biotrend Chemikalien GmbH in KéIn wurden freundlicherweise 45
Peptide 4 25 Aminosauren (AA), die die gesamte Lange der Topoisomerase | mit
jeweils 8 uberlappenden AA abdecken, synthetisiert (Reinheit HPLC > 95%) (Tab.
2-1).
Tab. 2-1 Peptide 1-45 (4 25 Aminoséuren, jeweils 8 AA Uberlappung), die die gesamte

Topoisomerase | umfassen, mit entsprechender Aminoséduresequenz (im Einbuchstabencode)
und Molekulargewicht (MG). Grau markiert das immundominante Epitop AA 489-573

AA Nr. AA-Sequenz MG [g/mol]

Peptid

. 1-25 MSGDH LHNDS QIEAD FRLND SHKHK 2973
) 18-42 LNDSH KHKDK HKDRE HRHKE HKKEK 3267
2 35-59 HKEHK KEKDR EKSKH SNSEH KDSEK 3127
. 52-76 SEHKD SEKKH KEKEK TKHKD GSSEK 3006
5 69-93 HKDGS SEKHK DKHKD RDKEK RKEEK 3144
6 86-110 KEKRK EEKVR ASGDA KIKKE KENGF 2974
, 103-127 KKEKE NGFSS PPQIK DEPED DGYFV 2925
8 120-144 PEDDG YFVPP KEDIK PLKRP RDEDD 3012
o 137-161 LNDSH KHKDK HKDRE HRHKE HKKEK 3267
10 154-178 TEDTK KEKKR KLEEE EDGKL KKPKN 3070
" 171-195 GKLKK PKNKD KDKKV PEPDN KKKKP 2957
1 188-212 PDNKK KKPKK EEEQK WKWWE EERYP 3385
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13 205-229 WWEEE RYPEG IKWKF LEHKG PVFAP 3200
14 222-246 HKGPV FAPPY EPLPE NVKFY YDGKV 2933
.5 239-263 KFYYD GKVMK LSPKA EEVAT FFAKM 2970
16 256-280 VATFF AKMLD HEYTT KEIFR KNFFK 3153
17 273-297 HKEHK KEKDR EKSKH SNSEH KDSEK 3127
18 290-314 EKNII TNLSK CDFTQ MSQYF KAQTE 3009
19 307-331  QYFKA QTEAR KQMSK EEKLK IKEEN 3126
20 324-348 KLKIK EENEK LLKEY GFCIM DNHKE 3121
01 341-365 CIMDN HKERI ANFKI EPPGL FRGRG 2940
- 358-382 PGLFR GRGNH PKMGM LKRRI MPEDI 2948
03 375-399 RRIMP EDIlIl NCSKD AKVPS PPPGH 2812
04 392-416  VPSPP PGHKW KEVRH DNKVT WLVSW 3021
05 409-433 KVTWL VSWTE NIQGS IKYIK LNPSS 2936
06 426-450 YIMLN PSSRI KGEKD WQKYE TARRL 3124
07 443-467 KYETA RRLKK CVDKI RNQYR EDWKS 3255

460-484 QYRED WKSKE MKVRQ RAVAL YFIDK 3229

28
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545-569 KRVFK NLQLF MENKQ PEDDL FDRLN 3179

33

24 562-586 DDLFD RLNTG ILNKH LQDLM EGLTA 2884
35 579-603 DLMEG LTAKV FRTYN ASITL QQQLK 2910
36 596-620 ITLQQ QLKEL TAPDE NIPAK ILSYN 2882
37 613-637 PAKIL SYNRA NRAVA ILCNH QRAPP 2815
28 630-654 CNHQR APPKT FEKSM MNLQT KIDAK 2958
39 647-671 LQTKI DAKKE QLADA RRDLK SAKAD 2854
40 664-688 DLKSA KADAK VMKDA KTKKV VESKK 2788
a1 681-705 KKVVE SKKKAVQRLE EQLMKLEVQA 2981
42 698-722 LMKLE VQATD REENK QIALG TSKLN 2871
43 715-739  ALGTS KLNYL DPRIT VAWCK KWGVP 2858
a4 732-756  WCKKW GVPIE KIXNK TQREK FAWAI 3164
45 741-765 EKIYN KTQRE KFAWA IDMAD EDYEF 3182

AA = Aminoséure, MG = Molekulargewicht, A = Alanin, R= Arginin, N = Asparagin, D =
Asparaginsédure, C = Cystein, Q = Glutamin, E = Glutaminséure, G = Glycin, H = Histidin, | =
Isoleucin, L = Leucin, K = Lysin, M = Methionin, F = Phenylalanin, P = Prolin, S = Serin, T =
Threonin, W = Tryptophan, Y = Tyrosin, V = Valin.
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2.2. Methoden

2.2.1. ELISA Scatterboard

Zur Bestimmung der optimalen Antigen- und Serumverdinnungen wurde mit den

beiden Topo I-Antigenen ein Elisa-Scatterboard angefertigt

2.2.1.1 Vorbereitungen:

In Vorversuchen wurden im ELISA drei Seren als Standardseren fur weitere
Untersuchungen ausgewahlt (ein stark positives, ein schwach positives und ein
negatives Serum) unter Verwendung einer Topo |-Konzentration von 10ug/ml und
einer Serumendverdinnung von 1:500. Diese Standardseren wurden fur die

weitere Bestimmung sowohl von 1gG- als auch von IgM-Antikorpern verwendet.

2.2.1.2 Antigenbeschichtung

Die initial vorliegende Konzentration betrug 105,4 mg/ml, die Anfangs-Soll-
Konzentration 10 pg/ml.

Zur Verdunnung wurden in die 96-Well-Platten je 100 ul BICA-Puffer pro Well
(Reihe B bis G) pipettiert. In Reihe A befanden sich initial 200 ul (10ug Antigen/ml
BICA), von denen dann jeweils 100 pl in die Reihe B und von dort jeweils weitere
100 pl herlber pipettiert wurden, um die gewunschte Verdinnung zu erreichen.

Der letzten Reihe (Reihe G) wurden am Schluss 100 uyl enthommen.

2.2.1.3 Serumverdinnung

Begonnen wurde die Verdunnungsreihe mit einer Serumverdiinnung von 1:500.
Dazu wurde eine Vorverdunnung (1 zu 51: 1000 pl Serumverdunnungspuffer
(SVP) + 20 pl Serum) in Eppendorf Cups und eine Endverdunnung (1 zu 10 aus
100 pl Vorverdiunnung + 900 ul SVP) in Deep Well Platten hergestellit.

In den Deep Well Platten wurden in Reihe 2 bis 12 jeweils 500 pl SVP pro Well
pipettiert. In Reihe 1 befanden sich wie oben genannt 1000 pl Endverdinnung

pro Well. Von dort wurden konsekutiv jeweils 500 pl pro Well in die folgende Reihe
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(Reihe 2 etc.) Uberpipettiert (Tab. 2-2). In Reihe 12 befand sich nur SVP.

Aus dieser Verdlinnungsreihe in der Deep Well Platte wurden nun 100 ul pro Well

in die 96- Well Platten Uberpipettiert.

Tab. 2-2 Serumverdiinnungen im ELISA-Scatterboard. Dargestellt sind die jeweiligen
Verdiinnungen von Reihe 1 bis 12.

1.

1:500 Verdinnung:

100 pl Vorverdinnung (1:51)
+ 900 pl SVP
1:1000 Verdunnung:

500 pl (1:50) + 500 pl SVP
1:2000 Verdlnnung:

500 pl (1:100) + 500 pl SVP
1:4000 Verdunnung:

500 pl (1:200) + 500 pl SVP
1:8000 Verduinnung:

500 pl (1:400) + 500 pl SVP
1:16000 Verdlinnung:

500 pl (1:800) + 500 ul SVP

SVP = Serumverdiinnungspuffer

7.

10.

11.

12.

1:32000 Verdunnung:

500 pl (1:1600) + 500 pl SVP

1:64000 Verdinnung:

500 pl (1:3200) + 500 pl SVP
1:128000 Verdinnung:

500 pl (1:6400) + 500 pl SVP
1:256000 Verdinnung:

500 pl (1:12800) + 500 pl SVP
1:512000 Verdinnung:

500 pl (1:25600) + 500 pl SVP
nur Serumverdinnungspuffer

pro Well 100 pl
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2.2.2. ELISA

2.2.2.1 Antigene

Die Antigene wurden mit Bicarbonat-Puffer bis zur im Scatterboard bestimmten

Soll-Konzentration von 2,5 pg/ml verdinnt

2.2.2.2 Serumverdinnung

Die Serumverdinnung wurde in zwei Schritten durchgefihrt:
- Vorverdinnung des betreffenden Serums in Eppendorfcups im
Verhaltnis 1:50 mit Serumverdunnungspuffer.
- Weiterverdinnung auf die Endverdinnung 1:2000 in Deep-Well-
Platten
Die Antikérper wurden gemal der Empfehlung des Herstellers (Jackson-Immuno
Research Laboratories INC, West Grove, PA, USA) verdunnt. Anti-Human 1gG
Antikorper und Anti-Human IgM-Antikorper wurden in einer 1:2000-Verdinnung

verwendet.

2.2.2.3 Waschvorgang

Die Nunc-Platten wurden jeweils viermal in Waschpuffer 1 bzw. 2 gewaschen und

nach anschlieRender 15-minttiger Inkubation ausgeklopft.

2.2.2.4 Durchfuhrung

Die Nunc-Platten wurden mit 100 pl pro Well der oben beschriebenen Antigen-
verdunnung fur einen Zeitraum von 14-20 h bei +4 °C inkubiert. Durch
anschlieRendes Waschen mit dem Waschpuffer 1 (s. Abs. 2.1.4) wurden die noch
freien Bindungsstellen abgedeckt. Je Well wurden nun 100 pl Serumverdinnung
pipettiert und anschliel3end bei Raumtemperatur 90 Minuten inkubiert.

In einem weiteren Schritt wurden pro Well 100 pl Peroxidase-konjugierte
Antikorper (s. oben) pipettiert und fur 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach erneutem Waschvorgang erfolgte die Sichtbarmachung der
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eingegangenen Antikdrper-Reaktionen mittels 150 ul der Substratidsung pro
Well. Nach circa 10-15 Minuten wurde die Reaktion mit 50 pl einer 25
prozentigen Schwefelsaure gestoppt und im ELISA-Reader bei einer
Wellenlange von 450 nm ausgewertet. Diese Methode ist in domo etabliert,
validiert und bereits publiziert worden[245, 246]. Alle Testungen wurden in
Doppelansatzen durchgeflhrt.

Die Normwerte fur die unterschiedlichen Antigene wurden mithilfe von 21 Seren
gesunder Probanden bestimmt, indem die Mittelwerte der Absorption (x1000)
zuzlglich der zweifachen Standardabweichung als Obergrenze des

Normbereichs gewahlt wurden.

2.2.3. Immundiffusion

Prazipitierende Antikérper gegen Topo | bzw. Scl 70 wurden mittels
radialer Immundiffusion unter Verwendung von extrahierbaren nuklearen
Antikorpern (ENA) bestimmt, wie von Tan et al. zum Nachweis von AAb bei
Kollagenosepatienten beschrieben wurde[247, 248]. Hierfur wurden 300 ml
Ouchterlony-Puffer und 1,35 g Agarose-Pulver (=0,45%) in einen
Erlenmeyerkolben mit Hohlschliff gegeben, die Losung auf einem Magnetruhrer
unter Ruhren bis zum Kochen und konsekutiven Aufklaren erhitzt. Dann erfolgte
mit Hilfe eines 6 ml fassenden, sogenannten ,Papageienschnabels® die
Portionierung von je 6 ml Losung und das Umfullen in Petrischalen. Diese wurden
umgedreht fur sechs Tage im Kuhlschrank gelagert und in der Folge mittels eines
Metallréhrchens und einer Schablone mit sechs kreisformig um eine gleichartige
zentrale Vertiefung angeordneten Vertiefungen ausgestanzt. Ein Antigengemisch
(ENA) wurde in die mittlere Vertiefung der so vorbereiteten Platten und sechs
Seren in die umgebenden Vertiefungen der Agarosegelplatte pipettiert, von
denen aus sie aufeinander zu diffundieren. Der Kontakt eines spezifischen
Antigens und eines passenden Antikorpers aus dem Serum zeigte sich dann

durch eine Prazipitationslinie.
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2.2.3.1 Identifizierung von ENA-Subspezifitaten mittels radialer
Immundiffusion

Nach der oben beschriebenen, radialen Immundiffusion wurde das
bekannte Antigengemisch (ENA) in die Mitte pipettiert, daneben ein Markerserum
(in diesem Falle ein Serum mit dem bekanntem Antikorper Anti-Scl 70, dieses
war ursprunglich vom Center of Disease Control, Atlanta, Georgia, bereitgestellt
worden, wurde aber in der Zwischenzeit durch unsere eigenen Positivkontrollen
ersetzt) und in die dritte Vertiefung das zu testende Serum.

Eine positive Reaktion wird durch die Bildung einer charakteristischen
Prazipitationslinie auf gleicher Hohe mit ineinander Ubergehenden Linien
dargestellt. Sind nicht die gleichen Antikdrper im Serum und der Probe enthalten,

fuhrt dies zu Uberkreuzenden Linien.

2.2.4. Immunfluoreszenz

Nicht im Rahmen dieser Arbeit, jedoch in der vorangegangenen
Diagnostik wurden alle Patientenseren mittels Immunfluoreszenztest (IFT) auf
ACA, AFA sowie NOR-AAb untersucht. Hierfur wurden Gefrierschnitte entweder
von Rattenherz, -niere, -leber, -magen oder Zellkulturen (Chang Cells)
verwendet[249, 250]. Fur die erstgenannte Methode wurde ein polyvalenter
FITC-konjugierter anti-humaner 1gG-, IgA- und IgM-Antikbrper aus
Kaninchenserum verwendet (DAKO, Hamburg, Deutschland, Verdinnung
1:200); fur letztere ein monovalenter, Rhodamin-konjugierter anti-humaner 1gG-
Antikérper aus Ziegenserum (DIANOVA, Hamburg, Deutschland; Verdlinnung
1:200). In beiden Fallen wurden die Patientenseren in einer 1:10 Verdinnung
verwendet. Titer Uber 1:40 bzw. Uber 1:160 fur die IFT auf Gefrierschnitten bzw.

auf Zellkulturen wurden als positiv definiert.

2.3. Patienten

Seren von Patientin  mit  unterschiedlichen  Erkrankungen  und
Krankheitsverlaufen wurden auf ihre Antikorperreaktivitat gegentber Topo Full

Length und Topo Truncated untersucht:
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2.3.1. Patienten, deren Seren auf Antikdrper gegen Topo FL/Topo Tr
getestet wurden

2.3.1.1 dcSSc/PSS

Untersucht wurden Seren von 58 Patienten mit Progressiver Systemischer
Sklerose/dcSSc (Geschlecht: [mannlich: 19], [weiblich: 39]; Alter: [Median: 45],
[Maximum: 72], [Minimum: 17]).

Diese Patienten wurden in vier Gruppen unterteilt:

1. Patienten, bei denen eine autologe Stammzelltransplantation durchgefiihrt
wurde (n=24; mannlich n=9, weiblich n= 15; Alter: Median 41,5 Jahre, Maximum
57 Jahre, Minimum 19 Jahre) (Siehe Absatz 5.3). Von diesen Patienten waren 18
vor aHSCT in der ID Scl 70-positiv und/oder im ELISA ATA-positiv.

2. Patienten, bei denen Cyclophosphamid-StoRtherapien durchgefuhrt wurden
(n=14; mannlich n=3, weiblich n=11; Alter: Median 53,5 Jahre, Maximum 69
Jahre, Minimum 29 Jahre).

3. Patienten, die weder eine Cyclophosphamid-, noch eine aHSCT erhielten
(n=12; mannlich n=1, weiblich n=11; Alter: Median 49 Jahre, Maximum 72 Jahre,
Minimum 17 Jahre).

4. Patienten, bei denen eine bioptisch gesicherte Herzbeteiligung bestand (n=16,
bei acht Patienten wurde eine aHSCT durchgefuhrt und sie wurden daher der
Gruppe 1 zugerechnet; mannlich n=12 bzw. 6, weiblich n=4 bzw. 2; Alter: Median
46 bzw. 47 Jahre, Maximum 56 bzw, 50 Jahre, Minimum 19 bzw. 38 Jahre).
Patienten der drei erstgenannten Gruppen wurden im zeitlichen Verlauf zu
folgenden Zeitpunkten analysiert:

Zeitpunkt (Z) 0: vor Therapie; Z1: bis 4 Monate nach Therapie; Z2: 4-9 Monate
nach Therapie; Z3:10-15 Monate nach Therapie; Z4: 16-24 Monate nach
Therapie; Z5: mehr als 24 Monate nach Therapie.

2.3.1.2 Kontrollgruppen

Folgende Patienten und Probanden wurden als Kontrollgruppen untersucht:
1. Seren gesunder Probanden (n= 20; mannlich n=6, weiblich n=14; Alter: Median

51,5 Jahre, Maximum 63 Jahre, Minimum 21 Jahre); freundlicherweise
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bereitgestellt von Dr. D. Wernet (Institut fir Transfusionsmedizin, Tubingen),

2. Patienten mit IcSSc/CREST-Syndrom (n=24; mannlich n=2, weiblich n=22;
Alter: Median 52,5 Jahre, Maximum 79 Jahre, Minimum 21 Jahre)

3. Seren von 42 Patienten mit anderen Kollagenerkrankungen (Sjogren Syndrom
(SjS/M. Sjogren) n=25, MCTD/M. Sharp n=17; mannlich n=3, weiblich n=39;
Alter: Median 43,5 Jahre, Maximum 72 Jahre, Minimum 17 Jahre).

2.3.2. Patienten, deren Seren auf Antikorper gegen Peptide und
Topo489-573 getestet wurden.

Die Seren der genannten Patientengruppen wurden auch in Hinsicht auf das
Vorkommen von Antikdrpern gegen die 45 Peptide der Topo | sowie gegen
Topo489-573 analysiert. Da aber nicht von allen Patienten eine ausreichende

Serummenge zur Verflgung stand, waren die Gruppen kleiner.

2.3.21 dcSSc/PSS

Patienten mit dcSSc (n=40; mannlich n=17, weiblich n=24; Alter: Median 42
Jahre, Maximum 72 Jahre, Minimum: 17 Jahre):

Auch diese Patienten wurden in vier Gruppen unterteilt

1. Patienten, bei denen eine autologe Stammzelltransplantation durchgefiihrt
wurde (n=21; mannlich n=9, weiblich n=12; Alter: Median 40 Jahre, Maximum 57
Jahre, Minimum 19 Jahre). Von diesen Patienten waren 16 vor der aHSCT in der
ID Scl 70-positiv und/oder im ELISA ATA-positiv.

2. Patienten, bei denen eine Cyclophosphamidtherapie durchgefuhrt wurde (n=7;
mannlich n=2, weiblich n=5; Alter: Median 50 Jahre, Maximum 64 Jahre,
Minimum 29 Jahre).

3. Patienten, bei denen weder eine Cyclophosphamidtherapie, noch eine aHSCT
durchgefuhrt wurde (n=8; mannlich n=1, weiblich n=7; Alter: Median 42 Jahre
Maximum 72 Jahre, Minimum 17 Jahre).

4. Patienten, bei denen eine bioptisch gesicherte Herzbeteiligung bestand (n=11;
mannlich n=10, weiblich n=1; Alter: Median 46 Jahre, Maximum 57 Jahre,

Minimum 19 Jahre). Von diesen Patienten sind 7 in der der Gruppe der autolog
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transplantierten enthalten.

Patienten der drei erstgenannten Gruppen wurden im zeitlichen Verlauf zu
folgenden Zeitpunkten (Z) analysiert:2

Z0: vor Therapie, Z1: bis 9 Monate nach Therapie, Z2: 9 bis 18 Monate nach

Therapie, Z3: mehr als 24 Monate nach Therapie.

2.3.2.2 Kontrollgruppen

Ferner wurden untersucht:

1. Seren gesunder Probanden (n=11; mannlich n=3, weiblich n=8; Alter: Median
51 Jahre, Maximum 63 Jahre, Minimum 21 Jahre), freundlicherweise
bereitgestellt von Prof. Dr. D. Wernet (Institut fur Transfusionsmedizin, Tubingen)
2. Seren von Patienten mit IcSSc/CREST-Syndrom (n=7; mannlich n=0, weiblich
n=7; Alter: Median 52 Jahre, Maximum 67 Jahre, Minimum 34 Jahre).

3. Seren von Patienten mit M. Sjogren (n=6; mannlich n=0, weiblich n=6; Alter:
Median 46,5 Jahre, Maximum 67 Jahre, Minimum 28 Jahre).

2.3.3. Klinische Daten von Patienten, bei denen eine aHSCT
durchgefuhrt wurde

Wie unter 2.3.1.1. aufgefuhrt, schlossen wir in unsere Studie 24 Patienten ein,
bei denen eine aHSCT durchgefuhrt wurde. Diese gehdrten zu einer Gruppe von
26 Patienten, die im Rahmen eines Therapieversuchs eine
Stammzelltransplantation erhalten hatten.[165] Von zwei dieser 26 Patienten
waren keine Serumproben mehr verfugbar. Detaillierte klinische Daten der

eingeschlossenen 24 Patienten sind in Tabelle 2-3 aufgeflhrt.
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Tab. 2-3 Klinische Daten von 24 Patienten mit SSc, die mit aHSCT behandelt wurden und in der
Studie[165] publiziert wurden.

Pat.

-Nr.

