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1. Einleitung

1.1. Sklerodermie

Sklerodermie ist eine chronische entzlindliche Erkrankung des kollagenen Bindegewebes
mit dem klinischen Merkmal der Bindegewebsvermehrung, die schlussendlich in eine
Hautsklerose und mannigfaltige entzundliche Verdnderungen mundet. Diese Sklerose
(Skleros, griechisch der Stein) fiihrte zur Namensgebung. Man unterscheidet zwischen der
zirkumskripten Sklerodermie mit einem benignen, zum Teil selbstlimitierenden Verlauf
und der systemischen Sklerodermie mit systemischer entziindlicher Beteiligung innerer
Organe und einer Vaskulitis. Weiterhin lassen sich die sogenannten Pseudosklerodermien
abgrenzen. Pseudosklerodermien sind Erkrankungen, die dem klinischen Erscheinungsbild
der Sklerodermie sehr ahnlich sind, jedoch eine andere Atiologie, meist durch

Begleiterkrankungen oder exogene Faktoren aufweisen.

1.1.1. Systemische Sklerodermie

Die systemische Sklerodermie ist eine Systemerkrankung aus dem Formenkreis der
Autoimmunerkrankungen. Klinisch beginnt sie in fast allen Fallen mit einem Raynaud-
Syndrom, Ubergehend in eine obliterierende Angiopathie mit Intimafibrose. Es kommt zu
einer Entziindungsreaktion, die neben der Haut auch innere Organe, insbesondere die
Lunge und den oberen Gastrointestinaltrakt, betreffen kann. Des Weiteren kommt es zur
Sklerose des Bindegewebes der Haut mit typischer Entziindung und Verhartung und der
Vaskulitis und Sklerose innerer Organe, bedingt durch Uberproduktion von
Kollagenfasern[42].

Die systemische Sklerodermie ist eine seltene Erkrankung, die Inzidenz betragt 1/100.000
Einwohner pro Jahr. Die Erkrankung ist in der dunkelhdutigen Bevolkerung haufiger.

Das mittlere Erkrankungsalter liegt zwischen 40 und 50 Jahren. Wobei Frauen friher
erkranken als Manner, hier wird die Erkrankung meist zwischen dem dreifigsten und
neununddreilBigsten Lebensjahr manifest und kann durch eine Schwangerschaft getriggert
werden. Zudem sind Frauen h&ufiger betroffen als Manner, das Verhéltnis liegt bei 3-6:1

weiblich: méannlich [33].



1.1.1.1. Klassifikation

Die am h&ufigsten verwendete Einteilung der systemischen Sklerodermie stammt aus der
Angelsachsischen Betrachtung und Literatur und differenziert die limitierte Form von der
diffusen Form [48]. Diese unterscheiden sich in der Ausdehnung der verdnderten
Hautareale, im Krankheitsverlauf, sowie in der Haufigkeit der entsprechenden

Organmanifestationen (siehe Tabelle 1).

Limitierte Form Diffuse Form

_ Nur im Bereich von Handen, | Auch im Bereich des
Sklerodermie forme ] _
FuRken, Gesicht und Stammes und der proximalen
Hautveranderungen _
Unterarmen Extremitaten

Weitere Manifestationen

) Kann Hautveranderungen um | innerhalb eines Jahres oder
Raynaud-Phéanomen

Jahre vorausgehen bei Auftreten des Raynaud-
Phanomens
Haufig Osophagus- Frih signifikante
motilitatsstérungen, nach Organbeteiligung von
Organbeteiligung Jahren pulmonal-arterieller | Lunge, Gastro-
Hypertonus intestinaltrakt, Herz und
maoglich Nieren

_ Dilatation ohne signifikante o )
Nagelbettkapillaren ) ) Dilatation und Destruktion
Minderperfusion

Héaufig Verkalkungen der )
Verkalkungen _ Keine Verkalkungen
Kutis (CREST Syndrom)

Anti-Zentromer (CENP) Anti-Topoisomerase 1/

antinukledre Antikorper
(70-80%) Scl-70 (30%)

Tabelle 1: Klassifikation der systemischen Sklerodermie nach LeRoy 1988 [48]

Als Unterform der limitierten systemischen Sklerose ist das CREST-Syndrom zu nennen,
mit dem Symptomkomplex: Calcinosis cutis, Raynaud-Syndrom, 6sophageale
Motilitatsstorung, Sklerodaktylie und Teleangiektasien.

AuBer diesen beiden Formen der systemischen Sklerodermie l&sst sich auch noch die
systemische Sklerose im Rahmen von Overlap-Syndromen und die seltene Form der
systemischen Sklerose sine (ohne) Scleroderma, aber mit typischen Organbeteiligungen

differenzieren. Bei Overlap-Syndromen findet sich neben dem Klinischen Bild einer
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systemischen Sklerose eine Polymyositis, bei dieser Patientengruppe sind haufig PM-Scl-
Antikorper nachweisbar [17]. Im Weiteren kann es auch bei ,,mixed connective tissue
disease“ (MCTD), auch Sharp-Syndrom genannt, zusammen mit Merkmalen des
systemischen Lupus erythematodes, der Polymyositis und der rheumatoiden Arthritis zu
dem klinischen Erscheinungsbild einer systemischen Sklerodermie kommen. Das Sharp-
Syndrom hat dennoch hédufig eine glinstigere Prognose als die systemische Sklerodermie.
Ein positiver Nachweis von U1-RNP-Antikorpern liefert den deutlichsten Hinweis auf

diese Unterform.

1.1.1.2. klinische Manifestationen

Hautveranderungen

Die systemische Sklerodermie lasst sich meist klinisch anhand der typischen
Hautveradnderungen diagnostizieren. GemaR den Kriterien des American College of
Rheumatology von 1980 miissen mindestens das Hauptkriterium oder mindestens zwei der

Nebenkriterien (siehe Tabelle 2) erfullt sein.

Hauptkriterium Sklerodermie proximal der Fingergrundgelenke

Nebenkriterien Sklerodaktylie, gribchenférmige Narben oder Substanzverlust der

distalen Fingerweichteile, bilaterale basale Lungenfibrose

Tabelle 2: Diagnosekriterien der systemischen Sklerodermie des American College of

Rheumatology [55].

Bei nahezu allen Patienten mit systemischer Sklerodermie finden sich die
charakteristischen akral betonten Hautverdnderungen. Die meist betroffenen Hautareale
sind die Hande und das Gesicht. Zu Beginn der Erkrankung haben diese haufig
O0dematdsen Charakter (6dematdses Stadium), wéhrend in einem spéteren Stadium das
Gewebe meist fester und hérter imponiert. Es kommt zur sogenannten Sklerodaktylie, die
mit einer Bewegungseinschrankung einhergehen kann. Die Fingerendglieder werden durch
die Sklerose schmal und spitz mit dem Erscheinungsbild der ,,Madonnenfinger. Im
spateren Verlauf kann es zu Wachstumsstérungen mit Verkirzung oder auch zur trockenen
Gangrdn kommen. Im Bereich des Mundes kommt es zur radidren Féltelung und
Verengung der Mundo6ffnung mit Mikrostomie. Nicht selten finden sich Probleme beim
Lidschluss sowie eine reduzierte Mimik. Die Sklerosierung kann sich auch auf den

gesamten Korper ausbreiten, es handelt sich dann meist um eine diffuse systemische
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Sklerodermie [42]. Obwohl sich bei den Patienten mit sehr schweren Hautveranderungen
auch eine sehr hohe Mortalitat fand, gibt es keinen absoluten Zusammenhang zwischen der
Auspragung der Hautmanifestation und der Beteiligung innerer Organe [76].

Bei Patienten mit der limitierten Form kann es hdufiger zu Kalzifizierungen im intra- und
subkutanen Fettgewebe kommen. Hier ist die Haut oft brichig, mit der Folge der
Ausbildung von Rhagaden sowie Verletzungen mit Wundheilungsstérungen.

Die Teleangiektasien finden sich meist periungual, kénnen aber auch im Gesicht oder am
ganzen Korper auftreten und zusammen mit Hyper- und Depigmentierungen ein

bedeutsames kosmetisches Problem darstellen [79].

Raynaud-Syndrom und vaskulére Veranderungen

Der Krankheitsbeginn der systemischen Sklerodermie ist haufig eher schleichend. Bevor es
zu Hautveradnderungen kommt, findet man bei Uber 80% der Patienten am Beginn der
Erkrankung das Raynaud-Syndrom. Der meist kalteinduzierte Vasospasmus fihrt zur
typischen Trikolore mit Zyanose und Blésse gefolgt von hyperperfusionsbedingter Rétung.
Betroffen sind die Arteriolen der Finger, aber auch der Zehen und zum Teil der
Nasenspitze.

Die Veranderung der GefaBwand fuhrt zuerst zur Ausbildung von dilatierten
Riesenkapillaren und einer Rarefizierung der Kapillaren, darstellbar in der
Nagelfalzmikroskopie [52]. Mit der Magnetresonanz-Angiographie, als nicht invasives
Verfahren, lassen sich sowohl die kleinen GefalRe, als auch die Verénderungen der
Mikrozirkulation gut beurteilen [8]. Zudem ldsst sich mit diesem diagnostischen
Verwahren die Auspragung der Entziindungsreaktion mit endsprechender Odembildung
dokumentieren.

Im Verlauf der Erkrankung finden sich strukturelle GefaRveranderungen mit Ausbildung
von sehr schmerzhaften Ulzerationen und akralen Nekrosen an den Fingerspitzen. Es kann
ebenfalls durch die Minderperfusion zu Akroosteolysen mit Verklrzung der

Fingerendglieder kommen.

Gastrointestinale Beteiligung

Bei der Mehrheit der Patienten manifestiert sich die Erkrankung auch am Gastro-
intestinaltrakt. Durch gastrodsophageale Hypomobilitat und Insuffizienz des 6sophagealen
Sphinkters kommt es zur Refluxsymptomatik. Daraus resultieren eine chronische

Refluxdsphagitis, bis hin zur Ausbildung von Vernarbungen und Einengungen des Lumen.
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Die Patienten klagen auch Uber Vollegefiihl oder Dysphagie, insbesondere bei festen
Speisen.

Eher selten sind Bauchkrampfe, bedingt durch Hypomobilitat des Diinndarms. Prinzipiell
kann jeder Bereich des Gastrointestinaltraktes bis hin zum Rektum betroffen sein. Man
geht von einer Atrophie und Fibrose der glatten Muskulatur als Ursache der Dysfunktion
aus. Im Frihstadium konnten eine neuronale Dysfunktion und mikrovaskulare

Veranderungen eine Rolle spielen [53].

Pulmonale Beteiligung

Circa 50% der Patienten mit systemischer Sklerodermie entwickeln im Laufe ihrer
Erkrankung eine pulmonale Beteiligung. Sie stellt die h&aufigste Todesursache der
systemischen Sklerodermie dar.

Insbesondere bei Patienten mit diffuser systemischer Sklerodermie kommt es frih zur
Ausbildung einer interstitiellen Lungenfibrose mit linearen Verschattungen in der
Rontgen-Thorax-Aufnahme. In  der Lungenfunktionsprifung zeigen sich eine
Verminderung der Compliance und eine reduzierte Vitalkapazitat. Klinisch findet sich eine
Belastungsdyspnoe begleitet von unproduktivem Husten.

Bei etwa 10-15% der Patienten kann es im fortgeschrittenen Krankheitsstadium durch
Gefallverdnderungen, auch ohne Zeichen einer interstitiellen Lungenfibrose, zur
pulmonalen Hypertonie kommen. Histologisch findet man eine Intimaverdickung der
Lungenarterien und Arteriolen. Die Patienten berichten zundchst Gber Belastungsdyspnoe,
im weiteren Verlauf kommt es zu den klinischen Zeichen einer Rechtsherzbelastung. Die
pulmonale Hypertonie ist eine der hdufigsten Todesursachen bei Patienten mit
systemischer Sklerodermie [46, 29].



Abbildung 1: Klinkum Harlaching Miinchen Radiologie. Rontgen p.a. Aufnahme des Thorax bei

einem Patient mit schwerer Lungefibose im Rahmen einer systmischen Sklerodermie

Kardiale Beteiligung

Patienten mit klinisch symptomatischer kardialer Beteiligung haben eine schlechte
Prognose mit einer Finf-Jahres-Sterblichkeit von 60% [36]. Haufigste Manifestation stellt
die Perikarditis dar. Diese findet sich nach Autopsie bei 80% der Patienten.
Asymptomatische Verlaufe sind haufig. Ein hamodynamisch wirksamer Perikarderguss ist
oft assoziiert mit einer raschen Verschlechterung der Nierenfunktion [10].

Daruber hinaus kann histologisch eine unregelmaRige Myokardfibrose, verursacht durch
rezidivierende Vasospasmen der kleinen Arterien, nachgewiesen werden. Die Folgen sind
Angina-pectoris-Symptomatik bei unauffalligem Koronarstatus, Kardiomyopathie und
Herzrhythmusstérungen. Der plétzliche Herztod ist eine hédufige Todesursache bei

Patienten mit systemischer Sklerodermie[81].

Muskel- und Skelettbeteiligung

Uber die Halfte der Erkrankten leiden an Muskel- oder Gelenkbeschwerden. Myositiden,
diese meist nur lokalisiert auftreten, gehen meist ohne Erhohung der Kreatinkinase im
Serum einher. Bei proximal betonter Myositis mit Muskelenzymerhéhung ist an ein
Overlap-Syndrom zu denken. Durch ausgepragten Hautbefall kann es zu einer
Muskelschwéche im Sinne einer Immobilitatsatrophie kommen.
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Arthralgien im Bereich der Finger und Kniegelenke sind haufig, eine hochentzlindliche
Anrthritis jedoch selten. Durch Fibrosierung der Sehnenscheiden, insbesondere im Bereich
der Finger und Handgelenke kann es zu schmerzhaften Bewegungseinschrankungen

kommen [82].

Renale Beteiligung

Vor dem Einsatz wirksamer Antihypertensiva, insbesondere der ACE-Hemmer, war das
Nierenversagen die haufigste Todesursache bei Patienten mit systemischer Sklerodermie.
Durch Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems kommt es zur malignen
Hypertonie, der sogenannten ,renalen Krise®. Diese kann zur rasch progredienter
Niereninsuffizienz, Linksherzversagen und hypertensiver Enzephalopathie fiihren [85].

Es findet sich allerdings auch eine langsam fortschreitende Niereninsuffizienz mit milder
Hypertonie und Proteinurie ohne aktives Urinsediment. Ein groRBer Perikarderguss
pradispositioniert zum akuten Nierenversagen. Auch bei Patienten mit rasch progressiver
Ausbreitung der Hautfibrosierung im friihen Krankheitsstadium kommt es haufig zur
renalen Beteiligung.