10

11

12

13

14

Ge-

schlecht

Alter bei
aHSCT

41

57

25

43

27

43

32

29

35

30

23

46

43

29

Ansprechen nach anti-Scl 70 ATA
(ELI-

aHSCT

Kein Ansprechen

Ansprechen mit
Ruckfall

Gutes Ansprechen

Kein Ansprechen

Ansprechen mit
Ruckfall

Gutes Ansprechen

Gutes Ansprechen

Gutes Ansprechen

Ansprechen mit
Ruckfall

Gutes Ansprechen

Ansprechen mit
Ruckfall

Gutes Ansprechen

Ansprechen mit
Ruckfall

Gutes Ansprechen

(ID)

neg

pos

pos
neg

pos

neg

neg
neg

pos

neg

neg

neg

neg

pos

SA)

neg

pos

pos
pos

pos

neg

pos
neg

pos

pos

pos

neg

pos

pos

Andere
Anti-

korper

neg

neg

neg
neg

neg

NOR

pos
AFA
AFA

neg

AFA

neg

ANA

AFA

neg
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m 57 Kein Ansprechen neg pos neg

15

f 19 Gutes Ansprechen  neg pos neg
16

m 54 Ansprechen mit pos neg AFA
17

Ruckfall

f 42 Ansprechen mit neg pos neg

18
Ruckfall

f 44 Gutes Ansprechen neg neg neg
19

f 45 Gutes Ansprechen  neg pos neg
20

f 37 Gutes Ansprechen  pos neg neg
21

m 42 Gutes Ansprechen  Pos neg neg
22

f 48 Kein Ansprechen neg pos neg
23

f 41 Gutes Ansprechen neg neg AFA
24

f = weiblich, m = ménnlich, neg = negativ, pos = positiv, NOR = Nukleolus Organisierende Region,
AFA = Anti-Fibrillarin-Antikbrper, ANA = Antinukledre Antikérper

Die ursprunglich gestellte Diagnose der PSS war bei diesen Patienten anhand
der Klassifikationskriterien fir Systemische Sklerose von 2013[24] reevaluiert
worden. Klinische und serologische Daten, Behandlung inklusive dem nicht-
myeloablativen Transplantationsregime sowie Verlaufsparameter wurden
kurzlich beschrieben[165]. Alle Patienten zeigten entsprechend der
Einschlusskriterien entweder ein inadaquates Ansprechen auf Cyclophosphamid
oder eine ,rapidly progressive disease“ mit schlechten prognostischen
Indikatoren. Hauptausschlusskriterien stellten ein Karnofsky-Index von unter
70%, pulmonalarterielle Hypertonie mit einem systolischen pulmonalarteriellen
Druck von uber 50 mmHg sowie ein DLCO von unter 40% dar.
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2.3.3.1 Transplantationsregime

Das Transplantationsregime bestand aus der Stammzellmobilisation mit
Cyclophosphamid (2x2 g/m?) sowie G-CSF (10 pg/kg/Tag), gefolgt von der
Leukapherese und CD34-Selektion des autologen Transplantats. Die
Konditionierung erfolgte mit Cyclophosphamid (4 x 50 mg/kg KG) sowie
Kaninchen-ATG (4 x 10 mg/kg KG).

Als Ansprechen auf die Behandlung wurde eine Besserung des mRSS um 25 %
nach 6 oder 12 Monaten definiert, wohingegen ein Ruckfall als jede
Verschlechterung des mRSS oder Abnahme des DLCO mit neuen
milchglasartigen Verschattungen in der CT-Morphologie der Lunge nach
Transplantation definiert wurde. Insgesamt fand sich ein Ansprechen in 91% der
Patienten nach 12 Monaten und wahrend der Nachsorge (im Median 4,4 Jahre)
sieben Ruckfalle[165].

2.3.3.2 Autoantikorper-Profil

Alle Patienten wurden hinsichtlich SSc-assoziierter AAb untersucht, d.h. fur Anti-
Scl 70 mit Immundiffusion (ID), fur ATA mit ELISA und fur AAb gegen Zentromere
(ACA), Nucleoli (Anti-Fibrillarin-AAb [AFA]) und gegen die Nucleolus organizing
Region (NOR) mit Immunfluoreszenztest (IFT) in Zellkulturen. Von den 24
Patienten waren 18 flr ATA/Scl70 in der ID und/oder ELISA positiv. Einer der
sechs Scl70/ATA negativen Patienten hatte ANA mit einem homogenen Muster,
mit fehlender Reaktion gegen samtliche Subspezifitaten der extrahierbaren
nuklearen Antigene (ENA), zwei hatten AAb gegen Nukleoli (AFA), einer gegen

NOR und zwei waren vollkommen ANA-negativ im IFT.

2.3.3.3 Kilinisches Ansprechen

Die Patienten wurden entsprechend des klinischen Verlaufes nach aHSCT in drei
Gruppen eingeteilt: Gruppe 1: Gutes Ansprechen und kein Rezidiv (n=13).
Gruppe 2: Initiales Ansprechen aber Rezidiv oder primares Nichtansprechen auf
die Therapie (n=11).
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Von diesen Patienten wurden insgesamt 117 Seren analysiert. Von 23 Patienten
waren Seren von vor der Transplantation verfugbar (Zeitpunkt 0) von 18
Patienten innerhalb 1-4 (Zeitpunkt 1), von 18 Patienten innerhalb 5-9 (Zeitpunkt
2), von 18 innerhalb 10-17 (Zeitpunkt 3), von 13 innerhalb 18-24 (Zeitpunkt 4)
und von 8 nach mehr als 24 Monaten nach aHSCT (Zeitpunkt 5).

2.4. Statistik

FiUr die statistischen Analysen nutzten wir SPSS Statistics Version 22.0 und

Microsoft Excel 2013. Fur den Vergleich von Pravalenzen wurde der x*-Test mit

Microsoft Excel 2013 sowie mit der frei zuganglichen Maske http://www.daten-
consult.de/forms/cht2x2.html durchgefihrt. Die ubrigen Analysen wurden mit

SPSS Statistics durchgefuhrt. Unabhangige Reaktivitatswerte wurden mittels
Mann-Whitney-U-(MWU-)Test analysiert, verbundene Reaktivitatswerte mittels
Wilcoxon Signed Rank-Test. Korrelationen wurden mit  dem
Korrelationskoeffizienten r nach Pearson, dem sich daraus berechnenden
Bestimmtheitsmal® R? sowie dem Rangkorrelationskoeffizienten Rho nach
Spearman berechnet.

Die Boxplot- und Liniendiagramme sowie die Balkendiagramme in Abschnitt 3.4.3
wurden mit SPSS Statistics erstellt. Die Balkendiagramme und Streudiagramme
in Abschnitt 3.6 wurden mit Microsoft Excel 2013 erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Haufigkeit und Reaktivitat von Anti-Topo |-Antikorpern bei
Patienten mit dcSSc und anderen Erkrankungen

3.1.1. Haufigkeit von Anti-Topoisomerase I-Antikdrpern
Wie in Tabelle 3-1 dargestellt, wiesen die Anti-Topo-FL und -Tr-Antikdrper vom
IgG-Typ eine hohe Spezifitat fur die dcSSc auf; 71 bzw. 75% der 56 Patienten
waren positiv. Bei Patienten mit anderen Erkrankungen und bei gesunden
Probanden waren sie in maximal 12% der Falle vorhanden. Die Sensitivitat und
Spezifitat von IgM-Antikorpern war bei Haufigkeiten von 51,8 bzw 42,9% im
dcSSc-Kollektiv und bis zu 21% bei anderen Erkrankungen deutlich geringer.

Tab. 3-1 Haufigkeiten von IgG- und IgM-AAb gegen Topo | FL und Tr in verschiedenen Kollektiven

Topo FL Topo Tr
Alle Patienten

IgG IgM IgG IgM

Anzahl Positiv [%]

getestet
56* 71 52 75 43
dcSSc
Herzbeteili- 16 56 44 56 38
gung
24 8 17 8 21
IcSSc/CREST
42 7 14 12 10
Kollagenosen (SjS/M. Sharp)
20 5 5 10 5

Gesunde

* insgesamt 58 Patienten mit dcSSc getestet, von 2 Patienten war das erste Serum erst nach
Therapiebeginn verfiigbar, daher hier nicht eingeflossen. Topo = Topoisomerase I, Tr = truncated,
FL = full length, IcSSc = limitiert kutane systemische Sklerose, dcSSc = diffus kutane systemische
Sklerose, SjS = Sjégren Syndrom.
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Mit diesen dichotomen Daten wurde ein x3-Vier-Felder-Test durchgefihrt, um die
Nullhypothese, dass die AAb-Positivitadt von der Zuordnung zu den
verschiedenen Patienten- bzw. Kontrollkollektiven unabhangig ist, zu Uberprufen
(Tab 3-2).

Tab. 3-2 Vergleich der Haufigkeit der Anti-Topo-Antikérper bei Patienten mit dcSSc und anderen
Erkrankungen und Angabe der Signifikanzen errechnet mit dem x> Test. ()

Grup- Vergleichs- Zweisei- x3- FG Ergebnis AAb
Anti-
b pe gruppe tige Wert
gen Signifi-
kanz
dcSSc Gesunde <0.001 26,175 1 Hochsignifi- 1gG
Topo
kant
FL
Kollagenosen < 0.001 40,277 1 Hochsignif-
ikant
IcSSc/CREST <0.001 26,819 1 Hochsignifi-
kant
Herzbeteili- 0,251 1,319 1 nicht
gung signifikant
dcSSc Gesunde <0.001 25,542 1 Hochsignifi- 1gG
Topo
kant
Tr
Kollagenosen <0.001 38,281 1 Hochsignifi-
kant
IcSSc/CREST <0.001 30,168 1 Hochsignifi-
kant
Herzbeteili- 0,146 2,118 1 Nicht
gung verwertbar’
dcSSc Gesunde <0.001 13,501 1 Hochsignifi- IgM
Topo
kant
FL
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Kollagenosen <0.001 14,7 1 Hochsignifi-

kant
IcSSc/CREST 0,003 8,55 1 sehr
signifikant
Herzbeteili- 0,571 0,321 1 nicht
gung signifikant
dcSSc Gesunde 0,002 9,568 1 sehr IgM
Topo signifikant
Tr
Kollagenosen <0.001 13,067 1 Hochsignifi-
kant
IcSSc/CREST 0,06 3,526 1 nicht
signifikant
Herzbeteili- 0,701 0,147 1 nicht
gung signifikant

*zu geringe erwartete Haufigkeit in der Vier-Felder-Tafel. Topo = Topoisomerase I, Tr = truncated,
FL = full length, IcSSc = limitiert kutane systemische Sklerose, dcSSc = diffus kutane systemische
Sklerose, FG= Freiheitsgrade, AAb = Autoantikérper.

Wie zu erwarten ergaben sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Haufigkeit von ATA (sowohl gegen Topo FL als auch Topo Tr) bei Patienten mit
dcSSc und ihrer Subgruppe von Patienten mit Herzbeteiligung. In den anderen
Patientengruppen waren insbesondere IgG-ATA signifikant seltener nachweisbar

als bei den dcSSc-Patienten.

3.1.2. Reaktivitat von Anti-Topoisomerase |-Antikorpern

Wie in Abb. 3.1A-D dargestellt, wiesen die Seren von Patienten mit dcSSc und
ihre Subgruppe von Patienten mit Herzbeteiligung signifikant hohere IgG- und
IgM-ATA-Reaktivitaten —letztere allerdings nicht so deutlich ausgepragt— auf als

Patienten mit anderen Erkrankungen und als die gesunden Probanden.
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Abb. 3-1A-D: AAb-Reaktivitdt der Seren von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen gegen
Topo | im ELISA, dargestellt als Boxplot. A) IgG-AAb-Reaktivitét gegeniber Topo | FL; B) IgM-
AADb Reaktivitédt gegentiber Topo | FL; C) IgG-AAb-Reaktivitdt gegentiber Topo | TR; D) IgM-AAb-
Reaktivitat gegeniiber Topo | TR. Ausreil3er (1,5- bis 3-faches der Boxbreite (iber oder unter der
75% bzw. 25%-Perzentile) sind als Kreise, Extremwerte (mehr als das 3-fache der Boxbreite liber
oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile) als Kreuze dargestellt. Querbalken stellen Median,
25%- und 75%-Perzentile, T-Balken den maximalen bzw. minimalen Wert dar, der weder
Ausreiler noch Extremwert ist. (Signifikanz gegeniiber dcSSc: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 Hz
= Herzbeteiligung, Tr = truncated, FL = full length, Topo = Topoisomerase I, SjS = Sjégren
Syndrom, MCTD = Mischkollagenose, IcSSc = limitiert kutane systemische Sklerose, dcSSc =
diffus kutane systemische Sklerose)
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3.1.3. Synopsis

Patienten mit dcSSc mit und ohne Herzbeteiligung hatten sowohl signifikant
haufiger ATA als auch signifikant hohere ATA-Titer (dies gilt sowohl fur AAb gegen
Topo FL als auch gegen Topo Tr) als Patienten mit anderen Erkrankungen und
gesunde Probanden. Fur die IgM-Antikrper waren die Unterschiede weniger

stark ausgepragt.

3.2. Verhalten der Anti-Topoisomerase |-Antikorper unter
verschiedenen Therapieformen

Die dcSSc-Patienten wurden hinsichtlich der Pravalenz und Reaktivitat von AAb
gegen Topo FL und Topo Trim Verlauf unter Einfluss unterschiedlicher Therapien

untersucht.

3.2.1. Haufigkeit der ATA im Verlauf

Es folgte die Untersuchung der prozentualen Haufigkeiten AAb-positiver Seren

unter dem Einfluss von aHSCT, CYC sowie ohne eine von beiden Therapien

3.2.1.1 Bei Patienten, bei denen eine aHSCT durchgefuhrt wurde

Die prozentualen Haufigkeiten IgG- und IgM-ATA-positiver Patientenseren im
Verlauf nach aHSCT zu verschiedenen Zeitpunkten sind in Tab. 3-3 und 3-4
dargestellt. Nur in den ersten vier Monaten nach der Therapie nahm die
Haufigkeit der 1gG-ATA etwas ab, im Wesentlichen bot sich aber keine
signifikante Anderung im Vergleich zum Zeitpunkt vor der aHSCT. Im Gegensatz
dazu nahm die Haufigkeit der IgM-AAb nach der Therapie signifikant ab und blieb
fur Anti-Topo Tr auch signifikant niedriger als zum Zeitpunkt vor der aHSCT.
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Tab. 3-3 Prozentuale Héufigkeit von IgG-ATA (gegen Topo FL bzw. Topo Tr) bei 24 Patienten vor
aHSCT und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Therapie* (Signifikanzen [x*Test]: *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; *=zu geringe erwartete Haufigkeiten).

dcSSc-Patienten
IgG-Antikorper

gegen vorTX 14 5-9 10-17 18-24 > 24
Mon Mon Mon Mon Mon
n=23* n=18 n=18 n=18 n=13 n=8

Positiv [%]

61 50 67 72 77 75%
Topo | FL

70 50 67 72 77 75%
Topo | Tr

#Von einem der 24 Patienten war das erste verfiigbare Serum einen Monat nach aHSCT
abgenommen worden. dcSSc = diffus kutane systemische Sklerose, FL = full length, Tr =
truncated, Mon = Monate, TX = Therapie.

Tab. 3-4 Prozentuale Héufigkeit von IgM-ATA (gegen Topo FL bzw. Topo Tr) bei 24 Patienten vor
aHSCT und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Therapie®.

dcSSc-Patienten
IgM-Antikorper

gegen vorTX 1-4 5-9 10-17 18-24 > 24
Mon Mon Mon Mon Mon
n=23* n=18 n=18 n=18 n=13 n=8

Positiv [%]
57 11** 11** 50 54 13
Topo | FL

57 6*** 6** 22 15** 0*
Topo | Tr

#Von einem der 24 Patienten war das erste verfiigbare Serum einen Monat nach aHSCT
abgenommen worden. dcSSc = diffus kutane systemische Sklerose, FL = full length, Tr =
truncated, Mon = Monate, TX = Therapie.
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3.2.1.2 Bei Patienten, bei denen eine
Cyclophosphamidsto3therapie durchgefuhrt wurde

Die prozentualen Haufigkeiten von IgG-und-IgM-ATA vor und im Verlauf nach
Cyclophosphamidsto3therapie sind in Tab. 3-5 und 3-6 dargestellt. Die Haufigkeit
der IgG-ATA wurde durch die Therapie nicht beeinflusst, wahrend die Haufigkeit
der IgM-ATA abnahm.

Diese Regredienz war allerdings nicht statistisch signifikant (p=0,199 bzw. p=
0,582 nach 1-4 Monaten; p=0,309 bzw. p=0,707 nach 5-9 Monaten). Mit
zunehmendem Zeitintervall nach Therapie wurde das Kollektiv zu klein, so dass
eine statistische Auswertung nicht mehr maoglich ist.

Tab. 3-5 Prozentuale Hé&ufigkeit von IgG-ATA (gegen Topo FL und Tr) bei Patienten vor

Cyclophosphamidgabe und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Therapie (TX= Therapie;
Mon = Monate).

dcSSc-Patienten
IgG-Antikorper

gegen vorTX 1-4 5-9 10-17 18-24 > 24
Mon Mon Mon Mon Mon
n=12 n=8 n=5 n=7 n=5 n=4

Positiv [%]

83 88 80 86 100 100
Topo FL

83 88 80 86 100 75
Topo Tr

dcSSc = diffus kutane systemische Sklerose, FL = full length, Tr = truncated, Mon = Monate,
TX = Therapie.
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Tab. 3-6 Prozentuale Héufigkeit von IgM-ATA (gegen Topo FL und Tr) bei Patienten vor
Cyclophosphamidgabe und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Therapie.

dcSSc-Patienten
IgM-Antikorper

gegen vorTX 1-4 5-9 10-17 18-24 > 24
Mon Mon Mon Mon Mon
n=12 n=8 n=5 n=7 n=5 n=4

Positiv [%]

67 38 40 57 60 25
Topo FL

50 38 40 57 40 0
Topo Tr

dcSSc = diffus kutane systemische Sklerose, FL = full length, Tr = truncated, Mon = Monate,
TX = Therapie.

3.2.2. Reaktivitat der Anti-Topoisomerase |-Antikorper im Verlauf
3.2.2.1 Bei Patienten, bei denen eine aHSCT durchgeflhrt wurde
Die Reaktivitat der IgG-ATA (vor allem gegen Topo FL, aber auch gegen Topo Tr)
nahm unter aHSCT signifikant ab, wurde aber bei keinem der Patienten
vollstandig negativ, auch wenn es bei einigen Seren zu einer eindrucksvollen
Verminderung der AAb-Titer kam (z.B. Patienten 18 und 21) (Abb. 3-2A+B). Im
Gegensatz dazu wurden die IgM-ATA —wie auch aus den Tabellen 3-3 und 3-4
hervorgeht— nach aHSCT bei nahezu allen Patienten negativ (Abb. 3-2C+D).

3.2.2.2 Bei Patienten, bei denen eine
CyclophosphamidstoRtherapie durchgefuhrt wurde

Wie bereits fur die Haufigkeit der Antikdrper gezeigt, anderte sich auch die
Reaktivitat der IgG- und IgM-ATA (sowohl gegen Topo FL als auch Topo Tr) unter
bzw. nach einer Cyclophosphamidtherapie nicht signifikant (Abb. 3-3A-D).

Die Seren zweier Patienten (C5 u C11) zeigten eine gewisse Verminderung der

Reaktivitat, ein Patient (C10) entwickelte wahrend der CYC leicht positive
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Antikdrpertiter gegen Topo FL, ein Patient (C9) hatte in der ersten dokumentierten
Kontrolle im ELISA wie in der Immundiffusion keine ATA aufgewiesen, funf Jahre

spater (kurz vor Therapiestart) waren diese aber im ELISA positiv (FL und Tr).

3.2.2.3 Bei Patienten, bei denen keine Therapie durchgefuhrt
wurde

Keine signifikante Veranderung der Antikorperreaktivitaten im Verlauf wurden bei
Patienten beobachtet, die keine immunsuppressive Therapie erhielten (Abb. 3-
4A-D). Allerdings wurde ein Patient im Verlauf ATA-positiv (N3), wahrend bei
einem anderen Patienten (N12) keine ATA mehr nachweisbar waren.

3.2.3. Synopsis

Nach aHSCT nahm die Reaktivitat der IgG-ATA signifikant ab, nicht jedoch die
Haufigkeit. IgM-ATA zeigten sowohl eine signifikante Abnahme der Reaktivitat als
auch der Haufigkeit. Unter Cyclophosphamidstolitherapie waren keine
signifikanten Veranderungen zu beobachten. Gleiches galt fur die Patienten, die
keine immunsuppressive Therapie erhielten. In den beiden letztgenannten
Patientengruppen gab es einzelne Patienten, bei denen die Antikorper positiv

oder negativ wurden.
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Abb. 3-2A-D IgG- und IgM-AAb Reaktivititen gegen Topo FL und Topo Tr vor und zu
verschiedenen Zeitpunkten nach aHSCT. A) IgG-AAb-Reaktivitdten gegen Topo FL, Abb. B) IgG-
AAb-Reaktivitdten gegen Topo Tr, Abb. C) IgM-AAb-Reaktivitéten gegen Topo FL, Abb. D) IgM-
AAb-Reaktivitdten gegen Topo Tr (Signifikanz gegeniiber vor Therapie: *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; S = Patient mit Stammzelltransplantation)
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Abb. 3-3A-D IgG- und IgM-AAb Reaktivitdten gegen Topo FL und Tr vor und zu verschiedenen
Zeitpunkten nach einer Cyclophosphamidtherapie. A) IgG-AAb-Reaktivitdten gegen Topo FL, B)
1gG-AAb-Reaktivitdten gegen Topo Tr, C) IgM-AAb-Reaktivitdten gegen Topo FL, D) IgM-AAb-
Reaktivitdten gegen Topo Tr; Die Verdnderung der Reaktivitdt nach Therapie im Vergleich zum
Zeitpunkt vor CYC ist nicht signifikant (C= Patient mit Cyclophosphamidtherapie, CYC =

Cyclophosphamidtherapie, Mon = Monate, Topo = Topoisomerase |, FL = full length,
Tr = truncated)
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Abb. 3-4A-D AAb-Reaktivitdten gegen Topo FL und Topo Tr bei Patienten, bei denen keine
spezifische immunsuppressive Therapie durchgefiihrt wurde, A) IgG-AAb-Reaktivitdt gegenliber
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D) IgM-AAb-Reaktivitdt gegentiber Topo Tr. Die Verdnderung der Reaktivitdt im Verlauf ist im
Vergleich zum Zeitpunkt O (erstes Serum, das zur Verfiigung stand) nicht signifikant (N = Patient
ohne Therapie, Mon = Monate, Topo = Topoisomerase I, FL = full length, Tr = truncated).
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3.3. Korrelation der Anti-Topoisomerase |-Antikdrper mit dem
klinischen Verlauf bei Patienten mit aHSCT

Die dcSSc-Patienten wurden hinsichtlich ihres klinischen Ansprechens in zwei
Gruppen aufgeteilt. Gruppe 1: klinisch gutes Ansprechen auf HSCT ohne Rezidiv
(n=13). Gruppe 2: klinisch fehlendes Ansprechen oder primares Ansprechen mit
Rezidiv (n=11). Diese wurden hinsichtlich ihrer IgG- und IgM-AAb-Haufigkeit und
Reaktivitat fur Topo FL und Tr untersucht.

3.3.1. Vergleich der Haufigkeiten und Reaktivitdten der Kollektive vor
Therapiebeginn

Die Haufigkeiten der AAb-positiven Seren vor Therapiebeginn wurden mittels x-
Test verglichen, die Reaktivitaten mittels Mann-Whitney-Test.

Die Reaktivitat der IgG-ATA war signifikant hdher bei Patienten mit schlechterem
Outcome (Gruppe 2) als bei Patienten mit gutem Ansprechen ohne Rezidiv
(Gruppe 1) (Abb. 3-5). Auch die Haufigkeit der Antikdrper war bei Patienten der
Gruppe 2 groRer als bei Patienten der Gruppe 1, der Unterschied war aber
statistisch nicht signifikant (Tab. 3-7).

Far IgM-AAD liel3 sich kein signifikanter Unterschied ermitteln.

Tab. 3-7 Haufigkeiten der IgG- und IgM-ATA vor aHSCT bei 23* dcSSc-Patienten in Relation zum
Ansprechen auf die aHSCT

Gutes Ansprechen Schlechtes Ansprechen
Vor aHSCT
IgG IgM lgG IgM
n=13 n=10
Antigen
Positiv [%]
46 54 80 60
Topo FL
54 46 90 70
Topo Tr

*von einem der 24 Patienten ist kein Serum zum Zeitpunkt vor der aHSCT vorhanden. aHSCT =
autologe Stammzelltransplantation, Topo = Topoisomerase I, FL = full length, Tr = truncated.
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Abb. 3-5 Boxplots der IgG- und IgM-AAb-Reaktivitdten gegen Topo FL und Tr bei 23 dcSSc-
Patienten, bei denen eine aHSCT durchgefiihrt wurde. Zeitpunkt vor Beginn der Therapie. An =
Ansprechen (n=13). *p<0,05; **p<0,01, Vergleich ,NA® mit ,An“ mittels Mann-Whitney-U-Test.
Ausreil3er (1,5- bis 3-faches der Boxbreite iiber oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile) sind als
Kreise, Extremwerte (mehr als das 3-fache der Boxbreite liber oder unter der 75% bzw. 25%-
Perzentile) als Kreuze dargestellt. Querbalken stellen Median, 25%- und 75%-Perzentile, T-
Balken den maximalen bzw. minimalen Wert dar, der weder Ausreiler noch Extremwert ist. FL =
full length, Tr = truncated.

3.3.2. Verlauf der Anti-Topoisomerase |-Antikorper nach aHSCT in
Relation zum klinischen Verlauf

3.3.2.1 Haufigkeiten der Antikorper
Wie in den Tabellen 3-8 und 3-9 dargestellt, ergaben sich weder flr Patienten der
Gruppe 1 mit gutem Ansprechen (Tab. 3-8), noch fur Patienten der Gruppe 2 mit
schlechterem Ansprechen (Tab. 3-9) signifikante Veranderungen in der Haufigkeit
der IgG-ATA nach der aHSCT. Die IgM-ATA hingegen nahmen in beiden Gruppen
gleichermalen in ihrer Haufigkeit ab.
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Tab. 3-8 Analyse der Haufigkeit von IgG- und IgM-ATA (Topo FL und Tr) bei dcSSc-Patienten, bei
denen eine aHSCT durchgefiihrt wurde. Vergleich der prozentualen Héufigkeiten der Positivitét
fur Topo FL und Tr bei Patienten mit gutem klinischem Ansprechen (Gruppe 1) vor und zu
mehreren Zeitpunkten nach aHSCT. Signifikanz (x> Test): *p<0,05; **p<0,01. Gruppengrél3e im

Verlauf zu klein.

IgG-Antikorper

gegen

Topo FL
Topo Tr

IgM-Antikorper

gegen

Topo FL

Topo Tr

dcSSc-Patienten

vorTX 1-4
Mon
n=13 n=10

Positiv [%]

46

54

dcSSc -Patienten

vorTX 1-4
Mon
n=13 n=10

Positiv [%]
54

46

30

30

20

20

5-9
Mon

n=9

44

44

5-9

Mon

n=9

0**

0*

10-17
Mon

n=9

56

56

10-17

Mon

n=9

44

11

18-24
Mon

n=6

50

50

18-24

Mon

n=6

50

33

Mon

n=5

60

60

Mon

n=5

20

0*

Topo = Topoisomerase I, FL = full length, Tr = truncated, Mon = Monate, dcSSc = diffus kutane

Systemische Sklerose
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Tab. 3-9 Analyse der Haufigkeit von IgG- und IgM-ATA (Topo FL und Tr) bei dcSSc-Patienten, bei
denen eine aHSCT durchgefiihrt wurde. Vergleich der prozentualen Héufigkeiten der Positivitét
fir Topo FL und Tr bei Patienten mit schlechterem klinischem Ansprechen bzw. Rezidiv
(Gruppe 2) vor und zu mehreren Zeitpunkten nach aHSCT. Zweiseitige Signifikanz (x*Test):
*p<0,05; **p<0,01; wegen zu geringer erwarteter Haufigkeiten allerdings nicht verwertbar.

dcSSc-Patienten
IgG-Antikorper

gegen vorTX 14
Mon
n=10 n=8

(%) positiv

80 75
Topo FL

90 75
Topo Tr

dcSSc -Patienten
IgM-Antikorper

gegen vorTX 1-4
Mon
n=10 n=8

(%) positiv
60 13*

Topo FL

70 0**
Topo Tr

5-9

Mon

n=9

89

89

5-9

Mon

n=9

33

22

10-17
Mon

n=9

89

89

10-17

Mon

n=9

56

33

18-24
Mon

n=7

100

100

18-24

Mon

1
~

n

57

0**

Mon

n=3

100

100

Mon

n=3

0**

0**

Topo = Topoisomerase I, FL = full length, Tr = truncated, Mon = Monate, dcSSc = diffus kutane

Systemische Sklerose

3.3.2.2 Reaktivitat der Antikorper

Um die Reaktivitaten der Patientenseren im Verlauf unter dem Einfluss der

aHSCT im Kollektiv mit gutem Ansprechen mit jenen im Kollektiv mit schlechtem

Outcome zu vergleichen, wurde jeweils der Wilcoxon-Signed-Rank-Test gewahlt.
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Die IgG-ATA-Serum-Reaktivitaten der Patienten mit gutem Ansprechen
(Gruppe 1) fallen im Zeitraum von ein bis neun Monaten nach aHSCT signifikant
ab (Abb. 3-6A+B). In der Folge besteht jedoch kein signifikanter Unterschied zum
Ausgangsniveau mehr. Kein Serum wird negativ. Interessanterweise zeigt der
Median bei im Verlauf geringer werdender GruppengrofRe jeweils ein Ansteigen.
Die IgM-ATA-Serum-Reaktivitaten der Patienten mit gutem Ansprechen sind im
Zeitraum von ein bis 17 Monaten nach aHSCT signifikant niedriger als vorher. In
der Folge nehmen die Reaktivitaten wieder zu. Sie bleiben zwar niedriger als vor
der Therapie, es besteht jedoch kein signifikanter Unterschied zum
Ausgangsniveau mehr (Abb. 3-6C+D).

Die 1gG-ATA-Serum-Reaktivitaten der Gruppe 2 mit schlechterem Outcome
fallen ebenfalls nach Therapie ab, signifikant ist diese Verminderung im Zeitraum
von funf bis 24 Monaten (Topo FL) bzw. von zehn bis 24 Monaten (Topo Tr) nach
Therapie (Abb. 3-7A+B).

Fir die IgM-ATA-Reaktivitaten der Gruppe mit schlechterem klinischem Outcome
besteht eine signifikante Abnahme lediglich zwischen funf und neun (Topo FL)
bzw. funf und 17 Monaten (Topo Tr) nach Therapie (Abb. 3-7C+D).
Zusammenfassend gibt es keine signifikanten Unterschiede im ATA-Verlauf nach
aHSCT zwischen Patienten mit gutem und Patienten mit schlechterem
Ansprechen auf die Therapie, d.h. sie kdnnen nicht als prognostischer Indikator

herangezogen werden.
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Abb. 3-6A-D AAb-Reaktivitdten gegeniiber Topo FL und Tr vor und nach aHSCT bei Patienten
mit gutem klinischem Ansprechen auf aHSCT (Gruppe 1). A) IgG-AAb-Reaktivitdt gegentiber
Topo FL; B) IgG-AAb-Reaktivitat gegentiber Topo Tr; C) IgM-AAb-Reaktivitét gegeniiber Topo FL;
D) IgM-AAb-Reaktivitét gegentiber Topo Tr. Reaktivitdten verglichen mit der Ausgangsreaktivitét
vor aHSCT, Wilcoxon-Signed-Rank-Test. *p<0,05; *p<0,01. S = Patienten mit
Stammzelltransplantation, Mon = Monate, Tx = Therapie.
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Abb. 3-7D

Abb. 3-7A-D AAb-Reaktivitédten gegentiber Topo FL und Tr vor und nach aHSCT bei Patienten
mit schlechterem klinischem Ansprechen auf aHSCT (Gruppe 2). A) IgG-AAb-Reaktivitat
gegeniiber Topo FL; B) IgG-AAb-Reaktivitdt gegentiber Topo Tr; C) IgM-AAb-Reaktivitét
gegeniiber Topo FL; D) IgM-AAb-Reaktivitdt gegeniiber Topo Tr. Reaktivitdten verglichen mit der
Ausgangsreaktivitdt vor aHSCT, Wilcoxon-Signed-Rank-Test. *p<0,05;, **p<0,01. S = Patienten
mit Stammzelltransplantation, Mon = Monate, Tx = Therapie.
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3.4. Nachweis von Antikérpern gegen Epitope der Topoisomerase in
Seren von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen.

Seren von ausgewahlten Patienten mit dcSSc, 1cSSc, SjS/IMCTD sowie
gesunden Probanden wurden gegen 45 Peptide der Topoisomerase | von je 25
Aminosduren (AA) Lange mit je 8 AA Uberlappung getestet. Diese wurden
hinsichtlich der AAb-Pravalenz sowie hinsichtlich ihrer Reaktivitat untersucht mit
der Intention, mdgliche immundominante Epitope nachzuweisen. Hierflir wurde
die Gruppe der dcSSc-Patienten, die sich der aHSCT unterzogen, einerseits als
gesamtes Kollektiv betrachtet, andererseits in zwei Gruppen geteilt: Patienten,
deren Seren in ELISA oder Immundiffusion ATA/Scl 70-positiv waren, sowie

solche, deren Seren in beiden Testmethoden negativ waren.

3.4.1. Haufigkeit von Anti-Peptid-Antikorpern

Die Haufigkeiten von Antikdrpern gegen die verschiedenen Peptide sowie gegen
das immundominante Epitop Topo489-573 bei Patienten mit unterschiedlichen
Erkrankungen sind in den Tabellen 3-10 und 3-11 dargestellt. Seren von
Patienten mit dcSSc hatten insbesondere gegen die Peptide 3, 7, 8, 15, 22, 23,
24, 29, 31, 35 IgG-Antikorper, diese Peptide wurden aber auch von Seren von
Patienten mit anderen Erkrankungen erkannt. So ergab sich zwar ein
signifikanter Unterschied in der Haufigkeit von IgG-Antikérpern zwischen dcSSc-
Patienten und gesunden Probanden (x?*-Test) fur die Peptide 1-8, 10, 12-16, 22-
26, 29-32, 34-36, 38, 39, 41, 42, 45, zwischen dcSSc-Patienten und Patienten
mit IcSSc und SjS/MCTD aber nur fur die Peptide 3 (p=0,02; p=0,03) und 39
(p=0,045; p=0,011) (vorbehaltlich der Tatsache, dass der x>-Test hier hinsichtlich
der geringen Grole der IcSSc und SJS/MCTD-Patientengruppen in seiner
Aussagekraft beschrankt ist).

Die hochste Pravalenz fur Anti-Peptid-lgM-AAb (>60%) bei den dcSSc Patienten
ergab sich fur die Peptide 8, 11, 16, 23 und 32. Ein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Anti-Peptid-lgM-AAb fand sich zwischen dcSSc-Patienten und
Gesunden bei den Peptiden 1, 7, 8, 10-14, 16, 17, 23, 24, 27, 28, 32, 35, 43, 44.
Zwischen den Haufigkeiten von Anti-Peptid-IgM-Antikdrpern bei dcSSc-Patienten

und Patienten mit anderen Erkrankungen ergab sich kein signifikanter
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Unterschied.

Interessanterweise ist die Pravalenz von AAb gegen einige Peptide bei Patienten
mit IcSSc oder SjS/MCTD sogar signifikant hoher als bei Patienten mit dcSSc
(z.B. Peptid 9, 21, 32-34).

In einem weiteren Ansatz wurde die Haufigkeit der Anti-Peptid-Antikdrper bei den
Patienten mit dcSSc analysiert, bei denen eine aHSCT durchgefuhrt wurde; und
zwar in Relation zum Nachweis von Anti-Topo |-Antikorpern. Sechzehn dieser
Patienten waren Anti-Topo 1/Scl 70-positiv, finf waren negativ. In beiden Gruppen
waren aber die Antikorper gegen die Peptide ahnlich verteilt. Fir Anti-Peptid-1gG-
Antikorper ergab sich ein signifikanter Unterschied lediglich fur Peptid 5, fur IgM-
Antikorper fur die Peptide 2, 5, 10, 11, 44. Gegen Peptid 5 wurden auch bei
Patienten mit IcSSc oder SjS/MCTD keine 1gG-Antikorper gefunden.

Patienten mit Herzbeteiligung hatten insgesamt weniger Anti-Peptid-Antikdrper
als die dcSSc-Patienten ohne Herzbeteiligung, signifikant war der Unterschied
aber lediglich fur die Peptide 3 und 18.
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Tab. 3-10 Hé&ufigkeiten von IgG-AAb gegen Peptide der Topoisomerase | bei Patienten mit
verschiedenen Erkrankungen. Grau: immundominantes Epitop. Beige: IgG-Prévalenz dcSSc
>60%. * p<0,05; ** p<0,01 dcSSc im Vergleich zum jeweiligen Kollektiv. (X*-Test). Gelb: h6here
Prévalenz als dcSSc. * signifikant hbhere Prévalenz (p<0,05, x> Test) fiir ATA/Scl 70-positive
gegentiber ATA/Scl 70-negativen Patienten.

AA
Pep
-tid

1-25
1

18-42
2

35-59
3

52-76
4

69-93
5

86-
6 110

103-
7

127

120-
8 144

137-
9 161

154-
10 178

dcSSc Herz-

(n=40) beteili-
gung
(n=11)

43 27

45 46

63 18*

53 55

40 27

58 46

78 73

75 64

33 18

45 36

IcSSc/  SjS/
CREST MCTD
(n=7) (n=6)
% positiv

43 67
43 83
14* 17*
71 50
0* 0

29 33
57 83
57 17**
14 83
57 83

Ge-
sun-
de
(n=11)

=
o
-
o
o

0**

9**

0**

0**

dcSSc

Patienten vor

aHSCT

ATA/

Scl 70
positiv
(n=16)

44
44
63
44
44+

69"

63

88

25

63

ATA/
Scl 70
negativ
(n=5)

40
20
60

20

20

60

60

40

40

83



11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

171-
195
188-
212
205-
229
222-
246
239-
263
256-
280
273-
297
290-
314
307-
331
324-
348
341-
365
358-
382
375-
399
392-
416
409-
433
426-
450

35

45

28

60

38

28

25

40

23

20

60

68

75

30

50

18

27

18

36

27

27

36

22

27

46

46

46

27

14

29

29

57

43

29

27

57

57

43

43

57

17

67

50

33

50

83

33

33

50

67

17*

50

17

83

18

0*

0**

0*

0**

0*

0**

9**

0**

0*

9*

38

38

31

13

63

25

19

19

38

31

38

75

81

19

44

20

60

20

40

60

40

40

40

60

60

40

60

60

80

40

40
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443- 25 11 18 17 0 25 40
27 467

460- 13 9 14 50* 0 13 20
28 484

477- 65 55 29 67 o** 75 80

501

56 80

579- 63 18** 43 67 o**
3 603

596- 53 46 43 83 o* 44 40
36 620

613- 13 18 14 50* 18 6 0
37 637

630- 35 18 43 67 0* 38 40
38 654

647- 58 46 14* 0** o 63 40
39 671

664- 25 9 29 0 9 25 20
40 688

681- 58 64 S 100 o 63 40
M 705

698- 40 46 43 83 0* 44 40
42 722
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715- 10 0 0 0 0 6 20

43 239

732- 0 0 14 17 0 0 0
44

756

741- 45 55 43 67 0+ 44t 0
45

765

489- 70 46 57 83 g+ 69 60
.
P 573
(o}
489-
573

20 9 0 50 9 19 40

MB
P

AA = Aminoséure, ATA = Anti-Topoisomerase [-Autoantikérper, dcSSc = diffus kutane
Systemische Sklerose, IcSSc = limitiert kutane Systemische Sklerose, Topo | = Topoisomerase |,
SjS = Sjégren Syndrom, MCTD = Mischkollagenose, MBP = Mannose-binding Protein.
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Tab. 3-11 Haéufigkeit von IgM-AAb gegen Peptide der Topoisomerase | bei Patienten mit
verschiedenen Erkrankungen. Grau: immundominantes Epitop. Beige: IgM-Prévalenz dcSSc
>60%. * p<0,05; ** p<0,01, dcSSc im Vergleich zum jeweiligen Kollektiv (X*Test). * signifikant
héhere Prévalenz (p<0,05, x>Test) fir ATA/Scl 70-positive gegentiiber ATA/Scl 70-negativen

Patienten.
AA
Pep-
tid
1-25
1
18-
2 42
35-
3 59
52-
4 76
69-
3 93
86-
6 110
103-
! 127
120-
8 144
137-
9 161

dcSSc Herz-

(n=40) betei-
ligung
(n=11)

40 27

30 18

45 18

18 0

40 36

15 9

58 27

70 36*

38 36

IcSSc/  SjS/

CREST MCTD

(n=7) (n=6)
% positiv

43 17

57 33

57 0*
14 0

29 0

29 17

57 67

43 0**
14 33

Ge-
sun-
de
(n=11)

0*

18

18

0**

18

18

dcSSc

Patienten vor

aHSCT

ATA/

Scl 70
positiv
(n=16)

25

317

56

25

56*

44

69"

69

44

ATA/
Scl 70
negativ
(n=5)

20

40

20

60

20
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

154- 48
178
171- 68
195
188- 58
212
205- 55
229
222- 38
246
239- 15
263
256- 60
280
273- 28
297
290- 33
314
307- 35
331
324- 10
348
341- 25
365
358- 28
382
375- 60
399
392- 43
416
409- 3
433

27

46

27

36

18

36

27

11

18

36

27

43

57

29

29

57

43

71

29

14

14

14

43

57

29

14

33

17*

17

50

67

33

83

17

17

33

17

9*

0**

18*

0**

0*

18

9**

0*

10

0**

9*

63*

817

56

75

31

13

56

25

50

50

19

25

56

31

20

40

40

40

20

20

20

20

40

20

20

20

20
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579- | 33 27 S 33 0* 38 20
35

603

596- 18 18 0 17 0 19 0
36

620

613- 15 18 14 17 0 0 0
37

637

630- 18 9 43 17 0 6 20
38 654

647- 35 27 0 17 9 44 20
39 671

664- 20 9 14 17 9 19 0
40

688

681- 20 18 29 33 0 19 20
41

705
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698- 23 9 14 0 0 13 40

42

722

715- 33 18 43 17 0* 38 20
43

739

732- 58 55 43 83 g+ 69 40
44

756

741- 35 27 29 50 18 44+ 0
45

765

489- 40 18 29 50 18 38 20
.
°P% 575
489-
573

40 9 43 50 18 44 40

MBP

AA = Aminoséure, ATA = Anti-Topoisomerase [-Autoantikérper, dcSSc = diffus kutane
Systemische Sklerose, IcSSc = limitiert kutane Systemische Sklerose, Topo | = Topoisomerase |,
SjS = Sjégren Syndrom, MCTD = Mischkollagenose, MBP = Mannose-binding Protein.

3.4.2. Reaktivitat der Anti-Peptid-Antikorper

Die starkste 1gG-AAb-Reaktivitat (Median > 150 [A *1000]) lie® sich im dcSSc-
Kollektiv gegen die Peptide 7, 14, 27, 28, 31, 37, 38, 43 und 44 (s. Tab. 3-12), die
starkste IgM-Reaktivitat gegen die Peptide 11, 20, 21, 23, 27, 37, 38, 44 (s. Tab
3-13) zeigen.

Fir die meisten Peptide fand sich ein signifikanter Unterschied zwischen dcSSc-
Patienten und gesunden Probanden (s. Abb. 3-18 und 3-19).

Weniger haufig bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den Reaktivitaten
der dcSSc- und der SjS/MCTD-Patienten (s. Abb. 3-14 und 3-15), noch seltener
zwischen dcSSc und IcSSc-Patienten (s. Abb. 3-16 und 3-17). Patienten mit
lcSSc wiesen insgesamt eine hohe Anti-Peptid-AAb-Reaktivitat auf. Besonders
die Antikorperreaktivitaten des Patienten ,|cSSc-Pat. 8“ fielen mit Werten bis zu
4000 [Ax1000] auf. Es ergaben sich im MWU-Test signifikant héhere 1IgG-AAb-
Reaktivitatswerte fur die IcSSc-Patienten als fur das gesamte dcSSc-Kollektiv
gegen die Peptiden 33, 34, 37, 42, 44 (s. Tab. 3-12).
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Fir die IgM-Antikérper waren die Unterschiede zwischen den verschiedenen
Patientengruppen nicht so deutlich.

Signifikante Unterschiede zwischen Patienten mit dcSSc einerseits und IcSSc
sowie SjS/MCTD und gesunden Probanden andererseits waren im MWU-Test
lediglich fur die Peptide 3 (p=0,013 bzw. p= 0,06 und p<0,001) 24 (p=0,023 bzw.
p=0,021 und p<0,001), und 39 (p=0,005 bzw. p=0,006 und p<0,001) fur IgG-
sowie fur Peptid 8 (p=0,042 bzw. p=0,002 und p=0,002) fur IgM-Antikorper zu
beobachten.

Anti-Topo 1/Scl70 positive Seren von dcSSc-Patienten, bei denen eine aHSCT
durchgefuhrt wurde, zeigten die hdchste IgG-Reaktivitat mit den Peptiden 11, 27,
28, 31, 37, 38, 43, 44 (s. Tab 3-12) und die hochste IgM-Reaktivitat mit den
Peptiden 5, 11, 20, 21, 23, 27, 37, 38, 43, 44 (s. Tab 3-13). Fur IgG-Antikorper
war kein Unterschied zu den ATA/Scl70-negativen Patienten zu beobachten, fur
die IgM-Anti-Peptid-AAb bestanden signifikante Unterschiede fur die Peptide 2,
5,6, 10, 13, 17, 26, 30, 37 und 41 (p<0,05).