1.1.1.3. Diagnostische und klinische Relevanz spezifischer Autoantikdrper

Der Nachweis von antinukledren Antikorpern (ANA) spielt in der Diagnostik der
systemischen Sklerodermie eine entscheidende Rolle. Bei tber 90% der Patienten mit
systemischer Sklerodermie sind ANA nachweisbar, wobei die Antikorpertiter der
Sklerodermie spezifischen Autoantikorper keine direkte Assoziation mit der
Krankheitsaktivitdt ~ aufweisen. Der  Nachweis  erfolgt  durch indirekte
Immunfloureszenzmikroskopie, bei der HEp-2-Zellen (Human-Epitheliom Zellen) mit
Patientenseren in unterschiedlicher Verdlinnung (berschichtet werden. Bei der
systemischen Sklerodermie findet man meist ein nukledres, gesprenkeltes oder zentromeres
Fluoreszenzmuster. Die weitere Differenzierung der Antikorperspezifitat erfolgt Uber
Immundiffusion/Gegenstromelektrophorese und Immunoblot sowie heute meist per
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

Die spezifischen Antikérper haben nicht nur diagnostischen Wert, sondern spielen,
aufgrund der bedeutenden prognostischen Aussagekraft, auch eine entscheidende Rolle
bei der Klassifikation der Sklerodermie [59, 60].
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Anti-Zentromer-Antikdrper (CENP) wurden erstmals 1980 bei Patienten mit systemischer
Sklerodermie nachgewiesen [62]. Der Nachweis spricht eher flr eine limitierte Form der
Erkrankung und hat die hochste Assoziation mit dem CREST-Syndrom. CENP lassen sich
bei 20-40% der Patienten mit systemischer Sklerodermie nachweisen und sind wie die Scl-
70-Antikorper hoch spezifisch [25].

Scl-70-Antikorper (Anti-Topoisomerase 1) werden nicht bei Patienten mit anderen
Bindegewebserkrankungen wie der Polymyositis und dem Lupus erythematodes gefunden
und sind somit hochspezifisch fir die Diagnose systemische Sklerodermie [17]. Sie
sprechen sehr oft fir das Vorliegen einer diffusen Verlaufsform mit friher
Lungenbeteiligung in Form einer interstitiellen Lungenfibrose. Aufgrund der anfangs
niedrigen Sensitivitat schlielt ein negativer Befund eine systemische Sklerodermie jedoch
nicht aus.

Der gegen praribosomale Proteine gerichtete PM-Scl-Antikorper gibt Hinweis auf ein
Overlap-Syndrom. Er ist bei 5-10% der Patienten mit systemischer Sklerodermie
nachweisbar und je nach Literaturangaben bei 20-75% bei Polymyositis-Sklerodermie-
Syndrom, welches klinische Merkmale der Polymyositis und Dermatomyositis und der
Sklerodermie aufweist [44].

Erhohte Titer der U1-RNP-Antikdrper finden sich insbesondere bei Patienten mit ,,mixed
connective tissue disease* (MCTD), dem Sharp-Syndrom, mit klinischen Merkmalen der
systemischen Sklerodermie, der Polymyositis, des Systemischen Lupus erythematodes
sowie der rheumatoiden Arthritis. Bei 95-100% der Patienten mit MCTD lassen sich
hochtitrig Anti-U1-RNP nachweisen.

Der Nachweis von Th-RNP-Antikdrpern ist insbesondere bei der limitierten systemischen
Sklerodermie zu finden [59].

Ein antinukledres Floureszenzmuster ist relativ spezifisch fir die systemische
Sklerodermie und bei 20-30% der Patienten zu diagnostizieren [7].
Anti-RNS-Polymerase-Antikorper und anti-Fibrillarin-Antikdrper sind  sehr  selten
nachweisbar und spezifisch fur die diffuse systemische Sklerodermie mit Organbeteiligung
[17].
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In Tabelle 3 sind Haufigkeiten der bei systemischer Sklerose relevanten Antikoérper sowie

ihre klinische Bedeutung zusammengefasst.

Antikorper

Haufigkeit in % bei
Patienten mit
systemischer
Sklerodermie

Subtyp der
systemischen
Sklerodermie

Typische klinische
Assoziation

CREST Syndrom hier bis zu
90%, Osophagusbeteiligung,

CENP (Anti-Zentromer) 30-40 Limitiert )
PAH im spaten
Krankheitsstadium
Anti-Scl-70 (Anti- ) Schwerer Verlauf,
_ 20-40 Diffus _
Topoisomerase 1) Lungenfibrose
Anti-PM-Scl 5-10 Overlap-Syndrom Myositis
) 20 ) Schwere Hautbeteiligung,
Anti-RNS-Polymerase Diffus ]
renale Krise
Anti-Fibrillarin (U3 sn ) o Muskelbeteiligung, pulmonal-
<5 Diffus und limitiert _ _
RNP) arterielle Hypertonie
Anti-U1-RNP 5-15 Limitiert und MCTD | Muskelbeteiligung
Anti-Th-RNP 14 Limitiert Diunndarmbeteiligung, PAH

Tabelle 3: Autoantikorperdiagnostik [17, 25, 59, 60]

1.1.1.4. Atiopathogenese

Die Pathogenese der systemischen Sklerodermie ist komplex und noch nicht endgultig

geklart. Ein aktiviertes Immunsystem, Veranderungen des Gefalisystems, insbesondere der

Kapillaren und des Endothels und ein gestorter Bindegewebsstoffwechsel sind die

grundlegenden Pathomechanismen. Eine genetische Pradisposition scheint dabei eine

entscheidende Rolle zu spielen.

Bedeutung des Immunsystems

Die systemische Sklerodermie gehort zu den Autoimmunerkrankungen, so sind bei tber

90% der Erkrankten ANA nachweisbar und die spezifische humorale Immunantwort, nach

Verlust der Auto-Toleranz, kausal beteiligt. Die spezifischen Autoantikérper zeigen dabei

zum Teil eine hohe Assoziation zu klinischen Merkmalen und sind wie beispielsweise der
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Anti-Zentromer-Antikdrper nahezu ausschlieflich bei Patienten mit systemischer
Sklerodermie nachweisbar.

Es gibt darlber hinaus auch mehrere Hinweise, dass zellvermittelte Immunreaktionen von
zentraler Bedeutung fur die Entziindungsreaktion mit Entwicklung einer Fibrose sind. Das
Ziel der humoralen Immunreaktion stellen vermutlich Endothelzellen dar, wobei es durch
Interaktion der Endothelzellen und der extrazellularen Matrix mit T-Lymphozyten und
Makrophagen zur Freisetzung von Zytokinen und Wachstumshormonen kommt. Diese
stimulieren Fibroblasten und fuhren zur pathologischen Bindegewebsvermehrung. Im

Folgenden sind entsprechende Zytokine aufgefihrt.

Zytokine mit Einfluss auf Kollagensynthese [78, 13]:

EGF epidermal growth factor
PDGF plated derived growth factor
bFGF basic fibroblast growth factor
TGF-R transforming growth factor-3
IL-1,4,6,13 Interleukin -1,4,6,13

TNF Tumornekrosefaktor

IFN-y Interferon-y

Die histologisch nachweisbaren perivaskuldren und interstitiellen zellularen Infiltrate
bestehen hauptséchlich aus CD4-positiven, Interleukin-2 empfindlichen T-Helferzellen
[39], das Verhéltnis von CD4-positiven zu CDB8-positiven Lymphozyten ist bei
systemischer Sklerodermie somit zugunsten der CD4-T-Helferzellen verschoben.

Die Aktivierung der T-Zellen erfolgt dabei zum einen tber Antigen-présentierende Zellen
(APZ, Makrophagen), welche das Antigen uber den T-Zellrezeptor und kompatible HLA-
Klasse-l11-Molekille préasentieren. Dieser Vorgang bewirkt weitere Teilungs- und
Differenzierungsprozesse, bis hin zur Entwicklung einer spezifischen humoralen
Immunantwort. Zum anderen fuhrt eine Interaktion von Epitopen der Endothelzellen und
der extrazelluldaren Matrix Uber Oberflaichenmolekile der T-Zellen, sogenannten Very-
late-antigen-Integrinen, zur primdren Immunantwort [80]. Beschrieben wurde diese
Interaktion mit den Matrixproteinen Fibronektin, Laminin, Kollagen Typ | und Tenascin.
Sklerodermie-ahnliche klinische Veranderungen zeigen sich auch bei Patienten mit Graft-
versus-host-Erkrankung (GVHD) nach Knochenmarktransplantation, was wiederum die
Bedeutung der zellvermittelten Immunitdt in der Pathogenese der systemischen

Sklerodermie unterstreicht. Bei beiden Erkrankungen finden sich Verhdrtungen der Haut
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mit gastrointestinaler und pulmonaler Beteiligung, sowie ANA. Auch bei der GVHD

spielen aktivierte T-Lymphozyten eine zentrale Rolle in der Krankheitsentstehung [77].

Verénderungen im BlutgefaRsystem

Bereits im frihen Krankheitsstadium kommt es zur Veranderung kleiner Arteriolen und
Kapillaren. Histologisch findet sich eine Schéadigung der Endothelzellen und der
Basallamina, gefolgt wvon Intimaverdickung und Geféal3obliteration. Es wurden
verschiedene Mechanismen beschrieben, die fur die Verédnderungen am Endothel
urséchlich sein kdénnen. So konnte im Serum von einigen Sklerodermie-Patienten das flr
Endothelzellen zytotoxische Typ IV Kollagenase Granzyme 1 nachgewiesen werden.
Dieses wird aus aktivierten T-Zellen freigesetzt und fuhrt zur Fragmentation von Laminin
und Kollagen 1V und zur Ausbildung einer Entziindungsreaktion [39].

Des Weiteren wurden zirkulierende Anti-Endothel-Zell-Antikorper bei 21-85% der
Patienten mit systemischer Sklerodermie nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass
Anti-Endothel-Zell-Antikorper antikdrpervermittelte Zytotoxizitdt bei Sklerodermie-
Patienten initiieren, die wiederum zur Apoptose von Endothelzellen fuhrt. Diese
Autoantikdrper sind allerdings nicht Sklerodermie-spezifisch und finden sich auch bei
anderen Kollagenosen [9].

Durch die Endothelzellschadigung kommt es unter anderem durch verminderte
Prostacyclin-Spiegel und einer erhohten Produktion von Endothelin-1 zur Aktivierung von
Thrombozyten, welche an das geschéadigte Endothel binden und wiederum Fibroblasten-
stimulierende und vasokonstriktorische Zytokine freisetzen kénnen. Es kommt in Folge zu

Gefalverschlussen und zur Bindegewebsfibrose.

Bindegewebsstoffwechsel

Das Wachstum von Fibroblasten, die Synthese-Rate von Kollagen, Fibronektin und der
Glykosaminoglykane sind bei systemischer Sklerodermie erhéht. Histologisch findet sich
insbesondere perivaskular eine vermehrte Kollagensynthese.

Aus der uberschiefenden Entziindungsreaktion resultiert eine Geféalischadigung,
insbesondere im Kapillarstromgebiet der Haut und eine Bindegewebsfibrose der Haut und
innerer Organe mit entsprechenden Funktionsdefiziten.

In vitro wurde gezeigt, dass Fibroblasten aus einem erkrankten Hautareal eines
Sklerodermie-Patienten das zwei- bis Dreifache an Kollagen synthetisieren kdnnen, im

Vergleich zu normalen Fibroblasten von gesunden Individuen. Diese vermehrte Aktivitat
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der Fibroblasten ist vermutlich zytokinvermittelt. Insbesondere transforming growth
factor-3, plated derived growth factor, IL-1 und IL-6 spielen hier eine zentrale Rolle. So
findet sich bei Fibroblasten von Patienten mit systemischer Sklerodermie der plated
derived growth factor (PDGF)-Rezeptor im Gegensatz zu Fibroblasten bei gesunden
Probanden standig exprimiert [35].

Diese Storung kann nicht nur an einer vermehrten Bindegewebssynthese liegen, sondern
auch mit einem verminderten Abbau vergesellschaftet sein. Es wurde eine verminderte
Aktivitdt von Kollagenasen, die zu den Matrix-Metalloproteinasen zahlen, bei

systemischer Sklerodermie beobachtet [28].

Genetische Pradisposition

Es ist heute gesichert, dass eine genetische Prédisposition eine entscheidende Rolle bei der
Genese der systemischen Sklerodermie spielt. So zeigte eine grolRe amerikanische Studie
an 703 Familien, dass eine positive Familienanamnese den groften Risikofaktor fiir eine
systemische Sklerodermie darstellt. Hier ist liegt das Risiko bei 1,6% im Gegensatz zu
0,026% in Familien bei denen es bisher nicht zum Auftreten einer systemischen
Sklerodermie gekommen war [21]. Auch die unterschiedliche Pravalenz in verschiedenen
ethnischen Gruppen unterstreicht diese Annahme. So zeigt der Choctaw Stamm in
Oklahoma eine zweifach erhohte Pravalenz mit einem einheitlichen klinischen und
immunologischen Erscheinungstyp [20].Auch die Assoziation von bestimmten HLA-
Allelen zu klinischen Merkmalen der Sklerodermie und den spezifischen Antikérpern lasst
auf die genetische Préadisposition schlielen. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass
HLA-B8 mit einem akuten hoch entzlndlichen Verlauf der systemische Sklerodermie
assoziierte ist, wohingegen HLA-B7/DR2 haufig bei Patienten mit einer mild verlaufenden
zirkumskripten Sklerodermie zu finden ist [30]. Das HLA-DRB5*01:05 Allel findet sich
besonders bei Patienten mit pulmonaler Beteiligung [64]. Die prognostische Aussage Kraft
der HLA Assoziation wird durch die genannten Beispiele deutlich.

In den letzten Jahren wurden Genpolymorphismen fur unterschiedlichste DNA-Regionen
analysiert, welche Proteine kodieren, die in der Immunregulation, dem
Bindegewebsstoffwechsel oder der Funktion des GefaRsystems eine Rolle spielen.

Hier konnten, wie in der Ubersichtsarbeit von Granel et al. 2009 dargestellt, zahlreiche
Assoziationen zu Genpolymorphismen von Zytokingenen wund der systemischen
Sklerodermie nachgewiesen werden [21]. Diese sind TNF-a. und  ,IL-1-o und (3, IL-2,
L-10 und IL- 13.
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1.1.2. Zirkumskripte Sklerodermie

Die zirkumskripte Sklerodermie ist eine seltene Erkrankung, die meist Frauen im jungeren
Lebensalter betrifft. Nach einem entzindlichen Stadium kommt es zur herdférmigen
Sklerose der Haut mit Uberproduktion von Kollagenfasern und Schrumpfung des
Bindegewebes. Diese Verénderungen lassen sich histologisch primér in der Dermis
nachweisen, tiefe Sehnenscheiden und Faszien konnen allerdings in den sklerotischen
Umbau mit einbezogen sein.

Klinisch zeigt sich initial das entziindliche Geschehen in Form einer sich ausbreitenden
Roétung, die sich von zentral in einen gelblich-weiRen Skleroseherd umwandelt. Dieser
Plaque ist gegenuber dem subkutanen Bindegewebe schlecht verschieblich und meist von
einem blauvioletten, sogenannten "lilac ring* umgeben [74].

Je nach Form und Ausbreitung der Skleroseherde und Auftreten in den unterschiedlichen
Bindegewebsschichten lassen sich verschiedene Kklinische Erscheinungsbilder der

zirkumskripten Sklerodermie unterscheiden (siehe Tabelle 4).

Einzelne oder wenige runde oder ovale Herde oft am

_ ) Rumpf, meist nur die Epidermis betreffend, sehr selten
Zirkumskripte Morphea ] ) )
mit Blasenbildung durch Obstruktion der Lymphgeféle

(bullése Morphea)

o Mebhr als vier Plaques oder groRer als drei 3cm; zum Teil
Generalisierte Morphea ]
konfluierend

Lineare Ausbreitung der Sklerose oft mit deutlicher
Lineare Sklerose kosmetischer und funktioneller Auswirkung , haufigste

Form bei Kindern

_ Sehr seltene schwere Form, die gesamte Hautdicke
Pansklerosierende Morphea )
betreffend, am gesamten Kdorper auftretend

Mischtyp Mehrere Unterformen gleichzeitig

Tabelle 4: Klassifikation der zirkumskripten Sklerodermie/Morphea nach Laxer und Zulian 2006
[47]

Atiologisch scheint eine genetische Disposition von Bedeutung zu sein. Traumata der

Haut, chronische Belastungen, Insektenstiche oder Impfungen kénnen eine Sklerosierung

auslosen. Die Ahnlichkeit der histologischen Veranderungen der betroffenen Haut mit

denen einer Graft-versus-Host-Reaktion gaben Grund zu der Annahme, dass Chimarismus,
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zum Beispiel im Rahmen einer Schwangerschaft eine pathogenetische Rolle spielt [89].
Auch toxische Substanzen oder Rontgenstrahlen kdnnen als ,.trigger* fungieren [54].

Die zirkumskripte Sklerodermie hat eine giinstige Prognose. Haufig kommt es zu einem
spontanen Stillstand, eine Rickbildung der Sklerose ist moglich. Bei 20% der Patienten
mit Morphea kommt es zur extrakutanen Manifestation. Am héufigsten sind hier die
Gelenke betroffen, auch Veranderungen an Augen oder dem oberen Gastrointestinaltrakt
wurden beschrieben. Diese Organmanifestationen sind wesentlich milder als bei der
systemischen Sklerodermie, weisen keine systemische Vaskulitis auf und sind per se nicht
lebensbedrohlich [89].

1.2. Interleukin-6

Interleukin-6 ist ein Interleukin, welches an der Regulation von Entziindungsprozessen im
ganzen Korper teilnimmt. Es gehort zu einer Zytokingruppe h&dmatopoetischer Zytokine,
die sich die Signaltransduktion uber die Rezeptoruntereinheit Glykoprotein gp 130 teilen
[27]. Es wird durch verschiedenste Zelltypen exprimiert. So kann es neben Monozyten,
Granulozyten und B-Lymphozyten auch von verschiedenen mesenchymalen Zellen wie
Synoviozyten und Chrondrozyten synthetisiert werden.

Ebenso vielfaltig ist der Weg der Induktion. Hier spielen Zytokine (IL-1, TNF), Produkte
inflammatorischer VVorgange (Bradykinin, CRP), aber auch infektiése Antigene von Viren
oder Bakterien eine Rolle [22, 23, 37].

In seiner Funktion hat Interleukin-6 autokrine, parakrine und endokrine Effekte. Es spielt
eine entscheidende Rolle bei dem Ubergang von Mechanismen der angeborenen Immunitit

zur erworbenen Immunitét.

1.2.1. Expression

Die Halbwertszeit des aktiven IL-6 liegt bei wenigen Minuten. Die Ausscheidung erfolgt
Uber Leber und Niere.

IL-6 kann zum einen von zahlreichen Zelltypen exprimiert werden, aber auch die
Induktion der IL-6-Sekretion ist durch verschiedenste Substanzen mdglich. Dies fuhrt in
vivo dazu, dass verschiedene Induktionswege parallel laufen und z.B. eine
pharmakologische Blockade der Stimulation durch LPS wegen der gleichzeitigen Wirkung
der Stimulation durch IL-1 und TNF keine Minderung der IL-6-Wirkung zur Folge hat.

In Tabelle 5 sind die Substanzen aufgefiihrt, welche die IL-6-Expression beeinflussen.
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Stimulation der IL-6-Expression Inhibition der IL-6-Expression

TNF-a Glukokortikoide

IL-1 Ostrogenen

LIF ( Leuk&mie inhibierender Faktor) Tumor-Suppressorgen pS3
PDGF

Interferon-R3

Infektiose Antige Viren und Bakterien
LPS (Lipopolysaccharid)

Bradykinin

Komplementfaktoren

CRP

Prostaglandin-E2

Urat- und Kalziumphosphatkristalle

Tabelle 5: Substanzen mit Auswirkung auf die IL-6-Expression [23, 65].

Das Zytokin IL-6 wird auf dem Chromosomenabschnitt 7p21-p14 kodiert.

Die Promotorregion des IL-6-Gens (IL-6) enthéalt mehrere transskriptionell regulatorische
Elemente. Durch 5 End-Deletionsmutationen konnten die regulatorischen Funktionen
dieser verschiedenen Bindungssequenzen nachgewiesen werden. So befindet sich zwischen
Position -173 bis —151 Basenpaar (bp) das sogenannte " multiple response element™". Hier
binden nukleére Proteine, welche Signale von IL-1, TNF sowie der Proteinkinase C und A
Ubertragen[66].

Daneben findet sich eine weitere Bindungsstelle, die NF-xB Region, fir second massenger
des IL-1, TNF-o und LIF. Hieraus ergeben sich z.T. synergistische Effekte bei der
Initiierung der Transkription von IL-6 [57].

Auch wurde die GRE-Region identifiziert, welche Signale der hemmenden
Glukokortikoidwirkung vermittelt.

Das Transkriptionsprodukt ist ein aus 212 Aminosduren bestehendes Propeptid, hiervon
wird das 184 Aminosauren lange aktive IL-6 abgespalten.
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Abbildung 2: Struktur des Zytokins IL-6 [Somers, W., Stahl, M., Seehra, J.S. 1.9 A crystal
structure of interleukin 6: implications for a novel mode of receptor dimerization and signaling.
EMBO J. v16 pp.989-997, 1997]

1.2.2. Funktion

Regulation von Entziindungsreaktionen und Differenzierung von B-Lymphozyten

IL-6 spielt bei der Regulation von Entzlindungsreaktionen eine wichtige Rolle. Es induziert
die terminale Differenzierung von B-Lymphozyten in antikdrperproduzierende
Plasmazellen. Dieser Effekt wurde zundchst in vitro und dann in vivo an IL-6-transgenen
Mausen nachgewiesen. Hier kommt es zur deutlichen Plasmozytose und einer
polyklonalen Gammopathie, meist mit Immunglobulin G mit Ausbildung von
Autoantikdrpern [83]. Zudem wird bei den transgenen Mausen eine mesangioproliferative
Glomerulonephritis beobachtet, wie man sie auch beim systemischen Lupus erythematodes
findet [88].

Ein Beispiel fur die Bedeutung des IL-6 bei der Entstehung von Autoantikdrpern zeigte
sich bei Patienten mit kardialem Myxddem. Diese Patienten boten haufig
Autoimmunphanomene, bei gleichzeitig erhéhten IL-6-Serumspiegeln. Nach chirurgischer
Entfernung der Tumore kam es zum Sistieren der Autoimmunitdt und einer
Normalisierung der IL-6-Serumspiegel. In der histologischen Untersuchung der

Myxddemtumoren waren reichlich IL-6-expremierende Zellen zu finden[87].
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Induktion der Akutphase-Antwort

IL-6 spielt eine zentrale Rolle in der Akutphase-Antwort. So ist IL-6, anders als bisher
angenommen, in der Lage allein zahlreiche hepatische Akutphaseproteine zu induzieren,
dazu gehdren u.a. CRP und Fibroblastin. IL-1 und TNF spielen hier eine eher
untergeordnete Rolle, sie kdnnen allerdings Uber Stimulation der IL-6-Expression in
hepatischen Kupferzellen, indirekt die Synthese der Akutphase-Proteine beeinflussen [19].
Die Bedeutung des IL-6 bei Infektionen zeigt sich an Knockout-Mé&usen des IL-6-Gens.
Sie weisen umgekehrt zu der oben angefiihrten IL-6-Wirkung eine deutliche
Abwehrschwache und Reduktion der Akutphase-Antwort auf [43].

Fibroblastenstimulation

IL-6 gehort neben PDGF, TGF-B und IL-1R zu den Fibroblasten-stimulierenden Zytokinen.
Duncan et al. untersuchten, ob die Fibroblasten stimulierende Effekt des IL-13 durch IL-6
vermittelt ist [12]. IL-1 bewirkt eine vermehrte IL-6

-Expression in Fibroblasten. Rekombinantes humanes IL-6 fihrt bei kultivierten
Fibroblasten in wvitro zur konzentrationsabhangigen Stimulation der Kollagen,
Glykosaminoglykan-, Hyaluronséure- und Chondroitin-4/6-Sulfat-Synthese.

Eine Blockierung der IL-6-Wirkung durch Antikdrper gegen rekombinantes humanes IL-6
flhrte allerdings nur partiell zur Reduktion der Bindegewebssynthese in Fibroblasten nach
Stimulation mit IL-1-B. Im Gegensatz dazu haben Antikorper gegen IL-1-8 keinen Einfluss
auf die Fibroblastenfunktion nach Stimulierung durch IL-6. IL-6 fuhrt somit direkt zur
vermehrten Bindegewebssynthese durch Stimulation der Fibroblasten [12].

Auch Kawaguchi et al. konnten zeigen, dass die Blockierung der IL-6-Wirkung durch IL-
6-Antikorper in Fibroblastenkulturen von Patienten mit systemischer Sklerodermie zur
einer signifikant verminderten Synthese von Prokollagen Typ | fuhrt [40].

Dartiber hinaus lieferten mehrere Arbeiten entscheidende Hinweise, dass IL-6 bei
Patienten mit systemischer Sklerodermie eine entscheidende Rolle bei der Fibroblasten-
Aktivierung und -Stimulation spielt [38, 69, 90].

Endokrinologische Wirkung

IL-6 beeinflusst zudem (ber z.T. stimulierende aber auch hemmende Effekte
endokrinologische Vorgange. Fiir die systemische Sklerodermie scheint unter Anbetracht

der Wirksamkeit einer Steroidtherapie der Zusammenhang mit dem Kortisolstoffwechsel
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von Bedeutung. So stimuliert IL-6 Uber ACTH die korpereigenen Kortisolproduktion,
welches wiederum hemmend auf die IL-6-Expression wirkt [68, 56].

Die Gabe von |IL-6 fluhrt zu erhohter Korpertemperatur, Gewichtsverlust,
Abgeschlagenheit und Gliederschmerzen. Bei Patienten mit akutem Hypokortisolismus
finden sich umgekehrt &hnliche Symptome, bei gleichzeitig stark erhohten IL-6

Serumwerten [86].

1.2.3. Promotor-Polymorphismus des Interleukin-6-Gens in Position —174 G/C

Im Bereich der 5°-Region des Promotors des humanen IL-6 wurde 1998 von Fishman et al.
ein Guanin/Cytosin-Einzelnukleotid-Polymorphismus in der Position -174 bp beschrieben.
Die Gruppe der -174 Cytosin-Variante zeigte in HelLa-Zellen eine niedrigere IL-6-
Expression, verglichen mit der -174 Guanin-Variante. Nach Stimulation der HeLa Zellen
durch LPS oder IL-1 stieg die Expression des IL-6 in der -174 Guanin-Variante nach 24
Stunden deutlich an, in der -174 Cytosin-Variante blieb die Expression hingegen gleich.
[16]. Auch die IL-6-Serumkonzentrationen waren bei Gesunden mit dem C-Allel
signifikant niedriger [16]. Im Vergleich zur Kontrollgruppe fanden sich bei Patienten mit
juveniler chronischer Arthritis, insbesondere bei frihem Krankheitsbeginn, weniger
Patienten mit dem als protektiv postulierten CC-Genotyp.

Im Folgenden wurde der funktionelle Promotor-Polymorphismus des IL-6 als
Kandidatengen angesehen und in zahlreichen genetischen Studien untersucht.

Lu KC et al. fanden, dass der Genotyp -174 GG des Promotor-Polymorphismus des IL-6
mit einem deutlich erhéhten Risiko fiir die Entwicklung einer Bronchiolitis obliterans nach
Lungentransplantation einher geht [51].

In den letzten Jahren ergaben sich immer mehr Hinweise, dass in der Genese der koronaren
Herzkrankheit inflammatorische Effekte eine Rolle spielen. Es konnte in einer
Langzeitstudie, Uber einen Zeitraum von ca. 5 Jahren gezeigt werden, dass unter
Statinbehandlung Patienten mit dem CC-Genotyp ein signifikant niedrigeres Risiko fir
koronare Herzkrankheit aufwiesen, als Patienten des GC- oder GG-Genotyp [3].

Ferrari et al. konnten 2003 eine Assoziation von erhéhten CRP-Werten im Serum und
Osteokalzin, einem Marker fiir Knochenresorption, mit dem -174 G-Allel bei Frauen in der
Postmenopause feststellen. Sowohl eine Erhéhung der CRP-Werte, als auch die
Knochenresorption kann von IL-6 verursacht werden [15].

Schotte et al. konnten keinen signifikanten Unterschied in der Allelhdufigkeit des

Promotor-Polymorphismus des IL-6 bei Patienten mit systemischen Lupus erythematodes,
22



im Vergleich zu Gesunden, feststellen. Es bestand aber eine Assoziation mit dem -174 G-
Allel und diskoiden Hautveranderungen, sowie Auftreten von Anti-Histon-Antikorpern
[73].

Auch Hulkkonen et al. fanden keine Unterschiede in der Allelverteilung des

-174 G/C-IL-6-Promotor-Polymorphismus bei Patienten mit Sjérgens’s Syndrom im
Vergleich zu gesunden Personen. Es waren allerdings bei Patienten mit dem Genotyp -174
GG und auch bei den gesunden Individuen mit diesem Allel, wie von Fishmann bereits

beschrieben, erhdhte 1L-6-Serumspiegel nachweisbar [32].
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2. Zielsetzung dieser Arbeit

Die systemische Sklerodermie ist eine Autoimmunerkrankung mit entzindlichen
Veranderungen an Gefdllen, der Haut und inneren Organen, sowie Produktion von
Autoantikorpern  und  Fibrosierung des  Bindegewebes, durch  gesteigerte
Fibroblastenaktivitt.

In zahlreichen Untersuchungen wurde gezeigt, dass IL-6 in der Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen von Bedeutung sein kann und zudem bei der Stimulation von
Fibroblasten eine entscheidende Rolle spielt.

Ein biallelischer IL-6-Genpolymorphismus (-174 G/C) in der Promotorregion von IL-6 ist
durch vermehrte Expression von IL-6 in vitro und in vivo von funktioneller Bedeutung.
Die homozygote Variante GG des IL-6-Gens wies signifikant erhdhte I1L-6-Serumspiegel
bei Gesunden und Patienten mit juveniler rheumatoider Arthritis.

In den Jahren 1991-2001 konnte ein Patientenkollektiv von 93 Patienten mit Subformen
der Erkrankung systemische Sklerodermie klinisch charakterisiert und Proben zur DNA-
Analyse extrahiert werden.

Es soll nun in dieser Arbeit die Hypothese untersucht werden, ob eine Assoziation der
Guanin-Variante des IL-6 -174 G/C Promotor-Polymorphismus (high response allele) mit
dem Auftreten von systemischer Sklerodermie, einer klinischen Unterform, oder
bestimmten klinischen Manifestationen, oder dem Muster der spezifischen Autoantikorper-

Synthese assoziiert ist.
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3. Material und Methoden

3.1. Patientenkollektiv

3.1.1. Erfassung der Patientenvariablen

Untersucht wurden insgesamt 112 Patienten mit systemischer Sklerodermie. Die Erfassung
des Patientenkollektives und die Entnahme der Blutproben erfolgten zwischen 1991 und
2001, im Rahmen der Sklerodermie-Sprechstunde der Klinik und Poliklinik fir
Dermatologie und Allergologie der Ludwig-Maximilians-Universitdt Munchen. Es wurde
den Kriterien der Vereinbarung von Helsinki entsprochen.

In die Studie aufgenommen wurden Patienten mit systemischer Sklerodermie, welche die
Diagnosekriterien des American College of Rheumatology erfullten, sowie eine kleinere
Anzahl an Patienten mit MCTD und Overlap-Syndromen, sowie Patienten mit
zirkumskripter Sklerodermie als Kontrollgruppe.