Besonders stark reagierte das Serum von Patient S9 mit allen Peptiden. Dieses
Serum hatte zwar hochtitrig antinukleare Antikorper im Immunfluoreszenztest,
war aber ATA/Scl70-negativ. und wies auch sonst Kkeine spezifischen

Kollagenose-relevanten Antikorper auf.
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Tab. 3-12 Reaktivitédt von IgG-Antikérpern gegen Peptide der Topoisomerase | bei Patienten mit
dcSSc und anderen Erkrankungen. Angegeben sind die Medianwerte [A x 1000] Grau:
immundominantes Epitop. Beige: Median IgG dcSSc >150. *p<0,05; **p<0,01 (Mann-Whitney-U-
Test) #/Griin: Signifikant gegentiber IcSSc, SjS/MCTD und Gesunden im Mann-Whitney-U-Test.
Gelb: héhere Prévalenz als dcSSc

AA dcSSc Herz- 1¢SSc/  SjS/

Pep-

(n=40)

tid

1-25 70
1

18- 86
2 42

35- 86"
3 59

52- 75
4 76

69- 74
3 93

86- 77
6 110

103- 152
! 127

120- 60
8 144

137- 86
9 161

betei- CREST MCTD
ligung (n=7) (n=6)
(n=11)

Median
48 81 101
81 94 129
45 50* 39**
86 88 73
62 44 63
68 51 65
110 106 116
52 47 31*
60 58 145*

Ge-
sun-
de
(n=11)

53

55*

33**

38**

59

52**

63**

25**

66*

dcSSc-

Patienten vor

aHSCT

ATA/
Scl70
positiv
(n=16)

76

68

93

70

75

80

108

74

78

ATA/
Scl70
negativ
(n=5)

51

49

67

51

69

66

150

40

80
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

154- 81
178

171- 131
195

188- 99
212

205- 84
229

222- 156
246

239- 147
263

256- 65
280

273- 41
297

290- 41
314

307- 89
331

324- 102
348

341- 60
365

358- 146
382

375- 145
399

392- 102*
416

409- 76
433

63

110

44

68

120

107

58

32

41

73

104

54

142

120

63

61

102

104

98

53

114

172

62

37

36

88

60*

92

176

102

62*

52

94

110

93

98

179

110

82

66*

54

78

116

92*

173

80**

66*

88

38**

103

65**

66**

110**

73**

45**

22**

27**

57**

78*

68

84**

46*

37**

54*

101

171

97

75

140

142

54

39

45

81

101

55

118

126

90

75

82

154

175

78

136

194

71

29

39

105

146

60

152

187

100

77
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426- 70 61 74 95 35** 61 55
26 450
443- 279 235 286 310 253 320 431

579- 109 75* 77 119 69** 109 132
35 603

596- 99 89 70 130 71 92 95
36 620

613- 183 182 199 280 184 175 188
37 637

630- 302 228 324 411 171% 241 316
38 654

647- 45 34* 30 12 84 54
* o [

664- 120 108 139 95 65** 113 130
40 688

681- 94 97 97 120 54** 97 72
M 705

94




698- 90 90 100 133 42** 92 90

42

722

715- 163 107* 186 182 144 164 162
43

739

732- 355 337 348 492 379 327 373
44

756

741- 51 58 37 62 34% 49 50
45

765

489- 96 55 47* 58 20% 9B 66
.
°P% 575
489-
573

60 39 80 14 54 55 93

MBP

AA = Aminoséure, ATA = Anti-Topoisomerase [-Autoantikérper, dcSSc = diffus kutane
Systemische Sklerose, IcSSc = limitiert kutane Systemische Sklerose, Topo | = Topoisomerase |,
SjS = Sjégren Syndrom, MCTD = Mischkollagenose, MBP = Mannose-binding Protein.
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Tab. 3-13 Reaktivitat von IgM-Antikérpern gegen Peptide der Topoisomerase | bei Patienten mit
dcSSc und anderen Erkrankungen. Angegeben sind die Medianwerte [A x 1000]. Grau:
immundominantes Epitop. Beige: Median dcSSc >150. *p<0,05; **p<0,01 (Mann-Whitney-U-Test)
#Griin: Signifikant gegeniiber IcSSc, SjS/MCTD und Gesunden im Mann-Whitney-U-Test. *
signifikant hbhere Prévalenz (p<0,05, MWU-Test) ftr ATA/Scl 70-positive gegentiber ATA/Scl 70-

negative.
AA
Pep-
tid
1-25
1
18-
2 42
35-
3 59
52-
4 76
69-
3 93
86-
6 110
103-
! 127
120-
8 144
137-
? 161

dcSSc Herz-

(n=40) betei-
ligung
(n=11)

93 57

61 38

89 73

77 64

116 97

70 70

70 26

111# 68

63 45

IcSSc/ SjS/
CREST MCTD
(n=7) (n=6)
Median

78 78
132 61
96 58
86 54
59 86
65 59
77 55
69* 32**
46 65

Ge-
sun-
de
(n=11)

69

58

60

65

66**

41

29**

33**

33

dcSSc-

Patienten vor

aHSCT
ATA/
Scl70

positiv
(n=16)

60

59*

104

70

169"

88"

65

103

68

ATA/
Scl70
negativ
(n=5)

28

17

28

27

77

40

38

51

26
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

154-
178
171-
195
188-
212
205-
229
222-
246
239-
263
256-
280
273-
297
290-
314
307-
331
324-
348
341-
365
358-
382
375-
399
392-
416
409-
433

156

255

246

144

46

131*

52

59

54

46

26

12

56

23

139

193

62

130

83

15*

41

164

72

30

94

127

33

31

46

43

57

217

102

320

98

14

32

77

53

76

133

77

52

29

48

26

130

212

53

142

36*

12

28**

105**

44

29**

47

68

1**

21

40

20

164

227

27**

107**

56**

3*

67"

204

97

Sl

77

65

40

30*

83

61

160

261

77

223

142

19

26

122

54

69

55

42

22

10

20

73

176

39

134

87

12
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426- 66 36 61 40 44 63* 19
26 450
443- 285 276 264 233 148* 291 223

579- 76 60 147 111 65 110 46
35 603

596- 56 59 24 41 26 66 36
36 620

613- 184 182 139 197 150 192+ 96
37 637

630- 300 199 355 214 192 305 242
38 654

647- 64 50 30* 29 13* 93 13
39 671

664- 145 84 108 98 76** 145 92
40 688

681- 52 53 63 43 37 55* 20
M 705

98



698-
42 722
715-
43 739
732-
4 756
741-
45 765
489-
Topo 573
489-
573
MBP

54

137

222

83

79

38

27

135

251

70

51

27

36

205

169

47

65

42

50

106

232

114

103

59

60

131

113**

67

51

21*

54

154

261

115

79

41

AA = Aminoséure, ATA = Anti-Topoisomerase [-Autoantikérper, dcSSc =
Systemische Sklerose, IcSSc = limitiert kutane Systemische Sklerose, Topo | = Topoisomerase |,
SjS = Sjégren Syndrom, MCTD = Mischkollagenose, MBP = Mannose-binding Protein.
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Abb. 3-8 Boxplots der IgG-Anti-Peptid-AAb-Reaktivitdten der dcSSc-Patienten. AusreilSer (1,5-
bis 3-faches der Boxbreite lber oder unter der 756% bzw. 25%-Perzentile) sind als Kreise,
Extremwerte (mehr als das 3-fache der Boxbreite (iber oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile)
als Kreuze dargestellt. Querbalken stellen Median, 25%- und 75%-Perzentile, T-Balken den
maximalen bzw. minimalen Wert dar, der weder Ausreiller noch Extremwert ist. # = signifikant
(p<0,05; Mann-Whitney-U-Test) gegeniiber SjS/MCTD, IcSSc sowie Gesunden. Topo | =

Topoisomerase I, MBP = Mannose-binding Protein.
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Abb. 3-9 Boxplots der IgM-Anti-Peptid-AAb-Reaktivitdten der dcSSc-Patienten. (1,5- bis 3-faches
der Boxbreite (iber oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile) sind als Kreise, Extremwerte (mehr
als das 3-fache der Boxbreite (iber oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile) als Kreuze
dargestellt. Querbalken stellen Median, 25%- und 75%-Perzentile, T-Balken den maximalen bzw.
minimalen Wert dar, der weder AusreiBer noch Extremwert ist. # = signifikant (p<0,05; Mann-
Whitney-U-Test) gegeniiber SjS/MCTD, IcSSc sowie Gesunden. Der Extremwert fiir Peptid Nr.
40 von Pat. N5 ist mit 3927 [A x 1000] nicht dargestellt. Topo | = Topoisomerase |, MBP =
Mannose-binding Protein.
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Abb. 3-10 Boxplots der IgG-Anti-Peptid-AAb-Reaktivitdten der ATA/Scl 70-positiven dcSSc-
Patienten. Ausreil3er (1,5- bis 3-faches der Boxbreite lber oder unter der 75% bzw. 25%-
Perzentile) sind als Kreise, Extremwerte (mehr als das 3-fache der Boxbreite liber oder unter der
75% bzw. 25%-Perzentile) als Kreuze dargestellt. Querbalken stellen Median, 25%- und 75%-
Perzentile, T-Balken den maximalen bzw. minimalen Wert dar, der weder Ausreil3er noch
Extremwert ist. # = signifikant (p<0,05; Mann-Whitney-U-Test) gegeniiber SjS/MCTD, IcSSc
sowie Gesunden. Topo | = Topoisomerase I, MBP = Mannose-binding Protein.
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Abb. 3-11 Boxplots der IgM-Anti-Peptid-AAb-Reaktivitdten der ATA/Scl 70-positiven dcSSc-
Patienten. Ausreiller (1,5- bis 3-faches der Boxbreite lber oder unter der 75% bzw. 25%-
Perzentile) sind als Kreise, Extremwerte (mehr als das 3-fache der Boxbreite iiber oder unter der
75% bzw. 25%-Perzentile) als Kreuze dargestellt. Querbalken stellen Median, 25%- und 75%-
Perzentile, T-Balken den maximalen bzw. minimalen Wert dar, der weder Ausreil3er noch
Extremwert ist. # = signifikant (p<0,05; Mann-Whitney-U-Test) gegeniiber SjS/MCTD, IcSSc
sowie Gesunden. Topo | = Topoisomerase I, MBP = Mannose-binding Protein.
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Abb. 3-12 Boxplots der IgG-Anti-Peptid-AAb-Reaktivitdten der ATA/Scl 70-negativen dcSSc-
Patienten. Ausreiller (1,5- bis 3-faches der Boxbreite lber oder unter der 75% bzw. 25%-
Perzentile) sind als Kreise, Extremwerte (mehr als das 3-fache der Boxbreite iiber oder unter der
75% bzw. 25%-Perzentile) als Kreuze dargestellt. Querbalken stellen Median, 25%- und 75%-
Perzentile, T-Balken den maximalen bzw. minimalen Wert dar, der weder Ausrei3er noch
Extremwert ist. # = signifikant (p<0,05; Mann-Whitney-U-Test) gegeniiber SjS/MCTD, IcSSc
sowie Gesunden. Topo | = Topoisomerase I, MBP = Mannose-binding Protein.
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Abb. 3-13 Boxplots der IgM-Anti-Peptid-AAb-Reaktivitdten der ATA/Scl 70-positiven dcSSc-
Patienten. Ausreiller (1,5- bis 3-faches der Boxbreite lber oder unter der 75% bzw. 25%-
Perzentile) sind als Kreise, Extremwerte (mehr als das 3-fache der Boxbreite iiber oder unter der
75% bzw. 25%-Perzentile) als Kreuze dargestellt. Querbalken stellen Median, 25%- und 75%-
Perzentile, T-Balken den maximalen bzw. minimalen Wert dar, der weder Ausreil3er noch
Extremwert ist. # = signifikant (p<0,05; Mann-Whitney-U-Test) gegeniiber SjS/MCTD, IcSSc
sowie Gesunden. Topo | = Topoisomerase I, MBP = Mannose-binding Protein.
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Abb. 3-14 Boxplots der IgG-Anti-Peptid-AAb-Reaktivitaten der SjS/MCTD-Patienten. Ausreil3er
(1,5- bis 3-faches der Boxbreite iiber oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile) sind als Kreise,
Extremwerte (mehr als das 3-fache der Boxbreite {iber oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile)
als Kreuze dargestellt. Querbalken stellen Median, 25%- und 75%-Perzentile, T-Balken den
maximalen bzw. minimalen Wert dar, der weder Ausreil3er noch Extremwert ist. * = dcSSc gesamt
signifikant gegentiber dem jeweiligen Kollektiv (p<0,05, Mann-Whitney-U). Topo | =
Topoisomerase |, MBP = Mannose-binding Protein.
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Abb. 3-15 Boxplots der IgM-Anti-Peptid-AAb-Reaktivitdten der SjS/MCTD-Patienten. Ausreil3er
(1,5- bis 3-faches der Boxbreite iber oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile) sind als Kreise,
Extremwerte (mehr als das 3-fache der Boxbreite (iber oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile)
als Kreuze dargestellt. Querbalken stellen Median, 25%- und 75%-Perzentile, T-Balken den
maximalen bzw. minimalen Wert dar, der weder Ausreil3er noch Extremwert ist. * = dcSSc gesamt
signifikant gegentiber dem jeweiligen Kollektiv (p<0,05, Mann-Whitney-U). Topo | =
Topoisomerase |, MBP = Mannose-binding Protein.
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Abb. 3-16 Boxplots der IgG-Anti-Peptid-AAb-Reaktivitédten der IcSSc-Patienten. Ausrei3er (1,5-
bis 3-faches der Boxbreite lber oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile) sind als Kreise,
Extremwerte (mehr als das 3-fache der Boxbreite {iber oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile)
als Kreuze dargestellt. Querbalken stellen Median, 25%- und 75%-Perzentile, T-Balken den
maximalen bzw. minimalen Wert dar, der weder Ausreil3er noch Extremwert ist. * = dcSSc gesamt
signifikant gegeniiber dem jeweiligen Kollektiv (p<0,05, Mann-Whitney-U). Topo | =
Topoisomerase |, MBP = Mannose-binding Protein.
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Abb. 3-17 Boxplots der IgM-Anti-Peptid-AAb-Reaktivitdten der IcSSc-Patienten. Ausrei3er (1,5-
bis 3-faches der Boxbreite lber oder unter der 756% bzw. 25%-Perzentile) sind als Kreise,
Extremwerte (mehr als das 3-fache der Boxbreite (iber oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile)
als Kreuze dargestellt. Querbalken stellen Median, 25%- und 75%-Perzentile, T-Balken den
maximalen bzw. minimalen Wert dar, der weder Ausreil3er noch Extremwert ist. * = dcSSc gesamt
signifikant gegeniiber dem  jeweiligen Kollektiv (p<0,05, Mann-Whitney-U);
Extremwerte von Patient IcSSc 8 fiir Peptid 15 (4226 [A x 1000]) und Peptid 23 (3212 [Ax 1000])
nicht dargestellt. Topo | = Topoisomerase I, MBP = Mannose-binding Protein.
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Abb. 3-18 Boxplots der IgG-Anti-Peptid-AAb-Reaktivitdten gesunder Probanden. Ausreiler (1,5-
bis 3-faches der Boxbreite lber oder unter der 756% bzw. 25%-Perzentile) sind als Kreise,
Extremwerte (mehr als das 3-fache der Boxbreite (iber oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile)
als Kreuze dargestellt. Querbalken stellen Median, 25%- und 75%-Perzentile, T-Balken den
maximalen bzw. minimalen Wert dar, der weder Ausreil3er noch Extremwert ist. * = dcSSc gesamt
signifikant gegeniiber dem jeweiligen Kollektiv (p<0,05, Mann-Whitney-U). Topo | =
Topoisomerase I, MBP = Mannose-binding Protein.
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Abb. 3-19 Boxplots der IgM-Anti-Peptid-AAb-Reaktivitdten gesunder Probanden. Ausreiler (1,5-
bis 3-faches der Boxbreite lber oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile) sind als Kreise,
Extremwerte (mehr als das 3-fache der Boxbreite {iber oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile)
als Kreuze dargestellt. Querbalken stellen Median, 25%- und 75%-Perzentile, T-Balken den
maximalen bzw. minimalen Wert dar, der weder Ausreil3er noch Extremwert ist. * = dcSSc gesamt
signifikant gegentiber dem jeweiligen Kollektiv (p<0,05, Mann-Whitney-U). Topo | =
Topoisomerase |, MBP = Mannose-binding Protein.
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3.4.3. Verhalten der Anti-Peptid-Antikdrper im Verlauf bei
Patienten mit dcSSc

3.4.3.1 Haufigkeit der Anti-Peptid-Antikorper

Die Haufigkeit der Antikorper gegen die verschiedenen Peptide variierte im
Verlauf bei Patienten vor und nach aHSCT nicht wesentlich. Eine vortibergehend
signifikante Verminderung der Pravalenz zeigte sich bei IgG-Antikérpern gegen
die Peptide 6, 8, 19 und 38 sowie IgM-Antikorpern gegen die Peptide 3, 10, 11,
19, 24 und 30. Die Haufigkeit der Antikdrper gegen die Peptide 27, 30 und 31 war
lediglich am Ende des Beobachtungszeitraums signifikant vermindert im
Vergleich zum Zeitpunkt vor aHSCT (bei jedoch abnehmender Gruppengrofie)
(Siehe Tab 3-14).

Tab. 3-14 Héaufigkeiten von IgG- und IgM-Antikérpern gegen Peptide der Topoisomerase | bei
Patienten mit dcSSc vor und zu mehreren Zeitpunkten nach aHSCT. Grau: immundominantes
Epitop. * p<0,05; ** p<0,01 im Vergleich zum ersten Serum/vor Therapie (X?Test).

Erstes Bis 9 9 Mon >18 Erstes Bis 9 9 Mon >18

Pep Serum Mon - 18 Mon Serum Mon - 18 Mon
-tid
! (n=21) (n=17) Mon (n=12) (n=21) (n=17) Mon (n=12)
(n=19) (n=19)
IgG IgM
Positive [%]

43 24 21 33 24 12 16 17
1

38 24 16 33 24 12 16 17
2

62 53 63 50 52 18* 21* 33
3

38 24 26 17 19 0 0* 8
4

33 18 32 33 43 6* 16 33
5

57 18* 26* 33 33 6* 21 17
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489-
573

24 12 16 0 43 12* 37 75
MB

P

Mon = Monate, Topo = Topoisomerase |, MBP = Mannose-binding Protein.

3.4.3.2 Reaktivitat der Anti-Peptid-Antikorper

In der Betrachtung der Anti-Peptid-AAb-Reaktivitaten im zeitlichen Verlauf nach
aHSCT-Therapie ergab sich fur deutlich mehr Peptide eine signifikante
Regredienz der Reaktivitaten, als dies bei den Pravalenzen zu sehen war. Es
bestand eine zumindest passager signifikante Verminderung der
Antikorperreaktivitat gegen die Peptide 3, 4, 5, 6, 8, 13, 15, 16, 19, 21, 22, 23,
30, 38, und 40. Die Antikdrperreaktivitat gegenuber den Peptiden 6, 7, 27, 28, 29,
32, 39, 43, 44 war im Vergleich zum Zeitpunkt vor aHSCT bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums signifikant erniedrigt.
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Abb. 3-20F

Abb. 3-20A-F Reaktivitdten von IgG-Antikérpern gegen Peptide der Topoisomerase | bei dcSSc-
Patienten vor und zu mehreren Zeitpunkten nach aHSCT. A) Peptide 1-8, B) Peptide 9-16, C)
Peptide 17-24, E) Peptide 25-32, E) Peptide 33-40, F) Peptide 43-45 sowie Topo489-573 *p
<0,05; ** p <0,01; (Wilcoxon Signed Rank Test). Z0: vor Therapie, Z1 bis neun Monate, Z2: neun
bis 18 Monate, Z3 mehr als 18 Monate nach Therapie. Balken stellen Mediane, Fehlerbalken
95%iges Konfidenzintervall dar. Pep = Peptid. Z = Zeitpunkt.
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Abb. 3-21F

Abb. 3-21A-F Reaktivitdten von IgM-Antikbrpern gegen Peptide der Topoisomerase | bei dcSSc-
Patienten vor und nach aHSCT. A) Peptide 1-8, B) Peptide 9-16, C) Peptide 17-24, E) Peptide
25-32, E) Peptide 33-40, F) Peptide 43-45 plus Topo489-573; ZO: vor Therapie, Z1 bis neun
Monate, Z2: neun bis 18 Monate, Z3 mehr als 18 Monate nach Therapie. * p <0,05; ** p <0,01;

(Wilcoxon Signed Rank Test). Balken stellen Mediane, Fehlerbalken 95%iges Konfidenzintervall
dar. Pep = Peptid. Z = Zeitpunkt.

In Abb. 6-22A-F wurden die Seren der IgG-ATA/Scl 70-positiven und -negativen
dcSSc Patienten nochmals getrennt voneinander hinsichtlich ihrer Reaktivitat
gegenuber den Peptiden betrachtet.

Eine vortibergehend signifikante Abnahme der IgG-AAb-Reaktivitaten ergab sich
fur die Peptide 1, 3-8, 11, 23, 29 und 38. Eine auch zu Z3 signifikant niedrige
Reaktivitat bestand bei den Peptiden 27, 28, 37, 39 und 43.

Fir die IgM-AAb zeigte sich nur fur Peptide 6, 7, 8, 11, 15, 16, 22, 23, 24, 30, 32,
39 und 40 eine vorubergehende, signifikante Abnahme. Eine anhaltende,

signifikante Reduktion bot sich hier nicht. Die IgM-Daten sind nicht gezeigt.
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Abb. 3-22A Oberer Wert des Konfidenzintervalls von Pep 1 Z 0 (ATA neg) bei 1065 [A x1000]
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Abb. 3-22B Oberer Wert des Konfidenzintervalls von Pep 12 Z1 (ATA neg) bei 1848 [A x1000]
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Abb. 3-22E Oberer Wert des Konfidenzintervalls von Pep 38 Z0 (ATA neg) bei 1427 [A x1000]
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Abb. 3-22F

Abb. 3-22A-F Reaktivitdten von IgG-Antikérpern gegen Peptide der Topoisomerase | bei dcSSc-
Patienten vor und nach aHSCT in Relation zum Vorhandensein von ATA/Scl 70-Antikérpern. A)
Peptide 1-8, B) Peptide 9-16, C) Peptide 17-24, E) Peptide 25-32, E) Peptide 33-40, F) Peptide
43-45 plus Topo489-573; Z0: vor Therapie, Z1 bis neun Monate, Z2: neun bis 18 Monate, Z3
mehr als 18 Monate nach Therapie. * p <0,05; ** p <0,01; (Wilcoxon Signed Rank Test). Balken
stellen Mediane, Fehlerbalken 95%iges Konfidenzintervall dar. Pep = Peptid. Z = Zeitpunkt,
ATA = Anti-Topoisomerase I-Antikbrper, pos = positiv, neg = negativ.
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3.5. Nachweis von Antikérpern gegen das immundominante Epitop
Topo489-573 in Seren von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen

3.5.1. Pravalenz verschiedener Kollektive gegen Topo489-573
IgG-Antikdrper gegen das immundominante Epitop Topo489-573 waren bei 70%
der Patienten mit dcSSc nachweisbar, aber auch in einem hohen Prozentsatz bei
Patienten mit anderen ATA-negativen Erkrankungen (Tab. 3-15). Ein signifikanter
Unterschied in der Haufigkeit des Vorkommens von Anti-Topo489-573-1gG-AAb
fand sich im Vergleich zwischen dcSSc-Patienten und gesunden Probanden.
Hinsichtlich IgM-Antikdrpern war zwischen den Patientengruppen kein
signifikanter Unterschied zu beobachten. Bei aHSCT-Patienten war vor der
aHSCT kein signifikanter Unterschied in der Haufigkeit zwischen den ATA/Scl 70-
positiven und -negativen Patienten zu beobachten.