Die Patienten wurden vor der Blutenthahme zur Bestimmung des Promotor-
Polymorphismus des IL-6-Gens aufgeklart, dass die genetischen Grundlagen und die
Pathophysiologie der Sklerodermie untersucht werden, gemafR der Deklaration von
Helsinki nach der Novelle von 1989 zu ethischen Grundsétzen fur die medizinische
Forschung am Menschen. Die Auswertung des Versuchsergebnisses wurde anonymisiert
vorgenommen.

Die klinischen Daten beziliglich der Organmanifestation und der immunserologischen
Parameter wurden anhand eines standardisierten Fragebogens erfasst und dokumentiert
(siehe Anhang Seite 66-68).

3.1.2. Das Patientenkollektiv

Von den 112 eingeschlossenen Patienten waren 96 weiblichen und 16 mannlichen
Geschlechts.

Es erfolgte eine Aufteilung des Kollektivs in Patienten mit Systemerkrankung, diese
wurden wiederum in 4 Untergruppen unterteilt (siehe Tabelle 6). So waren 93 der 112
erfassten Patienten an einer systemischen Sklerodermie, einem MCTD oder einem
Overlap-Syndrom erkrankt. Unter den Patienten mit einer Systemerkrankung waren 79

weiblich und 14 ménnlich, das Verhaltnis in dem vorliegenden Kollektiv betrug 5,6:1
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weiblich: mannlich. 19 Patienten litten an einer zirkumskripten Sklerodermie. Das
Verhéltnis weiblich: méannlich hier 8,5:1.
Tabelle 6 zeigte die Unterteilungen in die klinische Subgruppen, die absoluten Zahlen (N)

und den prozentualen Anteil am Kollektiv der Patienten mit Systemerkrankung.

Klinische Subgruppe Absolute Zahl (N) |Prozentualer Anteil(%0)
Limitierte systemische Sklerodermie 67 72

Diffuse systemische Sklerodermie 16 17,2
Overlap-Syndrom/PM-Scl-AK positiv |6 6,5

MCTD 4 4,3

Tabelle 6: Unterteilung der 93 Patienten mit systemischer Erkrankung in klinische Subgruppen mit

Angaben der absoluten Zahlen N und der prozentualen Anteile (%).

Die Abbildung 3 stellt die Verteilung in Form eines Kreisdiagramms dar.

Overlap. Synd.6 =6,5%
MCTD 4 =4,3% diffuse syst. Skl. 16 =17,2%

limitierte systemische Sklerodermie 67=72%

Abbildung 3: Kreisdiagramm der prozentualen Anteile der klinischen Subgruppen am Kollektiv der
Patienten mit Systemerkrankung. Die absoluten Zahlen (N) sind angeflhrt, die prozentualen
Anteile befinden sich dahinter in Klammern.

Der grote Anteil der 93 erfassten Patienten mit Systemerkrankung litt an einer limitierten
systemischen Sklerodermie 67 (72%). Bei 16 Patienten (17,2%) konnte eine diffuse
Sklerodermie und bei 4 Patienten (4.3%) ein Sharp-Syndrom diagnostiziert werden. Bei 6
Patienten (6,5%) waren PM-Scl-Antikdrper nachweisbar und es bestand das klinische Bild

eines Overlap-Syndroms.
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Wie bereits in der Zielsetzung formuliert, befasst sich die Untersuchung primar mit der
Gruppe der Systemerkrankungen, die 19 Patienten der klinischen Kontrollgruppe mit
zirkumskripter Sklerodermie wurde deshalb nicht weiter in klinische Subgruppen
differenziert.

Die gesunde Kontrollgruppe bestand aus 79 freiwilligen kaukasischen Individuen, deren
Anamnese keinen Anhalt fir eine Erkrankung aus dem Formenkreis chronisch

entzundlicher Erkrankungen bot.
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3.2. Material

3.2.1. Reagenzien

Agarose
Ammoniumchlorid

BSA

Borsaure

dATP, dCTP, dGTP, dTTP
Ethanol

EDTA

Ethidiumbromid

Ficoll
Kaliumhydrogencarbonat
kb-Leiter

bp-Leiter

Tris

Orange G

3.2.2. Pufferlésungen

Erythrozytenlysepuffer:

NEBuffer 4 pH 7,9

Orange G Auftragspuffer

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
New England BioLabs
Merck, Darmstadt

Pharmacia Freiburg

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
New England BioLabs
New England BiolLabs
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

155 mM NH,CI
10 mM KHCOs3
1 mM Nax-EDTA

New England BioLabs
50 mM Ka-Acetat

20 mM Tris-Acetat

10 mM Mg-Acetat
1mMDTT

25% Ficoll
0,25% Orange G
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PCR (10er-Pufferansatz) Amerham, Pharmacia, Freiburg
16 mM (NH,),SO;
20 mM Tris-HCL (pH 8,55)
1 mM MgCl,

TBE-Puffer pH 8,0 (10x) 890 mM Tris
890 mM Borsaure

20 mM Nap-EDTA

TE-Puffer pH 7,5-8,0 10 mM Tris
2 mM Na,-EDTA

3.2.3. ssOligonukleotide

Primer forward: 5°-TTG TCA AGA CAT GCC AGG TGC T-3 MWG-Biotech-AG
Primer reverse: 3’-GCC TCA GAG ACA TCT CCA GTC C-3° MWG-Biotech-AG

3.2.4. Enzyme

Nlalll New England BioLabs
Tag-DNA-Polymerase Amersham Pharmacia, Freiburg
Quiagen Protease Quiagen, Hilden

3.2.5. Photomaterial

Sorotfilm Typ 667, Fa.Xxq. Polaroid

3.2.6. Technische Gerate

Thermocycler Gene Amp 9700 Perkin Elmer, Heidelberg
Photoinstrument GelDoc 2000 BioRAD
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3.3. Methoden

3.3.1. Isolierung genomischer DNA aus Vollblut

Zur Gewinnung der zelluldren Bestandteile werden zunachst, je nach Alter der Blutprobe,
3-30 ml EDTA oder Heparin-Blut bei 2000 g fir circa 5 min zentrifugiert und der
Plasmauberstand verworfen. Das Sediment wird in 1 Vol Erythrozytenlysepuffer auf einem
Labormischrad fir 30 min bei Raumtemperatur gelst, wobei es zur Erythrozytenlyse
kommt. Danach wird das Leukozytensediment durch erneute Zentrifugation bei 2000 g fiir
20 min abgesetzt und das Erythrozytenlysat verworfen. Bei unvollstandiger
Erythrozytenlyse kann eine Wiederholung des vorherigen Arbeitsvorgangs notwendig sein.
Nun wird das Leukozytensediment mit PBS gewaschen und mit 100%igem Ethanol gefalit.
Die prézipitierte DNA wird zur Salzreduktion in 70%igem Ethanol gewaschen und in TE-

Puffer oder autoklaviertem H,O resuspendiert.

3.3.2. Gelelektrophorese von Doppelstrang-DNA

Die Auftrennung der Doppelstrang-DNA erfolgt mittels horizontaler Gelelektrophorese,
wobei endsprechend der gewinschten relativen GroRenauftrennung fiir PCR-DNA
1,5%iges Agarosegel und fir mit Restriktionsendonukleasen gespaltene DNA 3,0%iges
Agarosegel verwendet wird. Die Agarose wird in einem Mikrowellenofen mit dem
entsprechenden Laufpuffer z.B. TBE-Puffer fir PCR-DNA aufgekocht und nach Zugabe
von 0,1 pg/ml  Ethidiumbromid in eine Horizontalgelkammer gegossen. Nach
Polymerisierung des Gels kann die DNA aufgetragen werden. Zur Erleichterung des
Einpipitierens wird die DNA-L6sung mit durch Orange G angeféarbten Auftragspuffer
vermischt. Die Elektrophorese erfolgt bei einer elektrischen Spannung von 2-8 V/cm.
Durch zur Fluoreszenz angeregtes interkaliertes Ethidiumbromid werden die DNA-Banden
bei UV-Licht von 260 nm Wellenlénge sichtbar gemacht und photographisch dargestellt
(Gel Doc 2000, BioRAD). Zum Vergleich wird als GroRenstandard eine 1-kb-Leiter

aufgetragen.

3.3.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die  Konzentrationsbestimmung von  Nukleinsdure erfolgt mit Hilfe des

Spektralphotometers. Zur Messung wird die DNA-Suspension in eine Quarzkuvette
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(bessere Durchlassigkeit im UV-Lichtbereich) gefullt und die Absorption bei 260 nm, dem
Absorptionsmaximum von DNA bestimmt. Der optischen Dichte von 1 entsprechen 50
ug/ml dsDNA. Zur Reinheitsbestimmung wird die Absorption bei 280 nm, dem
Absorptionsmaximum von Proteinen gemessen, und der Quotient aus optischer Dichte bei
260 nm und optischer Dichte bei 280 nm berechnet. Fir reine DNA ergibt sich ein Wert
von 1,8. Bei Verunreinigung durch Proteine werden endsprechend niedrigere Werte

ermittelt.

3.3.4. Polymerasekettenreaktion genomischer DNA

Die PCR (Polymerase chain reaction) ist eine 1988 von Saiki et al. eingefiihrte Methode,
mit der sequenzspezifische DNA-Stiicke begrenzter Lange, in nacheinander ab folgenden
Zyklen, exponentiell amplifiziert werden kénnen.

Dabei wird zunachst der DNA-Doppelstrang bei 94 °C denaturiert und in Einzelstrange
aufgetrennt. Darauf hybridisieren kurze spezifische Oligonukleotide, sogenannte Primer,
die den entsprechenden DNA-Abschnitt von beiden Seiten her begrenzen, mit den jeweils
komplementéren Basenstrangen. Der Forward-Primer wird vom 5°-Ende Richtung 3"-Ende
abgeleitet und der Reverse-Primer vom 3"Ende in Richtung 5°-Ende. Bei der Auswahl der
Primer ist darauf zu achten, dass diese eine dhnliche Schmelztemperatur aufweisen, die
sich wie folgt berechnet:

[M(A/T) x 2°C + n(G/C) x 4°C] -5 °C; wobei m=Anzahl der dATP und der dTTP im
Primer und n=Anzahl der dCTP und der dGTP im Primer darstellen. Dartiber hinaus sollte
die Anfangs- und Endsequenz der Primer nicht komplementér zueinander sein, um eine
Zirkularisierung der Primer oder eine Di- oder Konkatamerbildung zu vermeiden.

An den durch die Primer markierten dsDNA-Anteilen beginnt mit Hilfe der Tag-DNA-
Polymerase die Synthese des jeweiligen Gegenstrangs unter Verwendung der freien
dNTPs. Die Tag-DNA-Polymerase ist ein thermostabiles Enzym das aus dem Bakterium
Thermus aquaticus isoliert werden konnte. Die optimale Reaktionstemperatur liegt bei 72
°C. Durch die Hitzestabilitdt nimmt das Enzym aber auch bei der Denaturierung der DNA
bei 94 °C keinen Schaden. Die verschiedenen Zyklen werden in einem programmierbaren

Thermoprozessor durchlaufen.
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3.3.4.1. Polymerasekettenreaktion der Interleukin-6-Promotorregion

Die PCR des IL-6-Promotor-Abschnitts (303 bp) wird mit Hilfe eines automatischen
Thermoprozessors durchgefuhrt. Die Konzentration der verwendeten DNA muss zuvor
bestimmt (siehe Abschnitt 3.3.3.) und auf eine Konzentration von 50 ng/ul verdinnt
werden. Fur die verwendeten Primer kann eine Annealingtemperatur von 62 °C berechnet
werden (siehe 3.3.4).

Primer forward: 5°-TTG TCA AGA CAT GCC AGG TGC T-3

Primer reverse: 3'-GCC TCA GAG ACA TCT CCA GTC C-3

Die Amplifikation erfolgt in einem 20 pl Ansatz aus 2 pl DNA-L6sung (50 ng/pl),

2 pl 10xPCR Puffer, 2 pul dNTPs , 1 pl je ssOligonukleotid Primer, 0,1 pl Tag-DNA-
Polymerase (0,03U/ul)und 11,9 pl Aqua dest.

PCR-Bedingungen:

Anfangsdenaturierung: 5 min 95 °C
30 Zyklen Denaturierung 60 sec 94 °C
Annealing 30 sec 62 °C
Extension 50 sec 72 °C
letzter Zyklus, Extension 10 min72 °C

Die amplifizierte DNA kann nach Abschluss der 30 Zyklen auf einem Agarosegel (Kapitel
3.2.2.) dargestellt und analysiert werden (Abbildung 4).

01-Nov-2001 19:11.07 Low=0 High=255 Gamma=1.0 Exposure = 0.16 secs

Abbildung 4: Darstellung des PCR Produkts in einem 1,5%igem Agarosegel. Der
Promotorabschnitt des Interleukin-6-Gens (Amplifikat) hat eine L&nge von 303 bp. Dieses kommt
entsprechend seiner geringeren GroRe unterhalb der 1 kb-Leiter zur Darstellung. Durch zur
Fluoreszenz angeregtes interkaliertes Ethidiumbromid werden die DNA-Banden bei UV-Licht von

260 nm Wellenlange sichtbar und in der GelDoc Kammer photographisch dargestellt und fixiert.
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3.3.5. Spezifische Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Die spezifische Spaltung von DNA erfolgt mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen.
Hierbei handelt es sich um bakterielle Enzyme die dsDNA an einer spezifischen Sequenz
durch Hydrolysierung der Phosphodiesterasebindung spalten kénnen. Es entstehen dadurch
glatte Enden oder Einzelstringe mit 3'- oder 5°- Uberhiangen. Die optimalen
Reaktionsbedingungen sind von den jeweiligen Bakterienspezies abhangig. Die Reaktion
benodtigt Magnesium als Kofaktor und kann deshalb durch Chelatbildner, wie Na-EDTA

gehemmt werden.

3.3.5.1. Restriktionslangen-Polymorphismus der Interleukin-6-

Promotorregion

Zum Nachweis des Promotor-Polymorphismus des IL-6-Gens in Position -174G/C kommt
das Enzym Nlalll zum Einsatz. Das Enzym kann aus E. coli.-Stdmmen gewonnen werden,
die das nachgebildete Gen von Neisseria lactamica tragen. Die Restriktionsendonuklease
hat eine Reaktionstemperatur von 37 °C und muss bei —70 °C gelagert werden. Die
Erkennungsregion der Nlalll lautet 5°...CATGY...3°

3..4GATC....5
Das, die —174 bp- Region des Interleukin-6-Promotors endhaltende PCR-Produkt (siehe
3.3.4.1) aus 303 bp wird durch die NLAIII folgender mal3en gespalten.
Das G-Allel des -174G/C Polymorphismus enthalt die Erkennungsregion nicht und wird
deshalb in nur 2 Fragmente aus 246 bp und 57 bp getrennt. Das C-Allel enthélt die Region
und kann so in 3 Sequenzen aus 135 bp, 111 bp und 57 bp gespalten werden. Der Verdau
erfolgt in einem 20 pl Ansatz aus 15 pl Nlalll Reaktionspuffer, bestehend aus 3,0 pl
NEBuffer, 0,3 ul BSA, 0,3ul Nlalll, und 5ul amplifizierter DNA. Der Verdau wird bei 37
°C flr 2 Stunden inkubiert und mittels einem 2% Agarosegel analysiert (siehe 3.2.2)
(Abbildung 5).
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Low=0 High=219 Gamma:

Abbildung 5: Darstellung des Restriktionslangen-Polymorphismus der IL-6-Promotorregion auf
2%igem Agarosegel. Das G-Allel wird in 2 Fragmente getrennt zu jeweils 246 bp und 57 bp. Das
C-Allel wird in die 3 Fragmente von 135 bp und 111bp und 55 bp gespalten. Die Fragmente von
135 bp und 111 bp erscheinen auf Grund ihres geringen GroRenunterschiedes als eine Bande.