Tab. 3-15 Prozentuale Haufigkeiten von Anti-Topo489-573-Antikérpern vom IgG- und IgM-Typ bei

Patienten mit verschiedenen Erkrankungen. **p<0,01 dcSSc im Vergleich zum jeweiligen
Kollektiv. (X*-Test).

dcSSc Herz- 1cSSc/  SjS/ Gesun- dcSSc-

(n=40) beteili- CREST MCTD de Patienten vor
gung (n=7) (n=6) (n=11) aHSCT (n=21)
(n=11)
ATA/ ATA/
Scl 70 Scl 70
positiv  negativ
n=16 n=5
% positiv
70 46 57 83 9** 69 60
IgG-Anti-
korper
40 18 29 50 18 38 20
IgM-Anti-
korper

ATA = Anti-Topoisomerase I-Autoantikérper, dcSSc = diffus kutane Systemische Sklerose, IcSSc
= limitiert kutane Systemische Sklerose, Topo | = Topoisomerase I, SjS = Sjégren Syndrom,
MCTD = Mischkollagenose.
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3.5.2. Reaktivitat der Anti-Topo489-573-Antikdrper bei Patienten mit
verschiedenen Erkrankungen

Bei der Betrachtung der Anti-Topo489-573-AAb-Reaktivitaten der Seren von
Patienten mit verschiedenen Erkrankungen fiel auf, dass die Unterschiede
zwischen den dcSSc-Patienten und den Ubrigen Gruppen deutlich geringer
waren, als dies fur ATA gegen Topo FL und Tr der Fall war.

Dennoch waren die IgG-Anti-Topo489-573-Reaktivitaten bei den dcSSc-
Patienten signifikant hoher als bei Patienten mit IcSSc oder bei gesunden
Probanden (p<0,05 bzw. p<0,01; siehe Abb. 3-23A). Gegenlber den anderen
Gruppen bestand kein signifikanter Unterschied.

Far die IgM-Anti-Topo489-573-Reaktivitaten war kein signifikanter Unterschied
zwischen dcSSc-Patienten und Patienten mit anderen Erkrankungen sowie
insbesondere auch kein signifikanter Unterschied von dcSSc Patienten zu
gesunden Probanden nachweisbar (s. Abb. 3-23B).

Innerhalb der dcSSc-Patienten, bei denen eine aHSCT durchgefuhrt wurde,
bestand kein Unterschied in der Anti-Topo489-573-Reaktivitat zwischen ATA/Scl
70-positiven und ATA/Scl 70-negativen Patienten.
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Abb. 3-23A+B Reaktivitdt von (A) IgG- und (B) IgM-Antikérpern gegen Topo489-573 bei Patienten
mit dcSSc und anderen Erkrankungen dargestellt als Boxplot. Ausreil3er (1,5- bis 3-faches der
Boxbreite tiber oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile) sind als Kreise, Extremwerte (mehr als
das 3-fache der Boxbreite (iber oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile) als Kreuze dargestellt.
Querbalken stellen Median, 25%- und 75%-Perzentile, T-Balken den maximalen bzw. minimalen
Wert dar, der weder AusreiSer noch Extremwert ist. (Signifikanz gegenliber dcSSc: *p<0,05;
**p<0,01) Hz = Herzbeteiligung, ATA = Anti-Topoisomerase [-Autoantikérper, dcSSc = diffus
kutane Systemische Sklerose, IcSSc = limitiert kutane Systemische Sklerose, SjS = Sjégren
Syndrom, MCTD = Mischkollagenose, pos = positiv, neg = negativ.
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3.5.3. Verlauf der Anti-Topo489-573-Antikérper bei dcSSc-Patienten

nach aHSCT

3.5.3.1 Haufigkeit
Um grolRere Gruppen fur die statistische Analyse zu schaffen wurden vier
Zeitpunkte gewahlt: Z0: vor aHSCT (n= 21), Z1: ein bis neun Monate nach
aHSCT (n=17), Z2: zehn bis 18 Monate nach aHSCT (n=19), Z3: mehr als 19
Monate nach aHSCT (n=12). Ahnlich wie bei den IgG-AAb gegen Topo FL und
Topo Tr zeigte sich keine signifikante Veranderung der Haufigkeiten 1gG-Anti-
Topo489-573-AAb-positiver Seren unter der Therapie. Die Haufigkeiten IgM-
AAb-positiver Seren nahm ab, diese Veranderung war jedoch nicht signifikant.

Tab. 3-16 Haufigkeit von Anti-Topo489-573 Antikérpern vom IgG- und IgM-Typ bei dcSSc-
Patienten vor und nach aHSCT

Vor aHSCT Bis 9 Mon 9 Mon - 18 >18 Mon

(n=21) (n=17) Mon (n=19) (n=12)
% positiv

67 65 47 42
IgG-Anti-
korper

33 12 32 33
IgM-Anti-
korper

aHSCT = autologe hdmatopoetische Stammzelltransplantation, Mon = Monate.
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Tab. 3-17 Hé&ufigkeit Anti-Topo489-573 Antikérpern vom IgG- und IgM-Typ bei ATA/Scl 70-
positiven dcSSc-Patienten vor und nach aHSCT

Vor aHSCT Bis 9 Mon 9 Mon - 18 >18 Mon

(n=16) (n=12) Mon (n=14) (n=9)
% positiv

69 67 57 56
IgG-Anti-
korper

38 8 29 44
IgM-Anti-
korper

aHSCT = autologe hdmatopoetische Stammzelltransplantation, Mon = Monate.

3.5.3.2 Reaktivitat

Die 1gG-Anti-Topo489-573-AAb-Reaktivitaten nahmen von Z0 zu den
Zeitpunkten Z1 und Z2 signifikant ab, und zwar sowohl im gesamten dcSSc-
Kollektiv (Abb. 3-24A) als auch im Kollektiv der Patienten die vor aHSCT ATA/Scl
70-positiv waren (Abb. 3-25A) Auffallend war, dass bei einem Patienten (S23) mit
hoher Anti-Topo489-573-Reaktivitat, kein Einfluss der aHSCT sichtbar war.
Dasselbe Antikorperverhalten war fur diesen Patienten bereits fur die ATA gegen
Topo FL und Tr gezeigt worden (Abb. 3-2A+B).

Die IgM-Anti-Topo489-573-Reaktivitaten wurden weder im gesamten dcSSc-
Kollektiv noch bei den ATA/Scl 70-positiven Patienten signifikant durch die
aHSCT beeinflusst (Abb. 3-24B, 3-25B+D). Interessant war, dass bei Patient S1,
der primar ATA/Scl 70-negativ war, zum Zeitpunkt Z1 ein transienter Anstieg der
Reaktivitat zu beobachten war. Da dieses Verhalten gegenuber Topo FL und Tr

nicht darzustellen war, ist auch ein Messfehler als Erklarung denkbar.

129



Absorption [A x 1000]

Abb. 3-24A

Absorption [A x 1000]

Abb. 3-24B

1.000=]

S00—

S00—

400

200=]

—
=1=]
S14
—S21
523
— 53
524
S17
520
—S11
S10
== ]
— S22
=1
— 515
S18
—S19
54
=55
— 5B
S13
— AED A
- - -Interpolationslinie

I
1-9 Mon™
Zeitpunkt

I
10-18 Mon ™

500

400

300

200

100

— 51
==
=14
— 521
523
— 53
S24
ST
S20
— 511
10
=t=]
— 522
=1
— 515
s18
— 5109
sS4
=5
— 56
S13
m— I ED AN
— Interpolationslinie

T
1-9 Mon

Zeitpunkt

T
10 - 18 Mon

T
=18 Won

Abb. 3-42A+B Reaktivitét von IgG (A) und IgM-Antikérpern (B) gegen Topo489-573 bei dcSSc-
Patienten, bei denen eine aHSCT durchgefiihrt wurde zu verschiedenen Zeitpunkten vor und

nach aHSCT. *p<0,05 Wilcoxon Signed Rank-Test. S = Patient mit Stammzelltransplantation,
Mon = Monate, Tx = Therapie.
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Abb. 3-25A-D Reaktivitét von Antikbrpern gegen Topo489-573 bei dcSSc-Patienten, bei denen
eine aHSCT durchgefiihrt wurde zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach aHSCT in
Relation zum Nachweis von ATA/Scl 70-Antikérpern vor der aHSCT. Dargestellt sind die Anti-
Topo489-573-Antikérper vom IgG (A) und IgM-Typ (C) bei ATA/Scl 70-positiven Patienten sowie
die Anti-Topo489-573-Antikérper vom IgG (B) und IgM-Typ (D) bei ATA/Scl 70-negativen
Patienten. *p<0,05, Wilcoxon Signed Rank-Test. S = Patient mit Stammzelltransplantation, Mon

= Monate, Tx = Therapie.
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3.5.4. Korrelation der Anti-Topo489-573-Antikdrper mit dem klinischen
Verlauf nach aHSCT

Die Patienten, die sich einer autologen Stammzelltransplantation unterzogen,
wurden wie unter Abschnitt 3.3 beschrieben in zwei Gruppen hinsichtlich des
Outcomes nach aHSCT unterteilt. Patienten der Gruppe 2 (schlechteres
Outcome) hatten mit 80% haufiger Anti-Topo489-573-AAb vom IgG-Typ als
Patienten der Gruppe 1 (gutes Ansprechen) mit 55% (Tab. 3-18) Dieser
Unterschied war jedoch nicht signifikant (p=0,217; x2-Test). Gleiches galt fur IgM-
Anti-Topo489-573-AAb (p=0,537) Die IgG-Anti-Topo489-573-AAb-Reaktivitaten
vor aHSCT waren bei Patienten der Gruppe 2 hoher als bei solchen der Gruppe
1, jedoch nicht signifikant héher (p=0,078; MWU). Bei der Héhe der IgM-AAb-

Reaktivitaten zeigte sich kein relevanter Unterschied (Abb. 3-26).

Tab. 3-18 Héaufigkeiten der 1gG- und IgM-Anti-Topo489-573-Antikérper vor aHSCT in Relation
zum Ansprechen auf die aHSCT.

Gutes Ansprechen Schlechtes Ansprechen
Gruppe 1 (n=11) Gruppe 2 (n=10)
Antiko
MUKOTPEr 196 IgM I9G IgM
55 27 80 40
% positiv
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Abb. 3-26 Boxplots der IgG- und IgM-AAb-Reaktivititen gegen Topo489-573 des dcSSc
Kollektivs, das sich einer HSCT-Therapie unterzog. Zeitpunkt vor Beginn der Therapie.

Ausreil3er (1,5- bis 3-faches der Boxbreite iiber oder unter der 75% bzw. 25%-Perzentile) sind als
Kreise, Extremwerte (mehr als das 3-fache der Boxbreite liber oder unter der 75% bzw. 25%-
Perzentile) als Kreuze dargestellt. Querbalken stellen Median, 25%- und 75%-Perzentile, T-
Balken den maximalen bzw. minimalen Wert dar, der weder Ausreil3er noch Extremwert ist. NA =
Nicht-Ansprechen, An = Ansprechen, Topo = Topoisomerase |I.

3.6. Analyse der Korrelationen zwischen den verschiedenen Topo-I-
Antikorpern

Korrelationen  zwischen den  Antikorperreaktivitaten gegenlber den
verschiedenen Topoisomerase |-Antigenen einschlie3lich der Peptide wurden mit
Hilfe des Pearson-Korrelationskoeffizienten r bzw. des Bestimmtheitsmales R?
ermittelt. Angesichts deutlicher AusreilRerwerte und —insbesondere bei den Topo
I-Peptid-AAb— eher schwacher Korrelationen, wurde zusatzlich der

Rangkorrelationskoeffizient Rho nach Spearman errechnet.
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3.6.1. Korrelation zwischen Antikérpern gegen Topo Tr und Topo FL

Zwischen den Topoisomeraseantigenen lieBen sich mit unterschiedlichen
Methoden signifikante Korrelationen ermitteln. Insbesondere korrelierten die IgG-
AAb von Topo FL und Topo Tr sehr stark miteinander (Korrelationskoeffizient
nach Pearson r = 0,98; Bestimmtheitsmall R? = 0,91; Rangkorrelationskoeffizient
nach Spearman Rho = 0,93). Die Korrelationen von IgG- mit IgM-AAb (auch
desselben Antigens) sind ebenfalls signifikant, jedoch schwacher, wahrend
zwischen den IgM-AAD der beiden Topo-Antigene eine starke Korrelation besteht
siehe Tab. 3-19 bis 3-21.

Tab. 3-19 Korrelationskoeffizient r nach Pearson fiir IgG- und IgM-Autoantikérper gegen die
beiden Topoisomerase I-Antigene analysiert bei 56 dcSSc Patienten.

FLIgG TrilgG FLIgM TrigM

Pearsonr

Pearson-Korrelation 1,00 0,96 0,45 0,40
FL IgG

Sig. (2-seitig) <0,001 <0,001 0,002

Pearson-Korrelation 0,96 1,00 0,44 0,43
TrigG

Sig. (2-seitig) <0,001 0,001 0,001

Pearson-Korrelation 0,45 0,44 1 0,90
FL IgM

Sig. (2-seitig) <0,001 0,001 <0,001

Pearson-Korrelation 0,40 0,43 0,9 1,00
Tr igM

Sig. (2-seitig) 0,002 0,001  <0,001

FL = full length; Tr = truncated; Sig. = Signifikanz.
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Tab. 3-20 Bestimmtheitsmall R? fir IgG- und IgM-Autoantikérper gegen die beiden
Topoisomerase I-Antigene analysiert bei 56 dcSSc Patienten.

FL IgG Tr igG FL igM Tr IgM
Bestimmtheitsmal
R2

1,00 0,91 0,20 0,16
FL IgG

0,91 1,00 0,20 0,18
TrigG

0,20 0,20 1,00 0,80
FL IgM

0,16 0,18 0,80 1,00
Tr igM

FL = full length; Tr = truncated; Sig. = Signifikanz.

Tab. 3-21 Rangkorrelationskoeffizient Rho nach Spearman fir IgG- und IgM-Autoantik6rper
gegen die beiden Topoisomerase I-Antigene analysiert bei 56 dcSSc Patienten. (FL = full length;
Tr = truncated; Sig. = Signifikanz)

FLIgG TrigG FLIgM TrigM
Spearman-Rho

Rho 1,00 0,93 0,66 0,54
FL IgG

Sig. (2- <0,001 <0,001 <0,001

seitig)

Rho 0,93 1,00 0,67 0,61
Tr lgG

Sig. (2- <0,001 <0,001 <0,001

seitig)

Rho 0,66 0,67 1,00 0,93
FL IgM

Sig. (2- <0,001 <0,001 <0,001

seitig)

Rho 0,54 0,61 0,93 1,00
Tr igM

Sig. (2- <0,001 <0,001 <0,001

seitig)

FL = full length; Tr = truncated; Sig. = Signifikanz.
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Die Starke der jeweiligen Korrelationen zeigte sich auch in den
Streudiagrammen. In der grafischen Darstellung von Topo Tr- und Topo FL-IgG-
AADb im Streudiagramm, ergab sich, wie angesichts der Korrelationskoeffizienten
zu erwarten, ein schmaler Bereich, in dem sich die Punkte verteilten (Abb. 3-27A-
D). AusreiRer kamen kaum vor; lediglich das Serum eines Patienten mit
Herzbeteiligung (Patient Hz1) wies einen deutlichen Unterschied zwischen der
Reaktivitat gegenuber Topo FL (1506 A x 1000) und Topo Tr (776 A x 1000) auf.

Die Verteilung von Topo FL-IgM gegenuber Topo Tr-IgM ergab ebenfalls eine
signifikante, starke Korrelation. Ahnlich wie bei den IgG-AAb fanden sich nur
wenige Ausreilder. Zu nennen sind hier die Seren der Patienten S12 (1041 A x
1000 [Topo FL)/ 540 A x 1000[Topo Tr]) sowie Hz6 (96/456 A x 1000).

Sowohl im Vergleich der Reaktivitaten der Topo FL IgG-AAb mit den Topo FL-
IgM-AAD, als auch der Topo Tr IgG-AAb mit den Topo Tr-IgM-AAb ergab sich eine
zwar noch signifikante, jedoch schwache Korrelation mit deutlich gréRerer Anzahl
an Ausreil3ern. Insbesondere bestanden in beiden Fallen fur viele Seren hohe
IgG-AAb-Titer, wahrend die IgM-Titer niedrig waren.
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Abb. 3-27A
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Abb. 3-27A-D Streudiagramme fiir IgG- und IgM-AAb gegen Topoisomerase I-Antigene bei 56
dcSSc Patienten. A) Topo Tr-lgG-AAb gegen Topo FL-IgG-AAb aufgetragen. B) Topo Tr-IgM
gegen Topo FL-IgM. C) Topo FL-IgG gegen Topo FL-IgM. D) Topo Tr-IgG gegen Topo Tr-IgM.
Topo = Topoisomerase |, FL = full length, Tr= Truncated, R*=Bestimmtheitsmal3, dcSSc = diffus
kutane Systemische Sklerose.

Anhnliche Befunde ergaben sich bei der Analyse der Antikrper im Kollektiv der 18
ATA/Scl 70-positiven dcSSc-Patienten, bei denen eine aHSCT durchgeflhrt
wurde. Die starkste Korrelation (Pearson r = 0,99; R?=0,99) fand sich zwischen
den 1gG-AAb-Reaktivitaten gegen beide Topo I-Antigene. Eine ebenfalls starke
Korrelation miteinander boten die IgM-Reaktivitaten gegen die beiden Topo I-
Antigene. Die IgM- und IgG-AAb gegen die jeweiligen Antigene korrelierten nicht
signifikant miteinander (Pearson r). Mittels des Rangkorrelationskoeffizienten
Spearman Rho lielen sich fur nahezu alle oben genannten Falle signifikante
Korrelationen ermitteln, lediglich die Korrelation zwischen Topo Tr-IgG- und Topo
Tr-IgM-AAb war nicht signifikant. Anders als im Gesamtkollektiv der dcSSc-
Patienten ist bei den  ATA/Scl 70-positiven Patienten der
Rangkorrelationskoeffizient der IgM-AAb gegen beide Topo I-Antigene sogar
geringfugig hoher als der entsprechende der IgG-AAb (Rho = 0,94 bzw Rho =
0,93).
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Tab. 3-22 Korrelationskoeffizient r nach Pearson fiir IgG- und IgM-Autoantikérper gegen die
beiden Topoisomerase I-Antigene analysiert bei 18 ATA/Scl 70-positiven dcSSc-Patienten, bei
denen eine aHSCT durchgefiihrt wurde.

FLIgG TrigG FLIgM TrligM

Pearsonr

Pearson 1,00 0,99 0,42 0,40
FL IgG )

Korrelation

Sig. (2-seitig) <0,001 0,087 0,099

Pearson 0,42 0,37 1,00 0,86
FL IgM .

Korrelation

Sig. (2-seitig) 0,087 0,126 <0,001

Pearson 0,99 1,00 0,37 0,38
Tr lgG .

Korrelation

Sig. (2-seitig) <0,001 0,126 0,118

Pearson 0,40 0,38 0,86 1,00
Tr igM .

Korrelation

Sig. (2-seitig) 0,099 0,118 <0,001

FL = full length; Tr = truncated, Sig. =Signifikanz

Tab. 3-23 Bestimmtheitsmal3 R? fir IgG- und IgM-Autoantikbrper gegen die beiden
Topoisomerase I-Antigene analysiert bei 18 ATA/Scl 70-positiven dcSSc-Patienten, bei denen
eine aHSCT durchgefiihrt wurde.

FLIgG TrilgG FLIgM TrigM
BestimmtheitsmaR

R2

R2 1,00 0,99 0,17 0,16
FL IgG

R2 0,17 0,14 1,00 0,74
FL IgM

R? 0,99 1,00 0,14 0,15
Tr lgG

R2 0,16 0,15 0,74 1,00
Tr igM

FL = full length; Tr = truncated; Sig. =Signifikanz
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Tab. 3-24 Rangkorrelationskoeffizient Rho nach Spearman gegen die beiden Topoisomerase-
Antigene analysiert bei 18 ATA/Scl 70 positiven dcSSc-Patienten, bei denen eine aHSCT
durchgefiihrt wurde.

FLIgG TrigG FLIgM TrligM
Spearman-Rho

Rho 1,00 0,93 0,66 0,53
FL IgG

Sig. (2-seitig) <0,001 0,003 0,025

Rho 0,66 0,51 1,00 0,94
FL IgM

Sig. (2-seitig) 0,003 0,030 <0,001

Rho 0,93 1,00 0,51 0,40
Tr lgG

Sig. (2-seitig) <0,001 0,030 0,099

Rho 0,53 0,40 0,94 1,00
Tr igM

Sig. (2-seitig) 0,025 0,099  <0,001

FL = full length; Tr = truncated; Sig. =Signifikanz

Die Streudiagramme der IgG-AAb-Reaktivitaten gegen die Topo I-Antigene der
18 ATA/Scl 70 positiven dcSSc-Patienten vor aHSCT wiesen eine homogene
Verteilung ohne relevante Ausreiler auf. Bei den IgM-AAb zeigten sich
insbesondere in den hdheren Reaktivitatsbereichen einige Ausreiller (Abb. 3-28
A-D). Zwischen IgM- und 1gG-AAb ergab sich ein ahnliches Bild wie bereits oben
fur das gesamte dcSSc-Kollektiv beschrieben: Insbesondere fielen
Patientenseren mit hohen IgG-Reaktivitaten, jedoch ohne die entsprechenden

IgM-Reaktivitaten auf.
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Abb. 6-28A-D Streudiagramme fiir IgG- und IgM-AAb gegen Topoisomerase I-Antigene bei 18
ATA/Scl 70-positiven dcSSc-Patienten, bei denen eine aHSCT durchgefiihrt wurde. A) Topo Tr-
1gG-AAb gegen Topo FL-IgG-AAb aufgetragen. B) Topo Tr-IgM gegen Topo FL-IgM. Abb. C) Topo
FL -IgM gegen Topo FL-IgG. D) Topo Tr-IgM gegen Topo Tr-IgG. Topo = Topoisomerase I, FL =
full length, Tr = truncated, R? = Bestimmtheitsmal3, ATA = Anti-Topoisomerase |-Antikérper.
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3.6.2. Korrelation von Anti-Topo FL und Tr-Antikérpern mit Antikorpern
gegen Peptide der Topoisomerase |

Die Korrelationen der ATA (FL und Tr) mit den Anti-Peptid-AAb wurden ebenfalls
mittels Pearson-Korrelationskoeffizient und dem Bestimmtheitsmal R? einerseits
sowie dem Rangkorrelationskoeffizienten Rho nach Spearman andererseits
ermittelt.

Bei den dcSSc-Patienten fand sich eine schwache Korrelation zwischen den IgG-
AADb-Reaktivitaten gegen Topo FL bzw. Topo Tr und denen gegen Peptid 2 und 3
(r=0,33 bzw. r=0,34), ferner eine reziproke Korrelation mit Antikbrpern gegen das
Peptid 33 (Abb. 3-29A). Das Bestimmtheitsmald der Korrelation der ATA-
Reaktivitaten mit den Antikdrperreaktivitaten gegen die Peptide 2 und 3 war mit
0,11 bzw. 0,12 (FL und Tr) sehr gering (Abb. 3-30A).

Die Analyse der IgM-AAb-Reaktivitaten der dcSSc-Patientenseren mittels
Pearson-Korrelationskoeffizient r ergab signifikante Korrelationen von Anti-Topo
FL-Antikorpern mit Antikbrpern gegen die Peptide 2-14, 21, 24, 27, 28, 37 und
45. (Abb. 3-29B). Das Bestimmtheitsmal} R war im Vergleich von Anti-Topo FL-
AADb mit Anti-Peptid 2- und 3-Antikorper am hochsten (R?=0,415 bzw. R?=0,341).
Signifikante Korrelationen lieRen sich mit Pearsons r zwischen den Anti-Topo Tr-
AADb-Reaktivitaten und den Antikorperreaktivtaten gegen die Peptide 2, 3, 4, 5, 9,
11, 14, 23, 24, 37 und 45 ermitteln. Das Bestimmtheitsmall war zwischen den
Anti-Topo Tr-AAb-Reaktivitaten und den Reaktivitaten gegen Peptid 2 und 45 am
héchsten (R?=0,35, bzw. R?=0,34) (Abb. 3-30B).

Bei der Analyse der 16 ATA/Scl 70-positiven Patienten, bei denen eine aHSCT
durchgefuhrt wurde, zeigte sich fur IgG-AAb eine signifikante, jedoch reziproke
Korrelation der Antikdrperreaktivitaten gegeniber beiden Topo I-Antigene (Topo
Tr und FL) mit Antikbrpern gegen das Peptid 24 (Abb. 3-29C). Das
Bestimmtheitsmal} (R?) der reziproken Korrelation lag bei R?>=0,52 bzw. R?=0,53
(Abb. 3-30C). Fur IgM-AAb Reaktivitaten zeigte sich eine signifikante Korrelation
zwischen den AntikOrperreaktivitdten gegen beide Topo I[-Antigene mit
Antikorpern gegen die Peptiden 2, 3, 14 und 27, ferner eine Korrelation von Anti-
Topo FL-Antikbrpern mit Antikorpern gegen Peptid 5 (Abb. 3-29D). Die

Bestimmtheitsmalle der beiden o.g. starken Korrelationen waren entsprechend
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die héchsten (R?=0,67 fur Peptid 3 und Topo FL). Bestimmtheitsmale von R?>0,3
bestehen ferner fur die Korrelationen mit Antikérpern gegen die Peptide 2, 3, 27
(Abb. 3-30D).

Zur weiteren Einordnung wurde der Spearman Rangkorrelationskoeffizient (Rho)
bestimmt. Werden hiermit die IgG-AAb der 40 dcSSc Patienten analysiert, so
ergeben sich signifikante, jedoch schwache Korrelationen von Antikdrpern gegen
Topo FL mit AntikGrpern gegen die Peptide 5, 16, 31 und 39; ferner bestehen
signifikante, schwache Korrelationen von Anti-Topo Tr-Antikorpern mit den
Antikdrpern gegen die Peptide 5 und 39 (Abb. 3-31A). Fur die IgM-AAb zeigen
sich mittels des Rangkorrelationskoeffizienten signifikante Korrelationen von
Anti-Topo FL-Antikorpern mit Antikorpern gegen nahezu alle Peptide der
Topoisomerase mit Ausnahme der Peptide 16, 18, 20 und 42. Korrelationen
mittlerer Starke (0,5 < Rho < 0,7) finden sich fur Anti-Topo FL-Antikérper und
Antikdrper gegen die Peptide 2, 3, 6, 7, 9, 10, 11, 13, 14, 19, 29, 30, 41, starke
Korrelationen fur AntikOrper gegen die Peptide 5 (Rho = 0,8) und 45 (Rho = 0,71);
Ahnliche Korrelationen werden von IgM-AAb gegen Topo Tr mit den Anti-Peptid-
Antikdrpern nachgewiesen (Abb. 3-31B).

Korreliert man mittels des Korrelationskoeffizienten Rho nach Spearman die 1gG-
Anti-Topo FL-Antikorper bei den 16 Patienten mit ATA/Scl 70-positiver dcSSc, bei
denen eine aHSCT durchgefuhrt wurde, ergaben sich mittels
Korrelationskoeffizienten Rho reziproke Korrelationen der IgG-Anti-Topo FL-AAb
mit Antikbrpern gegen die Peptide 7 und 24 (Abb. 3-31C). Fir IgM-AAb zeigten
sich signifikante Korrelationen der Antikdrper gegen beide Topo-Antigene mit den
Peptiden 2, 5, 9, 11 und 14, sowie zusatzlich von Anti-Topo FL AntikGrpern mit
Antikorpern gegen Peptid 3.
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Abb. 3-29A-D Pearson Korrelationskoeffizient r zwischen Antikérperreaktivitdten gegen 45
Peptide der Topoisomerase | sowie das immundominante Epitop Topo489-573 und Antikérper
gegen Topo FL (Blau, 1. Balken) und gegen Topo Tr (Orange, 2. Balken). A) fiir IgG-AntikGrper
bei 40 dcSSc-Patienten, B) fiir IgM-Antikérper bei 40 dcSSc-Patienten, C) fiir IgG-Antikérper bei
16 ATA/Scl 70-positiven dcSSc-Patienten vor aHSCT, D) fiir IgM Antikérper bei 16 ATA/Scl 70-
positiven dcSSc-Patienten vor aHSCT. *p<0,05 **p<0,01 jeweils gegenliber Topo FL, #<0,05,
##p<0,01 jeweils gegeniiber Topo Tr. Topo = Topoisomerase I, FL = full length, Tr = truncated,
MBP = Mannose-binding Protein.
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Abb. 3-30A-D Bestimmtheitsmall R? fiir AntikGrperreaktivitdten gegen 45 Peptide der
Topoisomerase | sowie das immundominante Epitop Topo489-573 und Antikérper gegen Topo FL
(Blau, 1. Balken) und gegen Topo Tr (Orange, 2. Balken). A) fiir IgG-Antikérper bei 40 dcSSc-
Patienten, B) fiir IgM-Antikérper bei 40 dcSSc-Patienten, C) fiir IgG-Antikérper bei 16 ATA/Scl 70-
positiven dcSSc-Patienten vor aHSCT, D) fiir IgM Antikérper bei 16 ATA/Scl 70-positiven dcSSc-
Patienten vor aHSCT. *p<0,05 **p<0,01 jeweils gegeniiber Topo FL, #<0,05, ##p<0,01 jeweils
gegentiber Topo Tr. Topo = Topoisomerase I, FL = full length, Tr = truncated, MBP = Mannose-
binding Protein.
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Abb. 3-31A-D Spearman Rangkorrelationskoeffizient Rho fiir Antikérperreaktivitdten gegen 45
Peptide der Topoisomerase | sowie das immundominante Epitop Topo489-573 und Antikérper
gegen Topo FL (Blau, 1. Balken) und gegen Topo Tr (Orange, 2. Balken). A) fiir IgG-AntikGrper
bei 40 dcSSc-Patienten, B) fiir IgM-Antikérper bei 40 dcSSc-Patienten, C) fiir IgG-Antikérper bei
16 ATA/Scl 70-positiven dcSSc-Patienten vor aHSCT, D) fiir IgM-Antikérper bei 16 ATA/Scl 70-
positiven dcSSc-Patienten vor aHSCT. *p<0,05 **p<0,01 jeweils gegenliber Topo FL, #<0,05,
##p<0,01 jeweils gegeniiber Topo Tr. Topo = Topoisomerase I, FL = full length, Tr = truncated,
MBP = Mannose-binding Protein.
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Fir die lgG-Antikdrperreaktivitaten gegen die beiden Peptide 2 und 3, die
signifikant mit den IgG-AAb-Reaktivitaten gegen Topo FL und Tr korrelieren,
zeigte sich im Streudiagramm passend zur schwachen Korrelation eine
inhomogene Verteilung mit vielen AusreiRern. Insbesondere boten viele
Patientenseren eine hohe Reaktivitat mit Topo FL/Tr bei geringer Reaktivitat mit
den Peptiden (Abb. 3-32A+B).

Die starksten Korrelationen von Anti-Peptid-lgM-AAb mit den Anti-Topo |-IgM-
AAb hatten die Peptide 2, 5 und 45. Hier bot sich vor allem im Vergleich von
Peptid 2 und 5 mit Topo FL im unteren Bereich der Skala ein relativ homogenes
Bild (Abb. 3-32C+D). In den oberen Bereichen der Reaktivitatsskala gab es
jedoch einige Ausreilder. Im Vergleich von Peptid 45 mit Topo Tr ergab sich
insgesamt Uber den gesamten Skalenbereich ein homogenes Bild. Es ergaben
sich jedoch vier deutliche Ausreier (Abb. 3-32E).
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dcSSc Peptid 5/ Topo FL IgM

1000
900 |

800

~
o
o

(o))
o
o

Topo FL [A x 1000]
N u
o o
o o
o

w
o
S
o

.s®
o*
.t
.

200 e

..... °
100 o4 ®
------ ° o
0 °

400 X 600 800 1000 1200
Peptid 5 [A x 1000]

Abb. 3-32D

dcSSc Peptid 45/ Topo Tr IgM
900

800 °

700

600 ®

500 R2=0,3415..."

400

Topo Tr [A x 1000]

PELM
.s®
0ee’
oo
X4

300 ® .

200 ® ‘ ............

100 | g b °

300 400 500 600 700
Peptid 45 [A x 10001

Abb. 3-32E

Abb. 3-32A-E Punktdiagramme der Anti-Peptid-AntikGrperreaktivitdten aufgetragen gegen
die Anti-Topo I-Antikérperreaktivitdten von 40 dcSSc-Patienten. A) IgG-AAb gegen Topo fl
und Peptid 2. B) IgG-AAb gegen Topo fl und Peptid 3. C) IgM-AAb gegen Topo fl und
Peptid 2. D) IgM-AAb gegen Topo fl und Peptid 5. E) IgM-AAb gegen Topo tr und Peptid
45. Topo = Topoisomerase I, FL = full length, Tr = truncated, R? = Bestimmtheitsmal,
dcSSc= diffus kutane Systemische Sklerose.
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3.6.3. Korrelation der Antikdrper gegen die Topoisomerase mit Anti-
Topo489-573-Antikdrpern

Im Vergleich der AAb-Reaktivitaten gegen Topo FL und Tr mit denen gegen
Topo489-573 ergab sich zwar insgesamt ein homogenes Bild, es bestand jedoch
ebenso wie bei den Anti-Peptid-AAb eine deutlich hohere Reaktivitat fur einige
Patientenseren gegenuber den Topo I-Antigenen als gegen Topo489-573.
Mittels des Korrelationskoeffizienten r nach Pearson liel3 sich fir IgG-AAb gegen
das immundominante Epitop Topo489-573 eine sehr signifikante Korrelation mit
den Topoisomeraseantigenen Topo FL (r = 0,59) und Topo Tr (r = 0,60) von
allerdings nur mittlerer Starke ermitteln (Tab. 3-25). Es ergab sich hier ein
Bestimmtheitsmal® von R? = 0,35 bzw. R? = 0,36 (Tab. 3-26). Hinsichtlich des
Rangkorrelationskoeffizienten Rho stellten sich mit Rho = 0,56 bzw. Rho = 0,57
sehr signifikante Korrelationen von jedoch ebenfalls nur mittlerer Starke (Tab. 3-
27) dar. Die IgM-AAb gegen das immundominante Epitop korrelierten signifikant,
jedoch nur schwach mit den IgM-AAb gegen Topo FL (r=0,42) (Tab. 3-25). Mit
Topo Tr-IgM-AAb bestand keine signifikante Korrelation. Das Bestimmtheitsmal}
fur erstere Korrelation belief sich auf R? = 0,18 (Tab. 3-26). Mittels des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman liel3 sich eine signifikante, aber
schwache Korrelation von Anti-Topo489-573-IgM-AAb mit IgM-AAb gegen Topo
FL (Rho = 0,47) und gegen Topo Tr (Rho = 0,38) darstellen (Tab. 3-27).
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Tab. 3-25 Korrelationskoeffizient r nach Pearson der IgG- und IgM-Autoantikérper gegen das
immundominante Epitop Topo489-573 mit den AAb gegen die beiden Topoisomerase I-Antigene
in Seren von 40 getesteten dcSSc-Patienten.

Pearson r
FL IgG TrigG FL IgM TrigM
Topo489-573 IgG  Pearson-Korrelation | 0,59 0,60 / /
Sig. (2-seitig) <0,001 <0,001 / /
Topo489-573 IgM  Pearson-Korrelation '/ / 0,42 0,27
Sig. (2-seitig) / / 0,007 0,09

FL = full length; Tr = truncated; Sig. = Signifikanz

Tab. 3-26 Bestimmtheitsmal3 R? der IgG- und IgM-Autoantikérper gegen das immundominante
Epitop Topo489-573 mit den AAb gegen die beiden Topoisomerase I-Antigene in Seren von 40
getesteten dcSSc-Patienten.

BestimmtheitsmaR R?
FL IgG TrigG FL IgM Tr igM

Topo489-573 IgG 0,35 0,36 / /

Topo489-573 IgM / / 0,18 0,08

FL = full length; Tr = truncated; Sig. = Signifikanz

3-27 Rangkorrelationskoeffizient Rho nach Spearman der IgG- und IgM-Autoantikbrper gegen
das immundominante Epitop Topo489-573 mit den AAb gegen die beiden Topoisomerase I-
Antigene in Seren von 40 getesteten dcSSc-Patienten

Spearman-Rho
FL IgG TrigG FL IgM Tr igM

Topo489-573 IgG Rho 0,56 0,57 / /
Sig. (2-seitig) <0,001 <0,001 / /

Topo489-573 IgM Rho / / 0,47 0,38
Sig. (2-seitig) / / 0,002 0,02

FL = full length; Tr = truncated; Sig. = Signifikanz
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Tab. 3-28 Korrelationskoeffizient r der IgG- und IgM-Autoantikérper gegen das immundominante
Epitop Topo489-573 mit den AAb gegen die beiden Topoisomerase I-Antigene in Seren von 16
ATA/Scl 70-positiven dcSSc-Patienten, die eine aHSCT erhielten

Pearsonr

FL IgG TrigG FL IgM TrigM
ATA/Scl 70 pos. g g g g

Topo489-573 IgG nggggon 0,46 0,48 / /
Sig. (2-seitig) 0,07 0,06 / /

Topo489-573 IgM igfrflg?ion / / 0,05 0,06
Sig. (2-seitig) / / 0,85 0,83

FL = full length; Tr = truncated; Sig. = Signifikanz

Tab. 3-29 Bestimmtheitsmal3 R? der IgG- und IgM-Autoantikérper gegen das immundominante
Epitop Topo489-573 mit den AAb gegen die beiden Topoisomerase I-Antigene in Seren von 16
ATA/Scl 70-positiven dcSSc-Patienten, die eine aHSCT erhielten.

BestimmtheitsmaR R?
FL IgG TrigG FL IgM Tr igM
ATA/Scl 70-pos

Topo489-573 IgG 0,22 0,23 / /
Topo489-573 IgM / / 0,003 0,003

FL = full length; Tr = truncated; Sig. = Signifikanz

Tab. 3-30 Rangkorrelationskoeffizient Rho nach Spearman der IgG- und IgM-Autoantikérper
gegen das immundominante Epitop Topo489-573 mit den AAb gegen die beiden Topoisomerase
I-Antigene in Seren von 16 ATA/Scl 70-positiven dcSSc-Patienten, die eine aHSCT erhielten.

Spearman-Rho
FL IgG TrigG FL IgM TrigM
ATA/Scl 70-pos

Topo489-573 IgG Rho 0,53 0,49 / /
Sig. (2-seitig) 0,03 0,06 / /

Topo489-573 IgM Rho / / 0,13 0,11
Sig. (2-seitig) / / 0,62 0,69

FL = full length; Tr = truncated; Sig. = Signifikanz
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In Streudiagrammen, in denen die IgG- und IgM-Reaktivitaten gegen das
immundominanten Epitops Topo489-573 aufgetragen sind gegen die
Antikorperreaktivitaten gegenuber den Topo I-Antigenen (Topo FL und Tr) boten
sich heterogene Bilder. Im Vergleich mit den Topo FL- und Topo Tr-lgG-AAb, mit
denen, wie oben gezeigt, die starksten Korrelationen bestanden, zeigte sich flr
die Patientenseren mit hoher Anti-Topo489-573-Reaktivitat auch eine hohe ATA-
Reaktivitat mit einem relativ homogenen Verteilungsmuster. Vice versa boten
viele Seren mit hoher Reaktivitat fur die Topo-Antigene nur geringe Reaktivitaten
gegen Topo489-573 mit dem Ergebnis eines inhomogenen Verteilungsbildes in
den unteren Bereichen der Skala (Abb. 3-33A+B).

In der entsprechenden Betrachtung der IgM-Reaktivitaten fand sich nur jeweils
ein Patientenserum, welches gleichzeitig eine hohe Anti-Topo489-573- und ATA-
Reaktivitat bot. Die Ubrigen Seren zeigen eine geringere Reaktiviert gegen
Topo489-573; bei einigen besteht gleichzeitig eine hohe ATA-Reaktivitat (Abb. 3-
33C+D).

Betrachtete man ausschliel3lich die ATA/Scl 70-positiven Patienten, so entsprach
das Bild fur die IgG-AAb-Reaktivitaten weitestgehend demjenigen, welches sich
bereits in der Betrachtung des gesamten dcSSc-Patienten-Kollektivs geboten
hatte. Es gab einige Seren mit hoher Reaktivitat gegen Topo489-573 und die
Topoisomerase-Antigene, einige mit fehlender Reaktivitat gegen die jeweiligen
Antigene und es gab die Mehrzahl der Seren, die zwar eine hohe ATA-Reaktivitat,
jedoch eine nur geringe Anti-Topo489-573-Reaktivitat zeigten (Abb. 3-34A+B).
Die entsprechenden Streudiagramme fur IgM-AAb der 16 ATA/Scl 70-positiven
Patienten sind aufgrund der sehr schwachen Korrelationen nicht dargestellit.
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Abb. 3-33A-D Streudiagramme der IgG- und IgM-AAb gegen das immundominante Epitop

Topo489-573 gegentiber der ATA-Reaktivitat von 40 dcSSc-Patienten. A) Topo489-573-1gG-AAb

gegen Topo FL-IgG-AAb aufgetragen. B) Topo489-573-1gG gegen Topo Tr-IgG. C) Topo489-573-

IgM gegen Topo FL-IgM. D) Topo489-573-IgM gegen Topo Tr-IgM. Topo = Topoisomerase |,

dcSSc = diffus kutane systemische Sklerose, FL = full length, Tr = Truncated,
2=Bestimmtheitsmal3
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Abb. 3-34A+B Streudiagramme der 1gG- und IgM-AAb gegen das immundominante Epitop
Topo489-573 gegentliber der ATA-Reaktivitat von 16 ATA/Scl 70-positiven dcSSc-Patienten. A)
Topo489-573-1gG-AAb gegen Topo FL-IgG-AAb. B) Topo489-573-1gG gegen Topo Tr-IgG. Topo
= Topoisomerase I, dcSSc = diffus kutane systemische Sklerose, FL = full length, Tr = Truncated,
R?=Bestimmtheitsmal3, ATA = Anti-Topoisomerase |-Antikérper.
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3.6.4. Korrelation der Anti-Peptid-Antikdrper untereinander

Auch untereinander wurden die einzelnen Peptide mittels Pearson
Korrelationskoeffizient r sowie mittels Rangkorrelationskoeffizient Rho nach
Spearman Kkorreliert. Hier ergaben sich —angesichts der geringen Anzahl
signifikanter Korrelationen der ATA mit den Anti-Peptid-AAb— Uberraschend viele
signifikante und sehr signifikante Korrelationen. Eine nicht geringe Zahl dieser
Korrelationen war von gro3erer Starke. Betrachtete man die Anti-Peptid-IgG-AAb
im Kollektiv aller 40 untersuchten dcSSc-Patienten, so fanden sich starke
Pearson-Korrelationen (mit r > 0,7) zwischen den Peptiden 1 und 26 bzw. 38, den
Peptiden 2 und 5, den Peptiden 5 und 20, den Peptiden 9 und 11, den Peptiden
10 und 28 bzw. 40, den Peptiden 14 und 36, den Peptiden 15 und 16, 23, 25, 26,
30 bzw. 31, den Peptiden 16 und 23, 30 bzw. 31, den Peptiden 17 und 34, den
Peptiden 18 und 34, den Peptiden 23 und 30 bzw. 31, den Peptiden 25 und 26,
34 bzw. 42, den Peptiden 26 und 34, 38 bzw. 42, den Peptiden 28 und 32, den
Peptiden 29 und 36, den Peptiden 30 und 31 sowie den Peptiden 34 und 42.
Mittels des Rangkorrelationskoeffizienten Rho nach Spearman fanden sich
starke Korrelationen (Rho > 0,7) zwischen den Peptiden 7 und 24 bzw. 30, den
Peptiden 9 und 1 bzw. 12, den Peptiden 13 und 36 bzw. 45, den Peptiden 14 und
21, 28 bzw. 35, den Peptiden 15 und 23, 25, 30 bzw. 31, den Peptiden 16 und 22
bzw. 31, den Peptiden 17 und 18 bzw. 34, den Peptiden 18 und 34 bzw. 42, den
Peptiden 23 und 30 bzw. 31, den Peptiden 24 und 30, den Peptiden 29 und 36,
den Peptiden 30 und 31, den Peptiden 31 und 40 sowie den Peptiden 34 und 42.
Betrachtete man nur die ATA/Scl 70-positiven Patienten, so ergab sich ein
ahnliches Bild mit vielen signifikanten Korrelationen, die insbesondere auch
zwischen den o0.g. Peptiden hohere Starken zeigen. Sehr starke Korrelationen
lieRen sich hier mittels Pearson-Korrelationseffizient (r>0,9) zwischen den
Peptiden 1 und 20, den Peptiden 2 und 5 bzw. 20, den Peptiden 5 und 20, den
Peptiden 7 und 30, den Peptiden 15 und 16 bzw. 30 sowie den Peptiden 23 und
30 ermitteln. Mittels des Rangkorrelationseffizienten nach Spearman stellten sich
sehr starke Korrelationen (Rho > 0,9) zwischen den Peptiden 15 und 16 bzw. 23,
den Peptiden 16 und 22, den Peptiden 31 und 40 sowie den Peptiden 30 und 15,
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16, 22 und 23 dar.