Die bp-Leiter wird als GroRenvergleich aufgetragen. Die photographische Darstellung erfolgt
durch fluoreszierendes Ethidiumbromid in der GelDoc Kammer.

34



3.4. Statistische Auswertung

Die interessierenden Variablen in dem vorliegenden Datensatz sind kategoriale Variablen
mit wenigen Auspragungen. Er erfolgte zur Prifung eines Zusammenhangs dieser
Variablen die Analyse einer Kontingenztafel unter Anwendung des X3-
Unabhangigkeitstests. Dieser Test fordert mindestens funf Beobachtungen in jeder Zelle
der Kontingenztafel. Als Alternative wurde deshalb bei geringeren Fallzahlen der exakte
Fisher-Test angewandt.

Beide Tests liefern den p-Wert, der erkennen l&sst, ob der Zusammenhang der Variablen
signifikant ist. Bereits vor der Analyse wurde anhand der Stichprobengrofle ein

Signifikanzniveau von 0,05 gewahlt.

4. Ergebnisse

4.1. Charakterisierung des Patientenkollektives

4.1.1.0rganbeteiligung

Die Organbeteiligung der 93 Patienten mit systemischer Erkrankung wurde anhand eines
standardisierten Fragenbogens die derzeitige klinische Situation nach Anamnese und
internistischen und radiologischen Konsilen erfasst (siehe Anhang Seite 68-70).

An Hautmanifestationen wurden Raynaud-Syndrom, Sicca-Syndrom, Teleangiektasien,
Sklerodaktylie und Fingerulzerationen dokumentiert.

Zur Identifizierung einer Osophagusbeteiligung wurden nach Entleerungsstérungen oder
Refluxerkrankung und deren Nachweis gefragt. Zur Beurteilung einer Lungenbeteiligung
wurden die Ergebnisse der Bildgebung und der Lungenfunktion mit Frage nach
Ventilationsstorung oder Diffusionsstorung herangezogen. Hinweise auf eine kardiale
Beteiligung lieferten das EKG und die Herzechokardiographie. Eine renale
Organmanifestation wurde anhand der Proteinurie, einer Nierenfunktionseinschrankung
oder einer ausgepragten Hypertonie erfasst.

Ob eine Gelenkbeteiligung, Myositis oder Calcinosis vorlag, richtete sich nach der

klinischen Beurteilung.
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Die Abbildung 6 bildet die Haufigkeiten der Organmanifestationen der Patienten mit

systemischer Sklerodermie ab.
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Abbildung 6: Darstellung der klinischen Merkmale bei den Patienten mit systemischer
Sklerodermie, unterteilt in diffuse systemische Sklerodermie und limitierte systemische
Sklerodermie, anhand eines Balkendiagramms. Auf der vertikalen Achse sind die absoluten
Haufigkeiten (N) angegeben, die relativen Haufigkeiten sind in Prozent Uber den Balken
aufgetragen. Die Osophagus-Beteiligung findet sich zum Beispiel bei 93,8% (N=15) der
Patientengruppe mit diffuser systemischer Sklerodermie und bei 75,8% (N=50) der Patienten mit
limitierter systemischer Sklerodermie. Aus der unterschiedlichen GroRe der betrachteten Kollektive
(16 Patienten mit diffuser systemischer Sklerodermie und 67 Patienten mit limitierter systemischer

Sklerodermie) ergibt sich die geringere Balkenhéhe trotz prozentual gréRerem Anteil.

Die héaufigste Manifestation der Haut stellt das Raynaud-Syndrom dar. Es lag bei 100% der
Patienten mit diffuser systemischer Sklerodermie vor und bei 98,5% der Patienten mit
limitierter systemischer Sklerodermie, insgesamt wiesen 82 Patienten ein Raynaud-
Syndrom auf.

An Organmanifestationen findet sich primar eine Beteiligung des Osophagus bei insgesamt
65 Patienten, dabei bei 15 der Patienten mit diffuser systemischer Sklerodermie (93,8%)
und 50 der Patienten mit limitierter systemischer Sklerodermie (75,8%). Die Beteiligung
der inneren Organe ist in der Gruppe der Patienten mit diffuser systemischer Sklerodermie,
wie zu erwarten, deutlich haufiger. So zeigt sich eine Lungenbeteiligung bei 66,7% (N=10)

der Patienten mit diffuser systemischer Sklerodermie versus 37,1% (N=23) bei Patienten
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mit limitierter systemischer Sklerodermie, eine kardiale Beteiligung bei 25% (N=4) versus
13,1% (N=8) und eine Nierenbeteiligung bei 26,7% (N=4) versus 9% (N=6). Eine
entzindliche Gelenkerkrankung boten 33,3 % (N=5) Patienten in der Gruppe der diffusen
systemischen Sklerodermie und 25% (N=16) der Gruppe der limitierten systemischen
Sklerodermie. Eine Calcinosis z.B. im Rahmen eines CREST-Syndroms fand sich h&ufiger
bei Patienten mit limitierter systemischer Sklerodermie mit 27,3% (N=18) im Vergleich zu
12,5% (N=2) bei Patienten mit diffuser systemischer Sklerodermie. Eine Myositis war in

beiden Gruppen wenig héaufig.

Die Organbeteiligungen beim Overlap-Syndrom und MCTD wurden extra betrachtet und
in der Abbildung 7 dargestellt. Es ist hier zu beachten, dass in beiden Untergruppen nur

eine sehr geringe Fallzahl vorlag.

B mixed connective tissue disease
O overlap-syndrom

83.3% 83.3% 833%

100% 66.7% 100% 66.7% 66.7% 66.7%

HE Y 5% S0% 7w

50% 50% 33.3% 50%

5% 5%

0% 0% 0% 0%

Raynaud Sicca Teleang. Scldak. Fillc. Oeshet. Lunghet. Herzhet. Nierbet. Gelbet. Calcin. Myosit

Abbildung 7: Darstellung der Organmanifestationen bei den Patienten mit MCTD und Overlap-
Syndrom anhand eines Balkendiagramms. Auf der vertikalen Achse sind die absoluten
Héufigkeiten (N) angegeben, die relativen Haufigkeiten sind in Prozent tUber den Balken
aufgetragen. Das Raynaud-Syndrom findet sich zum Beispiel bei 100% (N=4) der Patientengruppe
mit MCTD-Syndrom und bei 83,3% (N=5) der Patienten mit Overlap-Syndrom. Aus der
unterschiedlichen Grol3e der betrachteten Kollektive (4 Patienten mit MCTD-Syndrom und 6
Patienten mit Overlap-Syndrom) ergibt sich die geringere Balkenhdéhe trotz prozentual grélRerem
Anteil.
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Es zeigt sich in dem Patientenkollektiv bei der MCTD eine h&ufigere Beteiligung innerer
Organe als bei dem Overlap-Syndrom. Auch hier ist der obere Gastrointestinaltrakt mit
100% (N=4) der Patienten mit MCTD und 66,7% (N=4) der Patienten mit Overlap-
Syndrom das am haufigsten betroffene Organsystem. Gefolgt von der Lungenbeteiligung
mit 75% (N=3) bei den Patienten mit MCTD und 66,7% (N=4) der Patienten mit Overlap-
Syndrom. Ein Raynaud-Syndrom trat bei allen erfassten Patienten (N=4) mit MCTD auf
und bei den meisten Patienten (83,3%) (N=5) der Patienten mit Overlap-Syndrom. Im
Vergleich zu der Patientengruppe der systemischen Sklerodermie ist deutlich haufiger eine
Gelenkbeteiligung und Myositis zu finden. Beim Overlap-Syndrom liegt der Anteil der
Patienten mit Myositis bei 83% (N=5).

4.1.2. Assoziation zur Ausbildung verschiedener Autoantikorper
Es erfolgte bei allen Patienten mit Systemerkrankung die Bestimmung der ANA mit
entsprechender ENA-Differenzierung.

Die Haufigkeit der Fluoreszenzmuster der ANA ist in Form eines Kreisdiagramms

dargestellt.

grob gefleckt, 5=5.38 %

homogen, 17=18.28 %

fein gefleckt, 18=19.35 %

hicht beurteilbar, 4=43 %

nukleolar, 27=29.03 % zentromer, 22=2366 %

Abbildung 8: Kreisdiagramm der prozentualen Anteile der 6 unterschiedlichen ANA-Muster
(homogen, grob gefleckt, fein gefleckt, nukleoldr, zentromer) bei den 93 Patienten mit systemischer
Sklerodermie. Die absoluten Zahlen (N) sind angefuhrt, die prozentualen Anteile finden sich
dahinter (%).
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Neben einem nukleoldaren Fluoreszenzmuster mit 29% ist fast ebenso héaufig ein
zentromeres Muster mit 23,6% zu finden.

Daruber hinaus sind neben dem zentromeren ANA-Muster (CENP), wegen der
diagnostischen und prognostischen Aussagekraft insbesondere Scl-70-AK, PM-Scl-AK
und U1-RNP-AK von Bedeutung. So ist CENP zumeist bei Patienten mit limitierter
systemischer Sklerodermie nachweisbar. Das Auftreten von Scl-70-AK ist spezifisch fir
eine diffuse systemische Sklerodermie mit schwerer Organbeteiligung. PM-Scl-AK ist
wichtig fur die Diagnosestellung eines Overlap-Syndroms und Anti-U1-RNP-AK
insbesondere bei Patienten mit MCTD zu finden.

Die Abbildung 9 zeigt die Antikdrperverteilung bei den 4 klinischen Untergruppen.

25 B Scl70

B Zentromer
O PM Scl
O U1 Rnp

20
27 %

100 %

12% 3%
6 % | 1% 25 %
- ' ‘ B o 0% 0% 0% 0%
diffuse systemische Sklerodermie limitierte systemische Sklerodermie mixed connective tissue disease averlap-syndrom

Abbildung 9: Darstellung der Autoantikérperverteilung nach 4 klinischen Untergruppen der
systemischen Sklerodermie in Form eines Balkendiagramms. Auf der vertikalen Achse sind die
absoluten Haufigkeiten (N) angegeben, die relativen Haufigkeiten sind in Prozent (iber den Balken
aufgetragen (%). Die Erkrankungen sind unterhalb der x-Achse benannt. Beispielsweise boten 62%
(N=10) der Patienten von insgesamt 16 Patienten mit diffuser systemischer Sklerodermie den
positiven Nachweis von Scl-70-AK. Aus der unterschiedlichen GréRe der betrachteten Kollektive
(4 Patienten mit MCTD-Syndrom und 6 Patienten mit Overlap-Syndrom) ergibt sich die geringere

Balkenhthe trotz prozentual groRerem Anteil.

Von den Patienten mit limitierter Systemerkrankung waren 31% CENP positiv, wobei nur
6% der Patienten mit diffuser systemischer Sklerodermie einen positiven CENP Nachweis
zeigten.
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Umgekehrt waren auch bei 18 Patienten (27%) mit dem klinischen Bild einer limitierten
systemischen Sklerodermie Scl-70-AK positiv.

Wie zu erwarten war, zeigte sich bei insgesamt 7 Patienten mit positivem Nachweis von
U1-RNP-AK dieser AK insbesondere bei Patienten mit MCTD assoziiert (75%).

Der PM-Scl-AK ist hoch spezifisch fiir das klinische Bild eines Overlap-Syndroms aus
Polymyositis und systemischer Sklerodermie und bei 100% der hier erfassten Patienten mit
Overlap-Syndrom nachweisbar. Bei einem der Patienten ist sowohl der PM-Scl-AK
nachweisbar, als auch Anti-Scl-70, er bietet aber das klinische Bild einer limitierten
systemischen Sklerodermie ohne Nachweis einer Polymyositis oder einer ausgepragten
Organbeteiligung. Sicherlich ist zu diskutieren, ob dieser Patient im weiteren
Erkrankungsverlauf erst endsprechende klinische Auspréagungen zeigen wird und keine
limitierte systemische Sklerodermie sondern eine Overlap-Syndrom oder ob sich im
weiteren Krankheitsverlauf Merkmale einer diffusen systemischen Sklerodermie

manifestieren.

4.2. Untersuchung des Promotor-Polymorphismus des IL-6-Gens in Position -174 G/C

Es werden im Folgenden die Ergebnisse der Phénotyp- und Allelverteilung des Promotor-
Polymorphismus des IL-6-Gens in Position -174 G/C bei Patienten mit zirkumskripter
Sklerodermie, systemischer Sklerodermie, MCTD und Overlap-Syndrom aufgefiihrt und
verglichen. Ob eine signifikante Abweichung der Genotyp- oder Allelfrequenz zur
Kontrollgruppe aus 79 gesunden Kaukasiern besteht, wurde tberpruft.

Zudem wurde untersucht, ob sich eine Assoziation der Allelauspragung mit den
entsprechenden  Organmanifestationen  oder den  verschiedenen  spezifischen
Autoantikdrpern besteht.

Die Kontrollgruppe aus 79 gesunden Kaukasiern wurde nach Phéanotyp- und
Allelverteilung Uberpruft. Hiervon trugen 16 (20%) den CC-Genotyp, 42 (53%) waren
heterozygot und 21 (27%) waren homozygot fir das G-Allel. Die Kontrollgruppe wird in
der tabellarischen Darstellung der Ergebnisse jeweils in der ersten Zeile dargestellt (siehe

zum Beispiel Tabelle 7).
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4.2.1. Assoziation des Promotor-Polymorphismus des IL-6-Gens in Position

-174 G/C mit systemischer Sklerodermie im gesamten Patientenkollektiv

Von den 93 Patienten mit systemischer Sklerodermie, darunter die Patienten mit limitierter
und diffuser systemischer Sklerodermie, MCTD und Overlap-Syndrom zusammengefasst,
trugen 24 (25%) das CC-Allel, 34 (37%) waren fir GC heterozygot und 35 (38%) waren
fir GG homozygot.

Es wurde nun mit dem X2-Test tberprift ob sich ein signifikanter Unterschied in der
Allelverteilung zwischen den Patienten in der Kontrollgruppe und den 93 Patienten
aufzeigen lasst. Dabei erfolgte wiederum ein Vergleich der Genotyp-, als auch der
Allelfrequenzen. Bei X2=4,835 und einem p-Wert von 0,09 lasst sich bei dem zuvor
festgelegten Signifikanzniveau von 0,05 kein eindeutiger Zusammenhang der polymorphen
Genotypen des IL-6-Gens feststellen. Im Vergleich der Allelfrequenz mit X2=0,04 und
einem p-Wert von 0,84 ist ebenfalls keine Tendenz zur Assoziation des G-Allels
erkennbar.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 aufgefihrt.

CC|ICG |GG |X | x p |G-Frequenz| X2 p
16 | 42 | 21 29 42
Kontrollgruppe 15504 | 5306 | 2706 53%
. . 24 | 34 | 35 52
Patienten mit 934,84 (0,09 0,04 | 0,84
Systemerkrankung | 25% | 37% | 38% 56%

Tabelle 7: Darstellung der Ergebnisse der Analyse des IL-6 -174 G/C Promotor-Polymorphismus
im Kollektiv der Patienten mit systemischer Sklerodermie, bestehend aus Patienten mit
systemischer Sklerodermie, MCTD und Overlap-Syndrom, im Vergleich mit der Kontrollgruppe.
Es sind jeweils die absoluten und darunter die prozentualen Anteile angegeben. Der X2-Wert und

der p-Wert beziehen sich jeweils auf den Vergleich mit der Kontrollgruppe gesunder Individuen.