Im Vergleich der Reaktivitaten einzelner Peptide mittels Streudiagrammen wie
oben beschrieben ergab sich trotz dieser starken Korrelationen ein heterogenes
Bild. So zeigte sich im Vergleich von Peptid 2 mit Peptid 5 ebenso wie im
Vergleich von Peptid 5 mit Peptid 20 ein Grolteil der Werte im Skalenbereich
unter 200 [A x 1000] mit einer mehr oder weniger homogenen Verteilung (Abb. 3-
35A+B). Ferner gab es in beiden Fallen Ausreifler mit Werten deutlich jenseits
von 1000 [A x 1000]. Verglich man Peptid 15 mit 16 bzw. Peptid 15 mit 30, so
gruppierten sich die Werte im Bereich von unter 250 [A x 1000] im erstgenannten
Fall (Abb. 3-35C) visuell homogener als im zweiten (Abb. 3-35D). In beiden Fallen
bestanden keine Ausreil3er in deutlich hohere Skalenwerte. Ein ahnliches Bild mit
einer jedoch noch homogeneren Verteilung zeigte sich, wenn nur die ATA/Scl 70-
positiven betrachtet wurden (Abb. 3-36A-D).

Im Vergleich der IgM-Reaktivitaten der einzelnen Peptide mit den o.g.
Korrelationskoeffizienten nach Pearson und Spearman fanden sich in der gro3en
Mehrzahl signifikante Korrelationen. Die meisten hiervon mindestens von
mittlerer Starke, viele jedoch auch von hdherer Starke (r bzw. Rho >0,7). Diese

Daten sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht gezeigt.
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Abb. 3-35A-D Streudiagramme der IgG-Anti-Peptid-AAb verglichen mit anderen Anti-Peptid-
AAb von 40 dcSSc Patienten. A) Anti-Peptid 2-IgG-AAb gegen Anti-Peptid 5-1gG-AAb
aufgetragen. B) Anti-Peptid 5-1gG gegen Anti-Peptid 20-IgG. C) Anti-Peptid 15-IgG gegen Anti-
Peptid 16-1gG. D) Anti-Peptid 15-19G gegen Anti-Peptid 30-19G. R? = Bestimmtheitsmal,
dcSSc = diffus kutane systemische Sklerose.
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Abb. 3-36A-D Streudiagramme der IgG-Anti-Peptid-AAb verglichen mit anderen Anti-Peptid-
AAb-Reaktivitdten von 16 ATA-/Scl 70-positiven dcSSc-Patienten. A) Anti-Peptid 2-IgG-AAb
gegen Anti-Peptid 5-19gG-AAb aufgetragen. B) Anti-Peptid 5-1gG gegen Anti-Peptid 20-IgG. C)
Anti-Peptid 15-1gG gegen Anti-Peptid 16-1gG. D) Anti-Peptid 15-1gG gegen Anti-Peptid 30-1gG.
R?=Bestimmtheitsmal3, ATA = Anti-Topoisomerase |-Antikérper.
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4. Diskussion
4.1. Haufigkeit und Reaktivitat der Anti-Topoisomerase I-Antikorper

Anti-Scl 70-Antikérper wurden erstmals 1979 bei Patienten mit PSS
beschrieben[20]. Das Targetantigen wurde 1986 als Topoisomerase |
identifiziert[22, 188, 189]. Mit verschiedenen Messmethoden (z.B. ID, ELISA,
Immunoblot) sowie mit auf verschiedene Arten gewonnenen Antigenen (aus
Kalbsthymus extrahiert, rekombinant), als ganzes Protein und als Fragmente von
diesem wurden unterschiedliche Pravalenzen zwischen 9 und 86% fur
verschiedene SSc- Kollektive gezeigt. So erhielten Aeschlimann et al.[201]
Pravalenzen von 9% mittels Immundiffusionsverfahren, 48% mittels Immunoblot.
Jarzabek-Chorzelska et al.[205] ermittelten eine Haufigkeit von 77% mit der
Immundiffusion. Im ELISA beschrieben Hildebrandt et al.[208] eine Pravalenz von
48%, in der Immundiffusion von 29%. Tsay et al.[209] zeigten mittels ELISA eine
Haufigkeit von 75% in einem Kollektiv in Taiwan.

Von unseren Patienten mit dcSSc, die hinsichtlich der Diagnosen nach den
modifizierten Kriterien der ACR von 2013 reevaluiert worden waren, hatten 71%
IgG-AAb gegen Topo FL und 75% IgG-AAb gegen Topo Tr.

Im Vergleich mit anderen Studien zeigte sich hiermit in der vorliegenden Arbeit
eine etwas hohere Pravalenz als beispielsweise in der maligeblichen Studie von
Walker et al.[4] mit 61% bei 1349 Patienten mit dcSSc. Ahnliche Werte (60%)
ermittelten Hanke et al.[231] in einem deutlich kleineren Kollektiv von 96 dcSSc-
Patienten. Spencer-Green et al.[251] ermittelten in einer groRen vergleichenden
Studie eine durchschnittliche Pravalenz von 34% bei Patienten mit IcSSc und
eine Haufigkeit von 40% bei dcSSc-Patienten, deren Anzahl in der Studie nicht
genannt wird. Kleinere Studien, die lediglich ELISA-Methoden benutzten,
berichteten neben deutlich niedrigeren Werten —25% durch Russo et al.[252]-
durchaus auch von noch gréReren Haufigkeiten bis 86% (n=45)[196].

Unsere im Vergleich zu den grol3en Vergleichsstudien etwas hdohere Pravalenz
mag durch die Einschlusskriterien des an der aHSCT teilnehmenden Kollektivs
bedingt sein, da mehrfach von hoheren Pravalenzen sowie hoheren Aktivitaten
in schwerer betroffenen Patientenkollektiven berichtet wird[231, 232] und da

schwere Verlaufsformen ein Einschlusskriterium fir die aHSCT darstellten.
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Interessanterweise zeigte unser vergleichsweise kleines Kollektiv von dcSSc-
Patienten mit bioptisch nachgewiesener Herzbeteiligung mit 56,3% eine
geringere ATA-Pravalenz. Die Statistik mag in diesem Fall durch die relativ
geringe Patientenzahl dieser Gruppe verfalscht sein. In der urspringlichen
Datenbank von Patienten mit bioptisch nachgewiesener Herzbeteiligung
befanden sich auch wenige Patienten, bei denen im Routinelabor ACA
nachgewiesen wurde und bei denen nach dem Befallsmuster eher eine I1cSSc
vorlag, diese waren fur Topo FL und Tr IgG und IgM negativ (Daten sind nicht
gezeigt) und wurden in der besagten Gruppe der Patienten mit Herzbeteiligung
nicht bertcksichtigt.

Eine geringere Pravalenz ergab sich im untersuchten Kollektiv fur IgM-ATA (52
bzw. 43%), diese Beobachtung ist konkordant zu anderen Studien, die ebenfalls
eine geringere Pravalenz im Vergleich mit anderen Isotypen zeigten[195, 253].
Im Vergleich mit diesen Studien liel sich jedoch —wie bei IgG-ATA—- in unserem
Kollektiv eine gréRere Haufigkeit darstellen[195]. Ahnlich wie von Vazquez-Abad
et al.[253] beschrieben, fanden sich zwar IgM-ATA vor allem bei 1gG-ATA-
positiven dcSSc-Patienten, es fanden sich jedoch auch IgM-AAb-positive Seren,
die keine IgG-ATA aufwiesen. Es ergab sich allerdings eine deutlich héhere
Pravalenz von IgM-ATA bei Patienten mit anderen Kollagenosen als dies fur die
IgG-Isotypen der Fall war —mit der Folge einer geringeren Spezifitat.

Viele der Patienten, die im ELISA eine positive Reaktion zeigten, waren in der ID
negativ. Vice versa waren lediglich bei drei Patienten prazipitierende Antikdrper
in der ID nachweisbar, jedoch keine oder nur grenzwertige ATA im ELISA
(Patienten S21, S2 und S17). Dies ist zumindest teilweise in Einklang mit den
Beobachtungen von Kuwana et al.[218, 254], da dies so interpretiert werden
kann, dass einige dcSSc-Patienten Antikdrper bilden, die ausschliel3lich auf
konformationale Epitope reagieren und lineare Antigene nicht erkennen.

Die dcSSc-Patienten boten signifikant hohere 19G- und IgM-AAb-Reaktivitaten
gegen beide Topo |-Antigene als die gesunden Probanden, die SjS/MCTD- und
die IcSSc-Patienten; hinsichtlich letzterer mit Ausnahme der IgM-AAb gegen
Topo Tr. Dieser Unterschied war nicht signifikant.

Insgesamt bestanden hohere Titer sowohl fur 1gG- als auch fur IgM-AAb im
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dcSSc-Kollektiv, weitestgehend passend zu den wenigen Studien, die Antikodrper-
Isotypen untersuchten, wie z.B. Martinez-Cordero et al.[196], die eine hohere
IgG-Pravalenz (87%) und niedrigere IgM-Pravalenz (20%) als wir ermittelten.
Gleichzeitig war die IgG-Reaktivitat deutlich hoher als die IgM-Reaktivitat.[196]
Ebenso zeigten Hildebrandt et al.[233] und Vazquez-Abad et al.[253] eine
geringere Haufigkeit der IgM-Isotypen als der IgG-Isotypen bei jedoch deutlich
geringerer GruppengroRe von 13 bzw. sechs (auch longitudinal) untersuchten
Patienten.

4.2. Longitudinale Betrachtung der Anti-Topoisomerase |-Antikorper

Es existieren nur wenige longitudinale Studien, die den Verlauf von ATA-
Pravalenz und Reaktivitat unter Therapie oder auch ohne spezifische Therapie
untersucht haben. Tsukamoto et al.[169] konnten eine signifikante Abnahme der
ATA-Titer unter aHSCT zeigen. Hildebrandt et al.[233] dokumentierten keine
signifikante Abnahme der ATA in einem Kollektiv ohne spezifische Therapie,
wahrend Kuwana et al.[234] in einer Subgruppe mit benignem Verlauf einen
Verlust von ATA darstellen konnten. Eine longitudinale Untersuchung von IgM-
AAD findet sich in der Literatur nur bei den o.g. Arbeiten von Hildebrandt et al.
[233] sowie Vazquez-Abad et al. [233, 253], jedoch jeweils ohne
Berucksichtigung einer spezifischen Therapie.

Weitestgehend kongruent zu den genannten Veroffentlichungen konnten wir eine
signifikante Reduktion der Reaktivitat fir IgG in Patientenseren unter aHSCT
zeigen, wobei es zu keiner signifikanten Abnahme der Haufigkeit kam. Kein
Patient wurde unter der aHSCT IgG-ATA-negativ. Die Reaktivitat von IgM-ATA
nahm ebenso signifikant unter aHSCT ab, hier wurden unter aHSCT sechs bzw.
acht Seren (Topo FL bzw. Tr) langfristig negativ und es kam damit zu einer
signifikanten Reduktion der Pravalenz IgM-positiver Seren.

Unter CYC-Therapie sowie bei Patienten, die keine spezifische,
immunsuppressive Therapie erhielten, kam es weder zu einer signifikanten
Regredienz der Reaktivitat noch der Haufigkeit (IgG und IgM). Hiervon lasst sich
-passend zu den drei oben genannten Arbeiten- ableiten, dass der Einfluss der
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aHSCT auf das Immunsystem, insbesondere auf die Autoantikdrper-Produktion
—wie erwartet— hoher ist, als der Einfluss der CYC-Stolitherapie und anderer
supportiver TherapiemalRnahmen. Ferner scheint ein groRerer Einfluss auf die
IgM-AAb-Produktion zu bestehen als auf die IgG-AAb-Produktion bzw. auf die
jeweilige AADb-Persistenz. Erstere ist nach unseren Daten jedoch weniger
spezifisch flr das Vorliegen einer dcSSc.

Neben einzelnen Seren, die IgM-negativ wurden, konnte auch eine de novo
Entwicklung von IgG- und IgM-ATA (Topo Tr und Topo FL) dokumentiert werden
(Pat. C9). Auch eine solche Entwicklung im Rahmen einer longitudinalen Studie
wurde bereits von Hildebrandt et al.[233] beschrieben. Diese ist auch eine der
wenigen Studien, in denen die IgM-AADb im zeitlichen Verlauf beobachtet wurden.
Von den 13 in dieser Studie untersuchten Patienten waren jedoch nur zwei positiv
fur IgM-ATA. Vazquez-Abad et al.[253] konnten in ihrem kleinen Kollektiv von
sechs dcSSc-Patienten keine signifikanten Veranderungen der IgM-AAb-

Pravalenz und Reaktivitat zeigen.

4.3. Korrelation von Anti-Topoisomerase | Antikdrpern mit dem
klinischen Verlauf nach aHSCT

Es ist bekannt, dass der Nachweis von ATA einen wichtigen Risikofaktor fur einen
schwereren Krankheitsverlauf mit bestimmten klinischen Befunden darstellt. Hu
et al.[232] konnten auch die Hohe der IgG-ATA-Titer positiv mit dem Schweregrad
korrelieren. Bei unseren Patienten, bei denen eine aHSCT durchgefuhrt wurde,
hatten diejenigen mit einem schlechteren Outcome nach aHSCT signifikant
erhdhte IgG-ATA Reaktivitaten vor der Therapie im Vergleich zu den Patienten
mit gutem Ansprechen auf die aHSCT. Fur die IgM-ATA ergab sich kein
signifikanter Unterschied. Nach aHSCT waren aber zwischen beiden Gruppen —
anders als erwartet— keine signifikanten Unterschiede im Verhalten der
Antikorper zu beobachten, d.h. hinsichtlich der Pravalenzen und Reaktivitaten
der ATA waren die Verlaufe ahnlich. Wahrend es fur IgG-ATA nur vortibergehend
zu einer Reduktion kam, zeigten beide Gruppen eine deutliche Reduktion der
IgM-ATA-Pravalenzen, die jedoch aufgrund der geringen Gruppengrofden nicht

statistisch signifikant waren.
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Eine Untersuchung unterschiedlicher AAb-Reaktivitatsverlaufe entsprechend
gutem oder schlechtem Ansprechen unter aHSCT ist bei Tsukamoto et al.[169]
zu finden, die nach aHSCT von einer signifikanten Abnahme der ATA-AAb-
Reaktivitaten berichten, ferner von einer Korrelation der Titer-Reduktion mit der
Besserung des mRSS. Von einer positiven Korrelation der AAb-Reaktivitaten im
ELISA mit der Erkrankungsaktivitat in der longitudinalen Betrachtung ohne
definierte therapeutische Intervention berichten neben der o.g. Studie von
Kuwana et al.[234] auch Hasegawa et al.[255]; hier im Sinne einer positiven
Korrelation mit dem mRSS im zeitlichen Verlauf. In der auf unserer Arbeit
basierenden Publikation konnte keine Korrelation der ATA-Reaktivitaten oder der

Anti-Topo489-573-Reaktivitaten mit dem mRSS nachgewiesen werden[256].

4.4, Bedeutung der Antikdrper gegen das immundominante Epitop und
gegen die Peptide der Topoisomerase

Es sind einige Studien zu immundominanten Epitopen der Topoisomerase
veroffentlicht worden. Insgesamt bietet sich in diesen ein heterogenes Bild an
moglichen immundominanten Epitopen und deren Lokalisation (Tab. 1-7). In der
Mehrzahl der Falle wurden wenige Epitope verschiedener Langen untersucht,
teils waren diese per Epitop-Vorhersage-Programmen berechnet worden (so z.B.
Veeraraghavan et al.[140]) oder Uber eine Affinitatsselektion aus einer Peptid-
Bibliothek heraus (so z.B. Simon et al.[219]), teils wurden gro3ere Fragmente
des Enzyms, die noch eine Reaktivitat boten, repetitiv einem Deletionsverfahren
unterzogen, bis die Reaktion der AAb-positiven Seren ausblieb, um so per
Ausschlussverfahren immundominante Epitope identifizieren zu kdnnen (z.B.
Piccinini et al.[215]). Lediglich eine weitere Studie (Rizou et al.[221]) untersuchte
mit 63 Peptiden von 20 AA Lange mit jeweils acht AA-Uberlappung eine gréRere
Anzahl an Peptiden als wir, von denen dann vier Epitope (AA 205-224, AA 349-
368, AA 397-416, AA 517-536) hinsichtlich ihres pradiktiven Wertes fur die
Entwicklung einer ILD Uberpriuft wurden. Die Autoren zeigten, dass Patienten,
deren Antikorper drei oder vier dieser Epitope erkannten, eine ungefahr dreifach
erhohte Wahrscheinlichkeit hatten, an einer ILD zu erkranken, als solche, deren

Antikdrper zwei oder weniger Epitope erkannten. Wir untersuchten die genannten
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45 Peptide an 21 dcSSc Patienten, die sich der aHSCT unterzogen (von denen
16 ATA/Scl 70-positiv waren), sowie weiteren 19 dcSSc-Patienten, die nicht
transplantiert wurden und den Kontrollgruppen wie oben beschrieben.

In unserer Studie lieBen sich im dcSSc-Kollektiv gegenuber den gesunden
Blutspendern fir etwa die Halfte der untersuchten Peptide signifikant mehr
positive Reaktionen sowohl fur IgG-Anti-Peptid-AAb als auch fur IgM-Anti-Peptid-
AADb darstellen.

Eine signifikant grolRere Haufigkeit positiver Serumreaktionen gegenuber allen
drei Vergleichskollektiven lield sich jedoch nur fur die Peptide 3 (AA 35-59) und
39 (AA647-671) (IgG) (alle dcSSc-Patienten) bzw. Peptide 5 (AA 69-93) und 39
(IgG) (16 ATA/Scl 70-positive) darstellen. Fur IgM-AAb bestanden fur kein Serum
signifikant hohere Werte gegenuber allen drei Vergleichsgruppen.

Im Vergleich der Reaktivitaten zeigten sich ebenfalls in einer Mehrzahl der Falle
signifikant hohere Werte als bei gesunden Probanden (sowohl fir IgG, als auch
fur IgM). Ebenso bestanden gegen die Mehrzahl der Peptide sowohl im Kollektiv
aller 40 getesteten dcSSc-Patienten als auch im Kollektiv der 16 ATA/Scl 70-
positiven Patienten signifikant hohere Reaktivitaten als in den anderen
Kontrollgruppen. Gegenuber allen drei Kontrollgruppen waren jedoch nur die
AAb-Reaktivitaten gegen Peptid 3, Peptid 24 (AA 392-416) und Peptid 39 fur IgG
(alle 40 dcSSc und ATA/Scl 70-positive) signifikant erhoht. Bei IgM-Anti-Peptid-
AAb bestand eine signifikant hohere Reaktivitat fur Peptid 8 (AA 120-144) (alle
dcSSc) bzw. Peptide 5 und 39 (ATA/Scl 70-positive).

Wie beschrieben besteht die Topoisomerase | aus funf unterschiedlichen
Domanen: der N-terminalen Region (AA 1-214), den Kern-Subdomanen |-l (AA
215-435), der Kern-Subdomane Il (AA 436-636), der Linker-Doméane (AA 637-
713) und der C-terminale Domane (AA 714-765)[193].

Der Bereich von Peptid 3-5, gegen den dcSSc-Patienten hohe AAb-Reaktivitaten
zeigten, liegt im Bereich des N-Terminus der Topoisomerase |. Des Weiteren
boten dcSSc-Patienten auch gegen andere im N-terminalen Bereich liegende
Peptide (z.B. Peptide 8 und 10) sowie gegen im Bereich der Kern-Subdomane I-
Il liegende Peptide (Peptid 22-24) (hiervon Peptid 8 fur IgM und Peptid 24 fur IgG
auch signifikant gegenuber allen ubrigen Kontrollgruppen) hohe AAb-
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Reaktivitaten. Letzteres passt zu den Beobachtungen von Hu et al.[220], die mit
Hilfe von auf Basis der Domanenstruktur der Topoisomerase | generierten
Fusionsproteinen demonstrierten, dass ATA-positive Seren die Kern-
Subdomanen I-II haufiger erkannten als die Subdomane II.

Auffallend waren ferner die sowohl signifikant erhéhten Haufigkeiten fur IgG-AAb
als auch die signifikant hoheren IgG- und IgM-AAb-Reaktivitaten fur Peptid 39,
welches in der Linker-Domane lokalisiert ist. Wir fanden zusatzlich eine hohe
Reaktivitat ATA/Scl70-positiver und -negativer Seren mit der Region AA 732-756
(Peptid 44). Allerdings boten auch gesunde Individuen erhéhte AAb-Reaktivitaten
gegen diese Region. Beide Beobachtungen passen sowohl zu denen von
Verheijen et al.[257] als auch von Maul et al.[258], die immundominante Epitope
in dieser Region vermuteten: Rekombinante Proteine, die die Regionen AA 657-
765 bzw. AA 656-765 enthielten, wurden von 72% (Verheijen) bzw. 86% (Maul)
ATA-positiver Seren erkannt. Ebenfalls im C-terminalen Bereich lokalisierte eine
weitere Studie ein immundominantes Epitop: Meesters et al.[217] zeigten bei
83% ATA-positiver Seren eine Reaktion mit der Region AA 653-704. Als Kuwana
et al. 1999 dieses Epitop untersuchten, konnten sie eine Reaktivitat der grofden
Mehrzahl (81-100%) der untersuchten Seren von Patienten mit
afroamerikanischer, nordamerikanisch-kaukasischer sowie Choctaw-Ethnizitat
bestatigen, wahrend dies bei japanischen Patienten deutlich seltener gegeben
war[254].

Daruber hinaus lasst sich prinzipiell zwar die Beobachtung von Kuwana et al.
stltzen, dass die Region AA 489-573 ein immundominantes Epitop darstellen
kann, gegen diese Region boten jedoch auch gesunde Probanden und vor allem
Patienten der anderen Kontrollgruppen (insbesondere IcSSc-Patienten) starke
Reaktivitaten, sodass weder flr die Peptide der Core-Subdomain Il noch fur das
vermutet immundominante Epitop die Unterschiede zu allen Kontrollgruppen
signifikant waren. Insbesondere boten auch die 5 untersuchten ATA/Scl 70-
negativen Seren hier eine hohe Reaktivitat. Diese Beobachtung ist in Einklang
mit der Arbeit von Simon et al.[219], die bereits demonstrierten, dass der besagte,
von Kuwana et al.[218] als immundominant beschriebene Bereich ebenfalls von

gesunden Probanden sowie von Patienten mit anderen Erkrankungen aus dem
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rheumatoiden Formenkreis erkannt wird. Sie postulierten daher, dass diese
epitopspezifischen AAb zu dem Pool der naturlich vorkommenden Antikorper
gehoren konnten.

Es gibt daruber hinaus weitere Epitop-Mapping-Studien, die unterschiedliche,
rekombinante Topo |-Proteine untersuchten. Verheijen et al.[211] testeten in einer
frGheren Arbeit mittels Immunoblotting die Reaktivitat von 85 ATA-positiven Seren
mit drei Uberlappenden Proteinen. Dabei ergaben sich drei immundominante
Epitop-Regionen: ER-1 (AA 70-344 und/oder AA 589-657), ER-2 (AA 344-589)
und ER-3 (AA 657-765), wobei eine Reaktivitat gegen ER-3 nicht ohne eine
solche gegen ER1 und/oder ER2 vorkam. Die N-terminalen 70 AA wurden nicht
untersucht. Die Ergebnisse dieser Studie sind Grundlage der Diskussion in vielen
folgenden Studien zur Immundominanz. Gleiches gilt fur die Studie von D’Arpa
et al.[259], in der mit Hilfe von funf rekombinanten Polypeptiden sechs
immundominante Epitope identifiziert wurden, die sich auf zwei Regionen
zwischen AA 277-484 (Epitop 1 & 2) und 484 -765 (Epitop 3-6) verteilten. Alles in
allem passen die Ergebnisse dieser beiden Studien zu denen einer genaueren
Mappingstudie von Cram et al.[213], in der sechs 100 bis 140 AA-lange
Polypeptide untersucht wurden und eine Immundominanz in den Bereichen AA
1-139, AA 342-458, AA 453-560 sowie AA 656-765 dargestellt werden konnte,
wobei der Bereich AA 453-560 von beinahe allen Seren erkannt wurde. In dieser
Studie, ebenso wie in der 0.g. von D’Arpa et al.[259], wurden jeweils ahnliche
Regionen identifiziert, die keine AAb banden (AA 139-242 bzw. AA 171-277). In
unserer Studie zeigten sich signifikant erhohte Haufigkeiten 1gG-AAb-positiver
Seren gegen Peptid 8, welches am Rand der genannten Bereiche liegt. Ferner
eine erhohte Pravalenz von Anti-Peptid 15-I9G-AAb. Insbesondere fanden wir fur
IgM-AADb erhohte Reaktivitaten und/oder Pravalenzen gegen Peptid 8, 11, 13 und
16. Insofern ware es insbesondere interessant zu wissen, ob in den o0.g. Studien
auch IgM-AAb untersucht wurden. Im Gegensatz zu besagten Studien konnten
Piccinini et al.[215] keine Epitope in den Bereichen AA 70-405 und 485-765
entdecken, vermuteten im Bereich AA 405-485 aufgrund unterschiedlicher
Reaktionsmuster abhangig von der Art der Prasentation des Peptides (als C-

Terminus, N-Terminus, internalisiert in einem Peptid) mindestens zwei Epitope.
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Cram et al.[213] diskutierten bereits als mdgliche Ursache dieser Diskrepanz die
geringe Anzahl der untersuchten Patienten (N=7) in der Studie von Piccinini,
welche aufgrund ihrer sehr hohen Reaktivitat im Boxplot ausgesucht worden
waren. Wie bereits oben erwahnt, konnten Maul et al.[258] in einem Kollektiv von
85 Patienten eine Reaktion von 83% mit einem 109 AA langen Peptid der C-
terminalen Region darstellen und diese als immundominant beschreiben. Diese
Beobachtung passt sowohl zu unseren (Peptid 44) als auch zu den
Beobachtungen von Cram und Verheijen[211, 213, 257].

Rizou et al.[221] berichten von vier Haupt-Epitopen mit den Sequenzen AA 205-
224 (N-terminal bis Kern-Subdomane I), AA 349-368 und AA 397-368 (Kern
Subdomane I-Il, passend zu Hu et al.[220]) sowie AA 517-536 (Kern-Subdomane
[lI). SchlieBlich muss die Studie von Kato et al.[222], die ein universelles B-Zell-
Epitop im Bereich AA 547-565 beschrieben, erwahnt werden sowie die eingangs
zitierte Studie von Kuwana et al.[218], die im Bereich der Kern-Subdomane lll ein
konformationales Epitop beschreibt (AA 489-573), welches von 89 von 100 ATA-
positiven Seren erkannt wurde.

Antikdrper gegen die Topoisomerase | bzw. deren Bestandteile kdnnten eine
wichtige Rolle in der Pathogenese der Erkrankung spielen. So postulierten
Douvas et al.[235] eine Aktivierung von Kollagen-codierenden Genen durch ATA.
Eine Beeinflussung der Wirkung des Epidermal-Growth-Factor vermuteten
Samuel et al.[194]. Ferner wurden die Aktivierung von Fibroblasten durch die
Bindung von Antikérper-Antigenkomplexen an die Zelloberflache beschrieben
sowie die Entwicklung von Autoimmunitat durch Bindung dieser Komplexe an die

Oberflache von dendritischen Zellen und Monozyten[239-241].

4.5. Korrelationen

Betrachtet man nun nicht nur die signifikanten Unterschiede zwischen den
dcSSc-Gruppen und den entsprechenden Kontrollgruppen hinsichtlich der
Pravalenzen und Reaktivitaten der verschiedenen untersuchten Antikorper,
sondern ermittelt die Korrelationen der Antikorperreaktivitaten der dcSSc-

Kollektive gegenuber den einzelnen Antigenen, so zeigt sich ein heterogenes
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Bild.

Zunachst ist festzuhalten, dass zwischen der IgG-AAb-Reaktivitat gegenuber der
100 kDa groRRen Topoisomerase —in dieser Arbeit Topo FL— und ihrem 70 kDa
grolRen Spaltprodukt, dem klassischen Scl 70-Antigen —in dieser Arbeit Topo Tr —
eine sehr starke Korrelation (sowohl mittels linearer, als auch mittels
Rangkorrelationsverfahren) bestand (r = 0,98; R? = 0,91; Rho = 0,93) und dass
letztlich kein relevanter Unterschied in der ELISA-Diagnostik zwischen diesen
beiden rekombinanten Antigenen existieren durfte. Auch zwischen den IgM-AAb-
Reaktivitaten gegentber Topo FL und Topo Tr bestand eine starke Korrelation
(r=0,9; R* = 0,8; Rho = 0,93). Zwischen den IgM- und IgG-AAb-Reaktivitaten
jedoch liel3 sich eine nur schwache bis mittlere Korrelation nachweisen. Diese
durfte aus dem Umstand resultieren, dass zwar die meisten IgM-AAb-positiven
Patienten auch eine hohe IgG-Reaktivitat aufweisen, jedoch IgM-AAb auch bei
IgG-negativen Patienten vorkommen. Dies wurde in einem Kollektiv von 45
dcSSc-Patienten bereits von Martinez-Cordero et al.[196] beschrieben. Da in
anderen Studien, die Antikorperisotypen untersuchten, meist ausschlie3lich IgG-
positive Patienten auf das zusatzliche Vorkommen von anderen Isotypen
untersucht wurden[195, 257], ist ein Vergleich mit unserer Studie nicht in letzter
Konsequenz mdglich. Die Hypothese, dass sich eine starkere Korrelation von
IgM- mit IgG-AADb-Reaktivitaten ermitteln l1asst, wenn ausschlie3lich ATA-positive
Patienten untersucht werden, muss angesichts der ebenfalls nur schwachen
Korrelation im Kollektiv der ATA/Scl 70-positiven Patienten als sehr
unwahrscheinlich angesehen werden.

Zwischen den IgG-AAb gegen das immundominante Epitop Topo 489-573 und
gegen Topo FL bzw. Tr bestand eine signifikante Korrelation mittlerer Starke
(r=0,59 bzw. r = 0,60, Rho = 0,56 bzw. Rho = 0,57). In der entsprechenden
Betrachtung von IgM-Antikérpern ergaben sich deutlich schwachere
Korrelationen. Angesichts dieses Ergebnisses und der oben diskutierten, weniger
signifikanten  Unterschiede der Pravalenzen und Reaktivitaten des
immundominanten Epitops der dcSSc-Patienten gegenlber den vollstandigen
Topo I-Antigenen ist letztlich von einer geringeren diagnostischen Wertigkeit des

Epitops auszugehen.
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Zwischen den Peptiden der Topoisomerase und den Topo |-Antigenen Topo FL
und Tr bestanden insgesamt deutlich mehr signifikante und auch starkere
Korrelationen fur IgM-AADb als fur IgG-AAb. Insbesondere sind hier die Peptide 2,
3, 5, 24, 39 und 45 zu nennen. Von diesen boten die Peptide 3, 5, 24 und 39 auch
in dem Vergleich der Reaktivitaten bzw. Pravalenzen zwischen den dcSSc-
Kollektiven und den Kontrollgruppen signifikante Unterschiede. Insbesondere
Peptid 5 (AA 69-93) bot mit verschiedenen Korrelationskoeffizienten (Pearsons r
bzw. Spearmans Rho) hinsichtlich IgG- und IgM-AAb signifikante, teils sogar
starke Korrelationen. Letztlich befanden sich die Korrelationen zwischen den
Reaktivitaten der AAb gegen die Topo I-Antigene und den genannten Peptiden
meist in einem ahnlichen Bereich der Starke wie die Korrelation von Topo489-
573 mit den Topo I-Antigenen. Korrelationen von der Starke der Reaktivitaten der
AADb gegen die beiden Topo I-Antigene untereinander fanden sich nicht.

Interessanterweise bestanden zwischen den Peptid-Reaktivitaten untereinander
teilweise hoch-signifikante Korrelationen. Erneut zeigten hier die IgM-AAb
haufiger signifikante und starkere Korrelationen. Aber auch fir IgG-AAb bieten
sich viele signifikante Korrelationen von groRer Starke. Es waren vor allem
Korrelationen zwischen benachbarten Peptiden (z.B. Peptide 15 und 16, oder
Peptide 22, 23, 25 und 26) zu finden. Dies passt einerseits zu einer Einteilung
dieser Peptide in funktionelle bzw. strukturelle und letztlich auch immunogene
Regionen innerhalb des Enzyms, andererseits konnte diese Beobachtung auch
durch die Reaktion der Seren mit den jeweils Uberlappenden
Aminosauresequenzen zu erklaren sein. Es bestanden aber auch Korrelationen
zwischen weiter entfernt voneinander liegenden Peptiden (Peptide 1 und 26 bzw.
38 oder Peptide 5 und 20). Die Reaktivitaten der AAb gegen die vollstandigen
Topo |-Antigene korrelierten weder mit den Anti-Topo489-573-AAb, noch mit den
Anti-Peptid-AAb so stark wie die Reaktivitaten der AAb gegen die beiden
Topoisomerase-Antigene  miteinander.  Obwohl ebenso wenig eine
herausragende Korrelation von Anti-Topo489-573 mit Anti-Peptid-AAb bestand,
kann dennoch —aufgrund der hohen Korrelationsstarke zwischen den einzelnen
Anti-Peptid-AAb untereinander— davon ausgegangen werden, dass hier

signifikante und moglicherweise auch charakteristische Reaktionsmuster im
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Rahmen der Autoimmunitat der dcSSc-Patienten gegenuber den untersuchten
Peptiden und Oligopeptiden der Topoisomerase bestehen. Moglicherweise ist
dies das Ergebnis von langfristigen, repetitiven Prozessierungen von
Fragmenten der Topoisomerase in Gegenwart eines aktivierten autoreaktiven
Immunsystems. Ebenso ware denkbar, dass diese Sequenzen —angesichts
hoher Anti-Peptid-AAb-Reaktivitaten auch bei Patienten mit anderen
Kollagenosen und gesunden Probanden— Bestandteile naturlich vorkommender
Autoantikorper darstellen.

Die zitierten Studien mit teils diskrepanten Ergebnissen sowie unsere eigenen
Ergebnisse belegen, dass die AAb-Reaktivitdt gegen die Topoisomerase | sehr
heterogen ist und auch von der ethnischen Herkunft und genetischen
Komponenten sowie vom Stadium und der Aktivitat der Erkrankung bzw. den
Krankheitsmanifestationen abhangig ist[221, 254, 260].

4.6. Einfluss einer autologen Stammzelltransplantation auf die Anti-
Topoisomerase |-Antikorper

Die autologe Stammzelltransplantation (aHSCT) wurde 1996 in die Behandlung
der SSc eingefuhrt und hat sich seitdem als effektivste Therapieoption fur
Patienten mit schwerer Erkrankung erwiesen[156, 261, 262]. Angesichts von
potentiell lebensbedrohlichen, insbesondere kardialen und pulmonalen
Nebenwirkungen der Therapie sollte die Indikation unter Bertcksichtigung des
Performancestatus, des kardialen Risikoprofils und im Speziellen unter
Berucksichtigung der rechtsventrikularen Funktion (pulmonalarterieller Druck)
gestellt werden[263, 264]. Das zu Grunde liegende Konzept der Anwendung der
aHSCT bei Autoimmunerkrankungen besteht in der Hypothese, dass auf diesem
Wege ein ,Neustart® des Immunsystems durch die Eradikation der autoreaktiven
Lymphozyten im Rahmen der immunoablativen Konditionierung bzw. eine
.Korrektur® der dysregulierten Immunbalance durch neu ausgereifte
Lymphozyten aus den transplantierten hamatopoetischen Stammzellen sowie
auch eine veranderte Verteilung der Th1- und Th2-Zellen erwirkt werde[169, 265].
Wie bereits von Burt et al.[167] angemerkt wurde, ist allerdings der Begriff

.<autologe hamatopoetische Stammzelltransplantation® eine irrefihrende
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Bezeichnung, da es sich nicht im eigentlichen Sinne um eine Transplantation
handelt, sondern um die Infusion eines autologen Blutproduktes — analog zur Re-
Infusion eines vor einem Eingriff gesammelten Eigenblutpraparates nach dieser
Operation. Da es nur wenige Zentren gibt, an denen bei Patienten mit dcSSc
diese Therapieform unter Studienbedingungen durchgeflhrt wird, gibt es auch
nur wenige Studien, die die Wiederherstellung des Immunsystems nach aHSCT
bei dcSSc-Patienten untersuchen. Farge et al.[242] berichteten von einer
anhaltenden Reduktion der CD4+ T-Zellen und der B Zellen in sieben SSc
Patienten nach aHSCT. In der Studie von Tsukamoto et al.[169] bestanden neben
der bereits thematisierten Reduktion der ATA-Reaktivitat Hinweise darauf, dass
in der untersuchten Kohorte von elf Patienten die aHSCT eine Verlagerung von
einer Th2- zu einer Th1-Pradominanz induziert hatte. Szodoray et al.[243]
untersuchten Patienten mit Autoimmunerkrankungen einschliel3lich der SSc und
konnten nach aHSCT eine Verminderung der AAb- und Zytokinkonzentration in
Patientenseren nachweisen, regulatorische T-Zellen jedoch waren nicht
beeinflusst. Im Gegensatz dazu zeigten Storek et al.[244], dass die ATA-
Reaktivitat wahrend der 24 Monate nach Therapie ungewdhnlich hoch blieb. Dies
passt zu unseren Beobachtungen: Obwohl die ATA-Reaktivitat nach aHSCT
signifikant abnahm, blieb sie doch in den meisten Patientenseren deutlich positiv.
Die Reaktivitaten gegen die Peptide anderten sich ebenfalls nur bei wenigen
Patienten und insbesondere die Peptidspezifitat anderte sich nicht. Die Iasst drei
Schlussfolgerungen zu:

1. die aHSCT fuhrte nicht zu einer Neuprogrammierung des Immunsystems in
den betreffenden Patienten, oder:

2. die re-infundierten CD34+ Stammzellen entwickelten sich erneut in
autoreaktive Zellen, die in der Lage sind Topo |-Antigene zu erkennen.

3. die Therapieintensitat war nicht ausreichend, um die autoreaktiven Zellen
sowie die langlebigen, weiterhin AAb produzierenden Plasmazellen zu
eradizieren.

Daher ist es unerlasslich, zwischen myeloablativen und nicht-myeloablativen
Transplantationsmethoden zu unterscheiden: Konditionierungsprotokolle, die

einen irreversiblen Knochenmarksdefekt bewirken und damit eine obligatorische
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Stammzellreinfusion bedingen, werden als myeloablativ bezeichnet. Diese
verursachen ein erheblich erhdhtes Risiko einer sekundaren Leukamie,
myelodysplastischer Syndrome sowie solider Tumoren. Im Gegensatz dazu sind
nicht-myeloablative Konditionierungsprotokolle, wie sie bei unseren und weltweit
bei den meisten der transplantierten dcSSc Patienten verwendet werden,
weniger intensiv und verwenden relativ lymphozytenspezische
Chemotherapeutika und antilymphozytare Antikorper, die antiinflammatorische
Wirkungen besitzen, ohne das Regenerationspotential des Knochenmarkes
schwer einzuschranken. Diese Art der Konditionierung bringt moéglicherweise
eine erhdhte Ruckfallrate mit sich. Deswegen analysierten wir, ob die Persistenz
bzw. das Wiederauftreten von ATA bzw. Anti-Peptid-AAb nach aHSCT mit einem
Therapieversagen oder einem Krankheitsrezidiv korrelieren konnten. Hierfur gab
es jedoch keine Hinweise.

Obwohl die aHSCT eine wirkungsvolle Therapieoption flr ausgesuchte SSc
Patienten darstellt, muss zusammenfassend festgehalten werden, dass keine
Evidenz fur einen nachhaltigen Effekt der Therapie auf das humorale
Immunsystem der behandelten Patienten nachgewiesen werden konnte. Ferner
konnen die ATA nur mit groen Einschrankungen, die AAb gegen Topo489-573
und gegen die Peptide der Topoisomerase Uberhaupt nicht als Biomarker fur den
Krankheitsverlauf nach der Therapie verwendete werden. Allerdings hatten
Patienten mit schlechterem Ansprechen eine signifikant hohere ATA-Reaktivitat
vor der aHSCT. Ebenfalls bestand fur diese Patienten eine hohere Anti-Topo489-
573-AAb-Reaktivitat; dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. Dies stellt
auch angesichts des heterogenen Reaktivitatsmusters gegenuber den
verschiedenen untersuchten Antigenen die klinische bzw. atiopathogenetische
Relevanz der ATA flir die SSc in Frage und zeigt im Weiteren eindeutig den
grolRen Bedarf fUr intensivere Studien Uber die Immunrekonstitution und den

,Neustart® des Immunsystems nach aHSCT auf.
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5. Zusammenfassung

Dies ist die erste Studie, die an einer grol3en Anzahl von Patienten mit dcSSc
den Verlauf von Antikorpern gegen Topoisomerase | und ihre Peptide unter
verschiedenen Therapieformen, insbesondere unter Cyclophosphamid-Therapie
und nach einer autologen Stammzelltransplantation, untersucht.

In einem ersten Schritt wurde ein ELISA etabliert mit Topoisomerase | full length
(AA 1-765) (FL), Topoisomerase | truncated (AA 191-765) (Tr), dem von Kuwana
et al.[218] als immundominant beschriebenen Peptid Topo489-573 und 45
Peptidfragmenten der Topoisomerase | von 25 AA Lange mit einer Uberlappung
von jeweils 8 AA. Bei Testung von Seren von n=56 bzw n=40 Patienten mit dcSSc
und n=76 bzw. n=24 anderen Probanden (Gesunde und andere Kollagenosen)
ergab sich eine Spezifitat fur Topo | FL, Topo | Tr und Topo489-573 von 92%,
88% und 67% und eine Sensitivitat von 71%, 75%, und 70%.

Die Patienten mit dcSSc wurden anhand ihrer Therapien in drei Gruppen
unterteilt (Patienten mit aHSCT n=24, Patienten mit Cyclophosphamid-
StoRRtherapie n=14, Patienten ohne immunsuppressive Therapie n=12) und die
Antikdrperreaktivitat und -haufigkeit wurde im Verlauf nach der Therapie
untersucht. Die Reaktivitat der IgG-ATA nahm unter dem Einfluss der aHSCT
signifikant ab, die Seren wurden jedoch nicht AAb-negativ. Bei Patienten, die mit
einer  Cyclophosphamidstotherapie = oder mit  keiner  spezifischen
immunsuppressiven Therapie behandelt wurden, bestand keine solche
Veranderung der Reaktivitat. Die Reaktivitat der IgM-ATA nahm unter aHSCT
signifikant ab, eine signifikante Anzahl von Patienten wurde IgM-ATA-negativ.
Die Patienten, die mit einer aHSCT behandelt worden waren, wurden in zwei
Gruppen aufgeteilt: Gruppe 1 mit gutem Ansprechen auf die Therapie, Gruppe 2
mit schlechtem Ansprechen oder einem Rezidiv. Patienten mit gutem Ansprechen
auf die aHSCT wiesen zwar vor der Therapie eine signifikant niedrigere 1IgG-ATA-
Reaktivitat auf als Patienten der Gruppe 2, zu einer starkeren Abnahme der AAb-
Reaktivitat kam es jedoch im Verlauf nach der aHSCT nicht.

Bei der Analyse der Antikorperreaktivitaten gegen die 45 Peptide hatten dcSSc-
Patienten nur gegen wenige signifikant haufiger AntikOrper oder eine signifikant
hohere Antikorperreaktivitat als Patienten mit anderen Erkrankungen.
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Die Reaktivitaten gegentber den einzelnen Peptiden korrelierten nicht oder nur
gering mit denen gegenuber Topo Tr bzw. FL; dagegen fanden sich teilweise sehr
starke Korrelationen in den Reaktivitaten zwischen einzelnen Peptiden.

Die publizierte Immundominanz des Epitops Topo489-573 konnte nur teilweise
bestatigt werden. Mit diesem Epitop sowie mit Peptiden in diesem Bereich der
Topoisomerase zeigten auch Seren gesunder Probanden und Patienten mit
anderen Kollagenerkrankungen starke Reaktivitaten. Eine signifikant hohere
Reaktivitat der dcSSc Patienten gegenuber den Vergleichsgruppen bestand
nicht, sodass es sich hier auch um natlrlich vorkommende Autoantikdrper
handeln kann.

Patienten mit schlechterem Ansprechen auf die aHSCT hatten vor der Therapie
haufiger Anti-Topo489-573-AAb und hohere AAb-Reaktivitaten gegen Topo489-
573 als Patienten mit besserem Ansprechen, dieser Unterschied war jedoch nicht
statistisch signifikant.

Ein Wechsel der Epitopspezifitat unter der aHSCT konnte nicht gezeigt werden.
Die in dieser Arbeit vorgelegten Befunde zeigen, dass die ATA bei der dcSSc in
erster Linie gegen Konformations-spezifische und nicht gegen lineare Epitope
gerichtet sind. Einzelne Peptide der Topoisomerase werden dagegen auch von
natlrlich vorkommenden Antikdrpern bei Patienten mit anderen Erkrankungen
oder gesunden Probanden erkannt. Die AAb-Reaktivitat von Patienten mit dcSSc
ist insgesamt heterogen und maoglicherweise auch abhangig von der ethnischen
Herkunft, Genetik oder auch dem Krankheitsstadium bzw. der
Krankheitsmanifestation. Ferner wird deutlich, dass Cyclophosphamid-Therapie
die ATA-Reaktivitat nicht beeinflusst und auch eine aHSCT nur einen geringen
Effekt hat. Man kann daher postulieren, dass die aHSCT nicht zu einer
Rekonstitution der B-Zellen fuhrt, trotz des beobachteten positiven klinischen
Effektes. Dies lasst sich aber dadurch erklaren, dass die ATA mit grolder
Wahrscheinlichkeit keine pathogenetische Bedeutung haben. Weitere
Untersuchungen zur Immunrekonstitution insbesondere von spezifischen T- und
vor allem regulatorischen T-Zellen nach aHSCT sind daher wichtig und kénnten

auch einen Beitrag zur Aufklarung der Immunpathogenese der dcSSc leisten.
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