Zudem wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen den klinischen Unterformen
limitierte systemischer Sklerodermie, diffuse systemische Sklerodermie, MCTD oder
Overlap-Syndrom und der Allelverteilung vorliegt. Wegen der Kkleinen Fallzahlen wurde
der exakte Fisher's-Test verwendet.

Fir die limitierte systemische Sklerodermie mit 67 Patienten zeigt sich hier ein
signifikanter Unterschied der Genotypenverteilung zugunsten des GG-Genotyps im
Vergleich zur Kontrolle. Es waren in dieser Gruppe 18 (27%) Trager des CC-Genotyps, 22

(33%) waren homozygot und 27 (40%) Trager des GG-Genotyps. Die Anwendung des X?-
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Tests ergab eine X?=6,173 und einen p-Wert von 0,045, welches knapp unter dem
gewadhlten Signifikanzniveau von 0,05 liegt. Im Vergleich der Allelfrequenzen des G-
Allels ist mit einem X2=0,07 und einem p-Wert von 0,79 kein signifikanter
Zusammenhang zu errechnen.

In der Gruppe der diffusen systemischen Sklerodermie mit 16 Patienten zeigten 3 (19%)
das CC-Allel, 8 (50%) das GC-Allel und 5 (31%) das GG-Allel, die Anwendung des
exakten Fisher's-Tests ergab keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe.

Ebenso in der Untergruppe der Patienten mit MCTD, hier waren von den 4 Patienten 2
(50%) heterozygot und 2 (50%) Trager des GG-Allels. Somit wirde sich hier eine Tendenz
zum vermehrten Vorkommen des GG-Genotyps zeigen. Wegen der sehr niedrigen Fallzahl
von 4 ist allerdings keine statistische Berechnung des Signifikanzniveaus méglich.

In der kleinen Untergruppe der Patienten mit Overlap-Syndrom trugen 3 Patienten (50%)
den CC-Genotyp, 2 (33%) waren heterozygot und 1 Patient den GG-Genotyp. Unter
isolierter Betrachtung der prozentualen Verteilung der Allele im Vergleich zur
Kontrollgruppe lasst sich eine Tendenz mit héherer Frequenz des CC-Allels vermuten.
Auch hier lasst sich jedoch bedingt durch die geringe Fallzahl kein Signifikanzniveau

ermitteln. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 aufgefihrt.

CC|GC |GG |X| X2 p | G-Frequenz | X2 p
Kont 16 42 21 29 42
rollgruppe 20% | 53% | 27% 53%
limitierte 18 | 22 | 27 38
i 676,17 | 0,045 0,07 0,79
systemische 120, | 2300 | 4096 57%
Sklerodermie
diffuse 3 8 5 9
i 16 | 0,15 | 0,93F 0,09| 0,96
systemische | 1500 | 5004 | 3106 56%
Sklerodermie
0 2 2 4 10,47 | 0,65F 3 0,12]0,62F
MCTD 0% |50% | 50% ’ ’ 75% ’ ’
3 2 1 2
Overlap- 6 | 0,24 | 0,20F 0,26 | 0,42F
Syndrom 50% | 33% | 17% 33,3%

Tabelle 8: Ergebnisse der Abhangigkeitsanalyse der Allelverteilung des IL-6 -174 G/C Promotor-
Polymorphismus in Bezug auf die klinischen Unterformen der systemischer Sklerodermie. Es sind
jeweils die absoluten und darunter die prozentualen Anteile angegeben. Der X2-Wert und der p-
Wert beziehen sich jeweils auf den Vergleich mit der Kontrollgruppe. Bei Berechnung durch den
exakten Fisher's-Test ist der p-Wert mit F markiert, die Berechnung der tbrigen p-Werte erfolgte

durch den X2-Unabhéngigkeitstest.
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absolute Haufigksiten

Die Genotypen Verteilung der klinischen Untergruppen ist in der folgenden Abbildung 10
in Form eines Balkendiagramms dargestellt.

30

40.3% m GG
= GC
0 GG

25

32.83 %4

20 —

50 %

31.25 %

168.75 % 50 %

diffuse Sklerodermis limitigrte Sklerodermie Mixed connective Tissue diseas Cwerlap Syndrom

Abbildung 10: Darstellung der Genotypenverteilung des IL-6 -174 G/C Promotor-Polymorphismus
und der Klinischen Untergruppen der systemischen Sklerodermie in Form eines Balkendiagramms.
Auf der vertikalen Achse sind die absoluten Haufigkeiten angegeben, die prozentualen Anteile sind
tber den jeweiligen Balken aufgetragen. Die Erkrankungen sind unterhalb der x-Achse benannt.

Beispielsweise waren 40% (N=27) der 67 Patienten homozygote Tréager des G-Allels.

4.2.2. Assoziation des Promotor-Polymorphismus des IL-6-Gens in Position

-174 G/C mit den Organmanifestationen

Einleitend kann gesagt werden, dass sich bei der Analyse der Allelverteilung im Hinblick
auf die haufigsten Organbeteiligungen keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur
Kontrollgruppe nachweisen lieRen. Lediglich bei den 11 Patienten mit Nierenbeteiligung
waren 6 Patienten (55%) homozygot fiir GG, und nur 1 Patient (9%) homozygot fiir CC.
Es besteht somit hier eine Tendenz zur Haufung des GG-Allels. Auf Grund der geringen
Fallzahlen errechnete sich anhand des exakten Fisher's-Tests jedoch kein signifikanter p-
Wert (p=0,203). Auch der Vergleich der Allelfrequenzen erbrachte keine Signifikanz, hier
errechnet sich ein p-Wert von 0,33.
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Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 aufgefihrt.

CC|ICGC |GG | x| X2 p | G-Frequenz | X2 p
16 | 42 | 21 42
Kontrollgruppen 79
20% | 53% | 27% 53%
N 10 | 18 | 12 21
Lungenbeteiligung 4010,74 | 0,70 0,02| 0,90
25% | 45% | 30% 52%
. N 19 | 27 | 27 40,5
Osophagusbeteiligung 732,12 | 0,35 4,040,130
26% | 37% | 37% 55%
. 3 9 2 6,5
Herzbeteiligung 141,00 | 0,68F 0,03| 0,86
22% | 64% | 14% 46%
_ N 1 4 6 8
Nierenbeteiligung 113,69 | 0,20F 0,81|0,33F
9% | 36% | 55% 73%
- 7 10 | 10 15
Gelenkbeteiligung 271212 | 0,35F 0,00| 1,0
26% | 37% | 37% 56%
3 9 10 14,5
Calcinosis cutis 22| 2,29 | 0,25F 0,68| 0,41
14% | 41% | 45% 66%

Tabelle 9: Abbildung der Ergebnisse der Allelverteilung des IL-6 -174 G/C Promotor-
Polymorphismus im Hinblick auf die Organbeteiligung. In der ersten Zeile ist die Kontrollgruppe
aufgeflihrt. Bei Berechnung durch den exakten Fisher's-Test ist der p-Wert mit F markiert, die

Berechnung der Ubrigen p-Werte erfolgte durch den X2-Unabhangigkeitstest.

4.2.3. Assoziation des Promotor-Polymorphismus des IL-6-Gens in Position

- 174 G/C mit spezifischen Autoantikdrpern

Es wurde die Allel-Verteilung in Bezug auf die spezifischen Autoantikdrper bei
systemischer Sklerodermie untersucht. Interessant erscheint hier die Allelverteilung in der
Patientengruppe mit Nachweis von U1-RNP-AK. Von 7 Patienten war kein Patient
homozygot fur das CC-Allel, 3 (43%) waren heterozygot und 4 (57%) homozygot fiir das
G-Allel. Die Anwendung des exakten Fisher's-Tests im Vergleich der Genotypen ergab
ein X2=3,614 und einen p-Wert von 0,21. Im Vergleich der G-Allelfrequenz mit hier 5,5
Patienten (79%) errechnete sich ein X?= 0,80 und ein p-Wert von 0,29. Auch hier ware
eine Untersuchung an einer grofieren Fallzahl sehr wiinschenswert.

Es liess sich keine signifikante Assoziation zwischen der Auspragung des Allels des IL-6 -
174 G/C Promotor-Polymorphismus und der Bildung der spezifischen Autoantikdrper

feststellen.
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Die Ergebnisse sind in Tabelle 10 dargestellt.

G-
CC | GC | GG )Y X2 p X2 p
Frequenz
16 42 21 42
Kontrollgruppe 79
20% | 53% | 27% 53%
ANA Muster 5 10 7 12
22 | 0,42 | 081 0,02 | 0,90
zentromer 23% | 45% | 32% 55%
7 14 8 15
Scl-70 29 | 0,26 | 0,88 0,00 | 0,93
24% | 48% | 28% 52%
0 3 4 55
Ul-RNP 7 361 | 0.21F 0,80 |0,29F
0% | 43% | 57% 79%
3 3 2 3,5
PM-Scl 8 1,34 | 0,49F 0,02 | 1,0F
38% | 38% | 24% 47%

Tabelle 10: Abbildung der Ergebnisse der Allelverteilung des IL-6 -174 G/C Promotor-
Polymorphismus in Bezug auf die spezifischen Autoantikdrper bei systemischer Sklerodermie. In
der ersten Zeile ist die Kontrollgruppe aufgefiihrt. Bei Berechnung durch den exakten Fisher’s-Test
ist der p-Wert mit F markiert, die Berechnung der (brigen p-Werte erfolgte durch den X2-
Unabhéngigkeitstest.

4.2.4. Assoziation des Promotor-Polymorphismus des IL-6-Gens in Position
-174 G/C mit zirkumskripter Sklerodermie

Als externe Krankheitskontrolle wurden in dieser Studien 19 Patienten mit zirkumskripter
Sklerodermie erfasst, davon waren 3 (16%) homozygot fiir CC, 12 (63%) heterozygot und
4 (21%) homozygote Trager des GG-Genotyps. Die Prozentuale Verteilung der Allele war
ahnlich der Kontrollgruppe. Es zeigte sich sowohl im Vergleich der Genotypen als auch im
Vergleich der Allelfrequenzen mit der Kontrollgruppe keine Assoziation des G-Allels mit

einer zirkumskripten Sklerodermie.
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Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 dargestellt.

CC|CG |GG | X | X2 p |G-Frequenz | X2 | p
16 | 24 | 21 42
Kontrollgruppe 20% | 53% | 279 79 530
M'orphea . 3 | 12| 4 10
(Szlllr:;rgzi:r:iite 16% | 63% | 219 190,62 | 0,83F 33.3% 0,05| 0,83

Tabelle 11: Darstellung der Ergebnisse der Analyse des IL-6 -174 G/C- Promotor-Polymorphismus
bei Patienten mit zirkumskripter Sklerodermie im Vergleich mit der Kontrollgruppe gesunder
Individuen. Es sind jeweils die absoluten und darunter die prozentualen Werte angegeben. Der X2-
Wert und der p-Wert beziehen sich jeweils auf den Vergleich mit der Kontrollgruppe. Auf Grund
der geringen Fallzahl wurde zur Berechnung der exakte Test nach Fisher angewandt. Dies ist mit F

hinter dem p-Wert gekennzeichnet.
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5. Diskussion

1998 fanden Fishman et al. einen Einzelnukleotidpolymorphismus in der Promotorregion
des Interleukin-6-Gens mit funktioneller Relevanz. Der Austausch Guanin gegen Cytosin
in der -174 bp flankierenden Region des IL-6-Promotors fiihrte zur verminderten IL-6-
Sekretion in vivo und in vitro [16].

In der hier vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob eine Assoziation des G-Allels mit
dem Krankheitsbild einer zirkumskripten Sklerodermie, einer systemischen Sklerodermie,
einem Overlap-Syndrom oder einem Sharp-Syndrom besteht, oder ob die Guanin-Variante
zu bestimmten Organmanifestationen dieser Systemerkrankungen, oder der Ausbildung

von spezifischen Autoantikrpern pradisponiert.

5.1. Bedeutung des Interleukin-6 fir die Atiopathogenese der systemischen

Sklerodermie

Die systemische Sklerodermie ist eine Autoimmunerkrankung mit Bildung von
Autoantikorpern, einer vermehrten Fibroblastenaktivitit und inflammatorischen
Reaktionen im Gefalisystem.

IL-6 spielt zum einen eine wichtige Rolle in der Differenzierung der B-Lymphozyten zur
reifen Plasmazelle. Es konnte bei IL-6 transgenen Mausen sogar ein vermehrtes Auftreten
von Autoantikdrpern beobachtet werden [83]. Die vermehrte Aktivitit von B-
Lymphozyten bei Patienten mit systemischer Sklerodermie mit Hypergammaglobulindmie
und Autoantikdrperbildung ist wiederum als ein Charakteristikum nachgewiesen [70].
Diese gesteigerte Aktivitat fihrt wiederum zur Aktivierung von T-Lymphozyten,
vermehrter Zytokinproduktion und erhéhter IL-6-Serumspiegel.

Alecu et al. beschrieben eine Assoziation von erhohten IL-6-Serumspiegeln und der
Krankheitsaktivitat bei Patienten mit systemischer Sklerodermie [1]; &hnliche Ergebnisse
wurden in der Arbeitsgruppe um Lis et al. beschrieben [50].

Mehrere Studien haben gezeigt, dass Interleukine eine zentrale Rolle bei der pathologisch
gesteigerten Fibroblastenaktivitat bei Patienten mit systemischer Sklerodermie spielen. IL-
6 ist ein wichtiger Stimulator der Kollagensynthese und Fibroblastenaktivierung. In
Fibroblasten von Patienten mit systemischer Sklerodermie besteht eine bis zu 30-fach
gesteigerte IL-6-Synthese [14]. Kodono et al. demonstrierten dies durch in vitro-
Versuchen an kultivierten Fibroblasten von Patienten mit systemischer Sklerodermie.

Diese zeigten im Vergleich zu Fibroblasten von gesunden Probanden eine deutlich
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gesteigerte 1L-6- und IL-8-Produktion. Der Anstieg der Interleukinproduktion nach
entsprechender Stimulation durch IL-1 war jedoch in beiden Zellreihen gleich [38].
Dartiber hinaus zeigten Fibroblasten von Patienten mit systemischer Sklerodermie eine
dauerhafte Expression des IL-6-Gens, im Vergleich zu normalen Fibroblasten (p=0,04). Es
wurde eine positive Korrelation zwischen der Kollagensynthese und der IL-6-Expression
nachgewiesen [90]. Eine Hemmung des IL-6 in Fibroblastenkulturen von Erkrankten
fuhrte wiederum zu einer geringeren Konzentration an Prokollagen Typ I.

Sato et al. stellten 2001 eine positive Assoziation der IL-6 Serumspiegel zum Schweregrad
der Hautsklerosierung, gemessen an der Hautdicke, fest. Zudem zeigten Patienten mit
diffuser Sklerodermie hohere IL-6-Werte als Patienten mit der limitierten Form der
Erkrankung [69]. Auf Grund seiner multiplen immunstimulatorischen Funktionen spielt

IL-6 eine sehr wichtige Rolle in der Pathogenese der systemischen Sklerodermie.

5.2. Patientenkollektiv, Kontrollgruppe und Methodik

Betrachtet man das Patientenkollektiv mit insgesamt 112 Patienten davon 93 Patienten mit
systemischer Sklerodermie, so liegt das mittlere Erkrankungsalter bei 44,8 Jahren. Das
Verhéltnis weiblich:mannlich in der Gruppe betragt 6,5:1 und entspricht etwa dem in der
Literatur angegebenen Verhaltnis von 5:1 [44].

Auch die prozentualen Anteile der Haut und Organmanifestationen liegen fur die Patienten
mit systemischer Sklerodermie in dem Bereich der Literaturangaben. Hier ist nur eine
Abweichung bei der Hautmanifestation von Teleangiektasien aufféllig. Diese Erscheinung
wurde bei berdurchschnittlich vielen Patienten (N=13; 81%) mit diffuser systemischer
Sklerodermie beobachtet und bei einem geringeren Protzentsatz an Patienten (N=39, 45%)
mit limitierter systemischer Sklerodermie. Die verhdltnismaRig geringere Gelenk- und
Muskelbeteiligung bei Patienten mit systemischer Sklerodermie von etwa 28% liegt
vermutlich an der separaten Betrachtung der an einem Overlap-Syndrom oder einer MCTD
Erkrankten in dieser Arbeit.

In der Gruppe der Patienten mit MCTD zeigt sich eine abweichend hohe Beteiligung
innerer Organe, diese Beobachtung diirfte auf die geringe Fallzahl zuriick zu fuhren sein,
welche keine représentativen prozentualen Angaben moglich macht.

Die geringe Fallzahl in den klinischen Untergruppen mit 6 Patienten mit Overlap-Syndrom

und nur 4 Patienten mit Sharp-Syndrom macht eine statistische Aussage unmaglich.

48



Die Kontrollgruppe bestand aus 79 gesunden kaukasischen Individuen ohne anamnestische
oder klinische Hinweise auf einen chronisch-entziindlichen Krankheitsprozess. Vergleicht
man die prozentualen Verteilungen der Allele mit Kontrollgruppen der gleichen ethnischen
Zugehdrigkeit aus anderen Studien, zeigt sich kaum eine Abweichung der Allelverteilung
von 46% fiir das C-Allel und 53% fiir das G-Allel. So fanden Fishman et al. bei 383
Individuen aus Grolbritannien eine Allelverteilung vom C-Allel mit 40,3% und vom G-
Allel mit 59,7% [16]. Die zweite in Deutschland durchgefiihrte Studie von Schliter et al.
wies eine Allelverteilung bei 207 Kaukasiern von 57% fir das G-Allel und von 43% fur
das C-Allel auf [72]. Die hier zum Vergleich herangezogenen Kontrollgruppen, scheinen
somit eine &hnliche Tendenz zum G-Allel der gesunden Bevolkerung in Mitteleuropa
aufzuweisen, wie die in dieser Arbeit verwendete Kontrollgruppe. Die Ergebnisse sind in
Tabellel2 dargestellt.

CcC GC GG G-Frequenz z

16 | 42 21 42

Kontrollgruppe | o505 | 539 | 279 53% 79
42 94 71 18

ggglzumr el 20,3% | 45.4% | 34,3% >7 201

Fishmann et al. 0 169 144 228,5 383

1998 18% | 44% | 38% 59,7%

Tabelle 12: Abbildung der Allelverteilung des IL-6 -174 G/C Promotor-Polymorphismus bei den
Kontrollgruppen aus 3 verschiedenen Studien. Es sind jeweils die absoluten und darunter die

prozentualen (%) Werte angegeben.

In mehreren Untersuchungen wurde gezeigt, dass der Polymorphismus die IL-6-
Transkription und somit die IL-6-Serumspiegel beeinflusst [16, 32].

Auf Grund der multiplen Einflussfaktoren und der Abhéngigkeit der zum Zeitpunkt der
Abnahme bestehenden Krankheitsaktivitat und Therapie wurde in dieser Studie von der
Bestimmung der systemischen IL-6-Spiegel bei unseren Patienten abgesehen.

Allerdings hatten Scala et al. untersucht, ob Zytokinkonzentrationen bei Patienten mit
systemischer Sklerodermie mit Haut oder Organmanifestationen assoziiert sind und fanden
bei allen Patienten mit systemischer Sklerodermie erhohte IL-6-Konzentrationen im
Serum. Es konnte hier des Weiteren eine Assoziation der IL-6-Spiegel mit dem Auftreten
einer Lungenfibrose und dem Subtyp einer diffusen systemischen Sklerodermie gefunden
werden [71]. Ahnliche Ergebnisse fanden Hasegawa et al. 1998, auch hier wiesen

49



insbesondere Patienten mit diffuser systemischer Sklerodermie mit friihem Beginn und
Lungenfibrose erhohte IL-6-Plasmaspiegel auf [26]. In der vorliegenden Arbeit zeigten die
Patienten mit Lungenbeteiligung keine von der Normalverteilung abweichende
Allelverteilung (siehe Tabelle 9). Der IL-6-174 G/C Promotor-Polymorphismus wurde in
der  Arbeit von Hasegawa et al. ebenfalls mit der Methode des
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) bestimmt, unter Einsatz des Enzyms
Nlalll.

5.3. Promotor-Polymorphismus des IL-6-Gens in Position -174 G/C bei Patienten mit
zirkumskripter Sklerodermie und systemischer Sklerodermie, Overlap-Syndrom und

Sharp-Syndrom

In dieser Studie wurde bei insgesamt 112 Patienten die Allelauspragung des IL-6 -174 G/C
Promotor-Polymorphismus untersucht. Bei den 19 Patienten mit zirkumskripter
Sklerodermie lie} sich kein Unterschied der Allelverteilung im Vergleich zur
Kontrollgruppe nachweisen.

In dem Gesamtkollektiv der 93 Patienten mit systemischer Sklerodermie, bestehend aus
Patienten mit diffuser systemischer Sklerodermie, limitierter systemischer Sklerodermie,
Overlap-Syndrom und MCTD fand sich folgende Verteilung der Genotypen; 24 (25%)
trugen den CC-Genotyp, 34 (37%) waren heterozygot und 35 (38%) waren Tréager des GG-
Genotyps. Im Vergleich mit der Genotypenverteilung der Kontrollgruppe erhielt man unter
Anwendung des Unabhéngigkeitstests ein X2=4,84 und ein p-Wert von 0,089. Bei dem
vorher festgelegten Signifikanzniveau von <0,05 besteht somit keine signifikante
Assoziation des IL-6 -174 G/C Promotor-Polymorphismus mit dem Auftreten der
systemischen Sklerodermie. Eine Tendenz zur positiven Assoziation der Erkrankung zum
Phénotyp des CC-Allels muss hier allerdings diskutiert werden. Betrachtet man jedoch die
Allelfrequenz findet sich das G-Allel bei 52 Patienten (56%), welches wieder in etwa der
angegebenen Normalverteilung entspricht.

Ein p-Wert knapp unterhalb des Signifikanzniveaus von 0,05 findet sich bei der
Untersuchung der Patienten mit limitierter systemischer Sklerodermie. Hier waren 18
(27%) homozygot fur CC, 22 (33%) heterozygot und 27 (40%) homozygot fir GG, es
errechnete sich ein p-Wert von 0,045. Somit lie3e sich hier erstmals eine sehr schwache
Assoziation der Genotypenverteilung des IL-6 -174-G/C Promotor-Polymorphismus mit

der limitierten systemischer Sklerodermie besprechen.
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Im Vergleich der Allelfrequenz mit einer Haufigkeit des G-Allels von 38 (57%) l&sst sich
allerdings keine signifikante Assoziation darstellen.

Dieses Ergebnis ist zumindest teilweise Ubereinstimmend mit publizierten Daten aus
anderen Sklerodermie-Kollektiven. Hasegawa et al. und Scala et al. wiesen erhohte

IL-6 Serumspiegel auf, allerdings insbesondere bei Patienten mit diffuser systemischer
Sklerodermie [26, 71]. Auf Grund der nur sehr geringen Signifikanz unter Betrachtung der
Genotypenverteilung und dem fehlenden Nachweis einer Assoziation mit der G-
Allelfrequenz, ist es deutlich, dass hier die Aussage getroffen werden kann, dass der IL-6 -
174 G/C Promotor-Polymorphismus in der Pathogenese der limitierten systemischen
Sklerodermie eine pathophysiologische Rolle spielen kann. Es werden derzeit groRe
Anstrengungen unternommen, mittels Gene-array-Analysen, weitere Kandidaten-Gene der
Pathogenese der systemischen Sklerodermie zu dechiffrieren [2, 31, 45, 49]. Somit kann
der IL-6-174 G/C Promotor-Polymorphismus im Rahmen einer multifaktoriellen
genetischen Pathogenese fur beide Formen, limitierte und diffuse systemische
Sklerodermie, als Ko-Faktor diskutiert werden.

Interessant sind die Ergebnisse der klinischen Untergruppe der Patienten mit Sharp-
Syndrom. VVon den 4 in dieser Studie erfassten Patienten trugen 2 (50%) den GG-Genotyp
und 2 (50%) waren heterozygot. Auf Grund der geringen Fallzahl lasst sich keine
statistische Aussage treffen, weitere Patienten mdissten hierzu untersucht werden. In
Korrelation dazu findet sich ebenso eine deutliche Tendenz zugunsten des G-Allels bei den
7 Patienten mit Nachweis von U1-RNP-AK, welche mit dem Auftreten der MCTD
assoziiert sind. Hiervon trugen 5,5 (79%) das G-Allel.

Auf Grund der Seltenheit des Krankheitsbildes finden sich nur wenige Untersuchungen,
jedoch fanden Stuart et al. bereits 1996 eine Assoziation von erhéhten 1L-6-Serumspiegeln
mit der Krankheitsaktivitat von Patienten mit MCTD [82]. Des Weiteren zeigte Fujita et al.
2008 bei 2 Patienten mit aseptischer Meningitis im Rahmen einer MCTD erhohte IL-6-
Spiegel im Liquor und Nishimaki et al. konnten eine Assoziation von erhdhten IL-6-
Spiegeln mit dem Auftreten einer pulmonal arteriellen Hypertonie bei Patienten mit Sharp-
Syndrom aufzeigen [18,63]. Beide Studien liefern Hinweise auf die Bedeutung des IL-6
bei der Pathogenese der MCTD und somit waren groRere Fallzahlen wiinschenswert, um
die Bedeutung des IL-6 -174 G/C Promotor-Polymorphismus in der Pathogenese des
Sharp-Syndroms weiter zu evaluierten.

Es fand sich in dieser Studie keine signifikante  Assoziation  des
Einzelnukleotidpolymorphismus mit einem vermehrten Auftreten einer

Organmanifestation.
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Auch hier muss auf die zum Teil sehr geringen Fallzahlen der einzelnen
Organmanifestationen hingewiesen werden, die derzeit keine aussagekraftigen Ergebnisse
erlauben. Auch hier ware ein grolieres Patientenkollektiv wiinschenswert. Betrachtet man
die prozentualen Verteilungen, so féllt bei den 11 Patienten mit Nierenbeteiligung eine
erhdhte Frequenz des G-Allels auf (N= 8; 73%). Eine Nierenschadigung bei Patienten mit
systemischer Sklerodermie ist primér durch eine arterielle Hypertonie, sowie die
GeféaRobliteration bedingt. Vorangegangenen Studien haben gezeigt, dass hohe IL-6-
Spiegel mit einem erhdhten Blutdruck assoziiert sein kdnnen und einen unabhangigen
Risikofaktor darstellen [11.67]. Auch hier waren weitere Untersuchungen mit groReren

Fallzahlen bei dieser Gruppe an Patienten mit systemischer Sklerodermie interessant.

Dieser Einzelnukleotidpolymorphismus der Promotorregion des IL-6-Gens wurde bereits
2006 durch Sfrent-Cornateanu et al. bei 20 Patienten mit systemischer Sklerodermie
untersucht. Es war hier eine deutliche Assoziation der Krankheitsaktivitat mit dem G-Allel
ermittelt worden [75]. Das Ergebnis dieser Studie wurde allerdings durch eine Arbeit von
Beretta et al. 2007 in Frage gestellt, in welcher diese Assoziation bei 196 Patienten nicht
bestatigt werden konnte [6]. Beide Gruppen Uberpruften klinische Parameter, welche die
Krankheitsaktivitat wiederspiegeln, wie den ESsSG (European Scleroderma Study Group
activity score), den HAQ-DI (Health Assessment Questionnaire Disability Index) und
Ergebnisse der Lungenfunktionsprifung. Sicher sind diese Parameter sehr Abhéngig von
der aktuellen Therapie der Patienten und dem Krankheitsstadium der teils Uber Jahrzehnte
verlaufenden chronischen Erkrankung. Des Weiteren wurde in der Arbeit von Sfrent-
Cornateanu et al. nur ein sehr kleines Patientenkollektiv untersucht. Beide Aspekte

kdnnten ausschlaggebend fiir die unterschiedlich ausfallenden Ergebnisse sein.

In dieser und auch vorangegangenen Studien konnte somit derzeit kein eindeutiges
Ergebnis zu den klinischen Verlaufsformen erhoben werden, welches eindeutige Hinweise
flr die Bedeutung des IL-6 -174 G/C Promotor-Polymorphismus in der Pathogenese der
systemischen Sklerodermie bietet.

Dennoch ist eine gesteigerte IL-6-Aktivitat bei systemischer Sklerodermie mehrfach
belegt. Daruber hinaus sollten mégliche immunologische Ursachen hierfir diskutiert

werden.
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5.4. Abhangigkeit der gesteigerte Interleukin-6-Aktivitat von anderen Interleukinen

Die Bedeutung des IL-6 in der Pathogenese ist der systemischen Sklerodermie ist, wie
bereits dargelegt, unumstritten. Die nachgewiesene vermehrte Aktivitat konnte jedoch auch
durch, die IL-6-Produktion weiterer proinflammatorischer Zytokine wie z.B. I1L-1 oder IL-
11 bedingt sein.

1999 fanden Kawaguchi et al., dass IL-1-o auf Fibroblasten von Patienten mit
systemischer Sklerodermie persistierend exprimiert wird, dies ist bei Fibroblasten von
Gesunden nicht der Fall. Durch ein Antioligonukleotid wurde hier in einer Kultur von
erkrankten Fibroblasten die endogenen IL-1-a-Wirkung gehemmt, welches zu einem
Abfall der IL-6- und PDGF-Konzentration flihrte. Umgekehrt wurde dem Medium ein
Anti-1L-6-Antikorper zugefugt, der wiederum eine verminderte Produktion von
Prokollagen Typ I bewirkte. In dieser Ex vivo-Studie wurde postuliert, dass die gesteigerte
IL-6-vermittelte Fibroblastenstimulation bei Patienten mit systemischer Sklerodermie auch
durch IL-1-o induziert sein kann [40].

Lindahl et al. untersuchten die Genexpression von pulmonalen Fibroblasten bei Patienten
mit Sklerodermie und Lungenfibrose. Diese besonders aktiven Fibroblasten zeigten eine
deutliche Supprimierung der Gene, welche durch Interferon stimuliert werden [49]. Diese
Arbeit verdeutlicht, neben der Schllsselrolle des TGF-B Wegs, die Komplexitat der
Regulation der Fibroblastenstimulation bei systemischer Sklerodermie.

Takemura et al. beobachteten, dass PDGF bei Fibroblasten von Patienten mit
systemischer Sklerodermie, im Gegensatz zu Fibroblastenkulturen von Gesunden, zu einer
deutlich gesteigerten IL-6-Konzentration fiihrt. Es fand sich auf den Fibroblasten jedoch
keine erhohte Expression des PDGF-Rezeptors. Auch in dieser weiteren Ex vivo-Studie
konnte die Abhéngigkeit von IL-1 bestatigt werden. Nach Zufiigen eines IL-1-
Rezeptorantagonisten in das Medium kam es zu einem signifikanten Abfall der PDGF
induzierten 1L-6-Produktion [84]. Zudem konnte gezeigt werden, dass Monozyten aus dem
peripheren Blut von Patienten mit systemischer Sklerodermie nach Stimulation durch
Kollagen Typ | vermehrt IL-6 produzieren. Bei gesunden Patienten fiihrte diese
Stimulation der Monozyten mit Kollagen nicht zur vermehrten IL-6-Sekretion [24]. Somit
ist zur Klarung des pathophysiologischen Zusammenhangs vorzuschlagen die Donoren
allel spezifisch auszuwéhlen und die Ex vivo-Stimulationsversuche mit genetisch
typisierten homozygoten Patienten mit systemischer  Sklerodermie  zukinftig

durchzufiihren.
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5.5. Zusammenspiel weiterer Polymorphismen

Es sollte zudem erwéhnt werden, dass 2000 von Terry et al. noch weitere funktionelle
Polymorphismen in der Promotorregion von IL-6 entdeckt wurden. Diese Polymorphismen
agieren nicht unabhéngig, sondern bilden unterschiedliche Haplotypen, zusammen mit dem
IL-6 -174 G/C Promotor-Polymorphismus. Die vermehrte Expression des IL-6 ist somit
gegebenenfalls nicht nur von dem Einzelnukleotidaustausch an der Promotor-Position —
174 G/C, sondern vielmehr von weiteren Mutationen auf dem IL-6-Haplotypen zu dem er
gehort, abhéngig. Die Charakterisierung der DNA aus dieser Studie kdnnte somit zukiinftig
zur Klarung der Frage beitragen.

Daruber hinaus ist zu diskutieren, ob in der Pathogenese der systemischen Sklerodermie
nicht auch weitere Polymorphismen oder Mutationen eine Rolle spielen und die vermehrte
IL-6-Expression durch ein multifaktorielles Zusammenspiel bedingt ist. So beschrieben
Beretta et al. mehrere Einzelnukleotidpolymorphismen im IL-1-Gen mit positiver
Assoziation zur schweren restriktiven Lungenerkrankung bei Patienten mit systemischer
Sklerodermie [4]. Wie bereits angefiihrt, ist IL-1 ein entscheidender Stimulator der IL-6-
Expression.

Auch andere Arbeitsgruppen untersuchten das IL-1-Gen. Kawaguchi et al. fanden eine
Assoziation des alles Haplotyps C in Position -889 bp , T in Position +4729 bp und G in
Position +4845 bp des IL-1-kodierenden DNA-Abschnittes mit der systemischen
Sklerodermie [41]. Fur das C-Allel in Position —889 bp konnte jedoch diese Assoziation in
einer Analyse von Matuzzi et al. aus Italien [58] und Hutyrova et al. aus der Slowakei [34]
nicht bestatigt werden. Es wird deutlich, dass insbesondere bei der Analyse nur eines
Einzelnukleotidpolymorphismus in unterschiedlichen ethnischen Gruppen, unterschiedlich
starke Assoziationen in der Phénotyp- und Genotyp-Verteilung auftreten kdnnen.
Weiterhin sind auch fur die Analyse des IL-Genorts die relativ kleinen Fallzahlen zwischen
70 und 46 Patienten ein Faktor, der eine sichere statistische Aussage nicht moglich macht.
Unter Anbetracht der Ergebnisse insgesamt ist es eher wahrscheinlich, dass sich eine
genetische Pradisposition flr die systemische Sklerodermie aus mehreren Polymorphismen
an immunologisch relevanten Genorten zusammensetzt. Im Sinne einer multifaktoriellen
Vererbung kénnten somit verschiedene proinflammatorisch wirkende Genpolymorphismen
wie der IL-6 und IL-1 kostimulierend auf die immunregulatorischen Zusammenhange
wirken und die  Ausprdgung der auch  anderweitig  vordeterminierten

Autoimmunerkrankung verstarken oder auslésen kénnen.
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Erst kirzlich veroffentlichte die Arbeitsgruppe um Beretta et al. eine Studie, in der bei 242
Patienten mit systemischer Sklerodermie 13 Zytokine auf Einzelnukleotidpolymorphismen
genotypisiert worden waren [5]. Unter Anderem wurden die kodierenden Gene von IL-11,
IL-2, IL-6 und IL-10 untersucht. Allerdings fanden die Autoren fiir keinen der insgesamt
22 Einzelnukleotidpolymorphismen alleine eine Assoziation mit der systemischen
Sklerodermie oder einer klinischen Untergruppe des Kollektivs.

Es wurde eine statistische Rechenmethode entwickelt, die *~multifactor Dimensionality
Reduction method™™ (MDR-Methode), mit welcher anhand einer speziellen Berechnung
Gen-Gen-Interaktionen unabhangig voneinander untersucht werden kdnnen.

Durch diese Methode konnten Hinweise auf Interaktionen zwischen IL-2, IL-6 und IFN-y,
sowie zwischen dem IL-1-Rezeptor, IL-6 und IL-10 ermittelt werden. Im Vergleich mit
einer Kontrollgruppe konnte gezeigt werden, dass diese Interaktionen der
Einzelnukleotidpolymorphismus von Zytokin-Genen mit profibrotischer Wirkung zur
Auspragung klinischer Erscheinungen der systemischen Sklerodermie pradispositionieren
[5].

Obwohl durch die Vielzahl der zum Teil sehr widerspriichlichen Ergebnisse zu den
Klinischen ~ Subformen der systemischen Sklerodermie bisher Kkeine sicher
pradispositionierende genetische Konstellation gefunden werden konnte, haben die
Untersuchungen zu einem breiteren Verstandnis Uber die immunregulatorischen Faktoren

in der Pathogenese der systemischen Sklerodermie gefihrt.

Mittels der Methode des DNA-Micorarrays, auch DNA-Chip-Technologie genannt,
kdnnen heute rasch ganze Gengruppen analysiert werden. Es konnten so, nicht nur neue
Kandidaten-Gene, sondern auch ganze Gen-Gruppen, sowie Regulationsmechanismen und
Veranderungen der Gen-Expression im Zusammenhang beschrieben werden, die fur die
Pathogenese der Sklerodermie entscheidend sind [45]. Fang et al. zeigten, dass der
Transkriptionsfaktor Egr-2 eine entscheidende Rolle bei der durch TGF-R induzierten
Fibroblastenstimulation spielt und die Expression des Egr2 Gens in erkranktem Gewebe
von Sklerodermie Patienten deutlich gesteigert ist [13, 61]. Lindahl et al. fanden in
Fibroblasten von Sklerodermie Patienten eine Downregulation der durch Interferon
stimulierten Gene [49]. Es ist zu hoffen, dass sich durch diese Ergebnisse neue
therapeutische Ansatzpunkte, zum Beispiel fir die individuelle Biologica-basierte Therapie
der Zukunft bieten werden.
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6. Zusammenfassung

Die systemische Sklerodermie ist eine Autoimmunerkrankung deren Pathogenese noch
nicht vollstdndig verstanden ist. Man findet eine Aktivierung des Immunsystems mit
vermehrter T-Zellaktivitdt und Bildung von Autoantikdrpern durch reife Plasmazellen,
sowie eine deutlich gesteigerte Fibroblastenaktivitat mit vermehrter Kollagensynthese mit
Fibrosierung der Haut und innerer Organe sowie Veranderungen im Gefalsystem mit
Obliteration der kleinen Gefale.

IL-6 spielt zum einen durch Differenzierung der B-Lymphozyten zur reifen Plasmazelle
mit resultierender Autoantikorperbildung aber insbesondere als entscheidender Stimulator
der Kollagensynthese und Fibroblastenaktivierung eine wichtige Rolle in der
Pathophysiologie der systemischen Sklerodermie. Es konnte eine gesteigerte IL-6-
Synthese in Fibroblasten von Sklerodermie Patienten nachgewiesen werden. Dariiber
hinaus fand sich das IL-6-Gen bei Patienten mit systemischer Sklerodermie dauerhaft
exprimiert.

1998 entdeckten Fishmann et al. einen Einzelnukleotidpolymorphismus in der upstream-
flankierenden Region des Interleukin-6-Promotors. Die -174 Guanin-Variante fihrt -
nachgewiesen und in mehreren Studien - zur vermehrten IL-6 Synthese.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine Assoziation zwischen dem Auftreten der -174
Guanin Variante des IL-6-Promotor-Polymorphismus mit der systemischen Sklerodermie,
oder einer der klinischen Unterformen, unterteilt in limitierte systemische Sklerodermie,
diffuse systemische Sklerodermie, MCTD und Overlap-Syndrom besteht. Des Weiteren
wurde gepruft, ob sich eine Assoziation mit einer Organmanifestation beziehungsweise
einem spezifischen Autoantikorper nachweisen lasst. Darlber hinaus wurde die Haufigkeit
des Polymorphismus bei Patienten mit zirkumskripter Sklerodermie analysiert.

Auf die Bestimmung der IL-6-Serumspiegel wurde verzichtet, da diese von der aktuellen
Krankheitsaktivitat abhdngig sind. In voran gegangenen Studien waren erhohte I1L-6-
Serumspiegel bei Patienten mit systemischer Sklerodermie gefunden worden, insbesondere
bei Patienten mit diffuser Sklerodermie lie3en sich erhéhte 1L-6-Spiegel nachweisen.

Es wurden insgesamt 112 Patienten untersucht. Die Erfassung des Erkrankungsbildes und
die Abnahme der Blutproben erfolgten im Rahmen der Sklerodermiesprechstunde der
Klinik fir Dermatologie und Allergologie der Ludwig-Maximilians-Universitat.

Von den 112 Patienten litten 67 an einer limitierten und 16 an einer diffusen Sklerodermie.

6 Patienten boten das Bild eines Overlap-Syndroms und 4 Patienten erflllten die Kriterien

56



einer MCTD. Das Verhéltnis weiblich: mannlich betrug 5,6:1. Es wurden 19 Patienten mit
zirkumskripter Sklerodermie eingeschlossen.

In allen Kklinischen Untergruppen der 93 Patienten mit Systemerkrankung fand sich das
Raynaud-Syndrom bei 91 Patienten (97%) als hdufigste Manifestation der Haut. Die
Beteiligung des oberen Gastrointestinaltraktes bei 73 Patienten (78,5%) stellte die
haufigste Organmanifestation dar. Die Patienten mit diffuser systemischer Sklerodermie
wiesen die hochste Beteiligung innerer Organe auf.

Beziliglich der Autoantikdrperverteilung fand sich, wie erwartet, der Scl-70-Antikérper
primér bei Patienten mit diffuser systemischer Sklerodermie (62%), CNP-Antikdorper
hingegen bei der limitierten systemischen Sklerodermie (31%). Als sehr spezifischer
Antikorper war Anti-PM-Scl bei 100% der Patienten mit Polymyositis Scleroderma-
Overlap-Syndrom nachweisbar und U1-RNP bei 75% der Patienten mit MCTD.

Die Kontrollgruppe bestand aus 79 kaukasischen Individuen. Die Allelverteilung des IL-6-
G/C- Promotor-Polymorphismus war vergleichbar mit den Kontrollgruppen aus anderen
Studien des mitteleuropéischen Raumes.

Von den 93 Patienten mit Systemerkrankung bestehend aus Patienten mit diffuser und
limitierter systemischer Sklerodermie, MCTD und Overlap-Syndrom liel3 sich bei einem p-
Wert von 0,089 bei einem festgelegten Signifikanzniveau von < 0,05, im Vergleich mit der
Kontrollgruppe, keine Assoziation mit dem G-Allel nachweisen. Die Genotypenverteilung
der 19 Patienten mit zirkumskripter Sklerodermie entsprach etwa der der Kontrollgruppe.
Bei der Untergruppe der Patienten mit limitierter systemischer Sklerodermie errechnete
sich flr die Genotypenverteilung ein p-Wert von 0,045. Hier waren 27 (20%) homozygot
fir GG und 22 (33%) heterozygot. Hier lasst sich eine Assoziation zu dem Highresponder-
Allel, der Guanin-Variante erkennen. Diese statistische Signifikanz bestatigte sich nicht,
wenn man die Allelfrequenz betrachtet.

In der Untersuchung der Patienten mit Overlap-Syndrom und MCTD lasst sich auf Grund
der geringen Fallzahlen keine signifikante Aussage treffen. In beiden Gruppen ist
allerdings eine Tendenz zugunsten des G-Allels auffallig. Vorangegangene
Untersuchungen liefern Hinweise, dass auch hier 1L-6 eine pathogenetische Bedeutung hat.
Die geringe Pravalenz der klinischen Erscheinungsbilder machen aussagekraftige Studien
mit addquater Fallzahl kaum mdglich.

Bezuglich der Organmanifestationen findet sich bei den 11 Patienten mit Nierenbeteiligung
eine erhohte Frequenz des G-Allels (73%). Die ist insbesondere vor dem Aspekt

interessant, dass der renale Schaden bei Sklerodermie Patienten primar Hypertonie bedingt
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ist und erhohte I1-6-Spiegel mit erhéhtem Blutdruck korrelieren. Auch hier waren
Untersuchungen an Kollektiven mit groReren Fallzahlen interessant zu untersuchen.
Zusammenfassend ist zu sagen, dass von dieser, wie auch den vorangegangenen
publizierten Studien bei Patienten mit systemischer Sklerodermie, derzeit keine eindeutige
Aussage Uber die pathogenetische Bedeutung des Promotor-Polymorphismus des IL-6-
Gens in Position -174 G/C bei Patienten getroffen werden kann. Die Bedeutung weiterer
Zytokine wie IL-1a, oder das Zusammenspiel anderer genetischer Polymorphismen
kdnnte, anhand multivarianter Analysen, verdeutlicht werden. Es obliegt zukunftigen
Arbeiten an groReren Kollektiven, die an der Grenze zum Signifikanzniveau gefundenen
Assoziationen des G-Allels mit limitierter systemischer Sklerodermie, Nierenbeteiligung,

und auch zum Sharp-Syndrom, zu untersuchen.
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8. Anhang

10

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

. Kennnummer

. Name

. Vorname

. Geburtsdatum

. Scl.Typ 1 Akrosklerod. 2 diffuse Sklerod.

. Krankheitsbeginn

. Raynaud lja 2

. Sicca-Syndrom lja 2

. Teleangiektasien lja 2
. Slerodaktylie lja 2
Fingerulzerationen lja 2
Oesophagusbeteiligung lja 2
Entleerungsstérungen lja 2
Reflux lja 2
Lungenbeteiligung lja 2
Lungenfibrose lja 2
Diffusionsstéhrung lja 2
Ventilationsstg. lja 2
Herzbeteiligung lja 2
Ekg pathologisch lja 2

3 DM/PM
nein 3 fragl.
nein 3 fragl.
nein 3 fragl.
nein 3 fragl.
nein 3 fragl.
nein 3 fragl.
nein 3 fragl.
nein 3 fragl.
nein 3 fragl.
nein 3 fragl.
nein 3 fragl.
nein 3 fragl.
nein 3 fragl.
nein 3 fragl.
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4 Mischformen (z.B. MCTD-Sharp)

5 PM-Scl pos.



21. Echo pathologisch 1ja 2 nein 3 fragl
22. Nierenbeteiligung 1ja 2 nein 3 fragl
23. Proteinurie 1ja 2 nein 3 fragl.
24. Funktionsstorg. 1ja 2 nein 3 fragl.
25. Hypertonie 1ja 2 nein 3 fragl
26. Gelenkbeteiligung 1ja 2 nein 3 fragl
30. entzdl.Gelenkbeteiligung 1ja 2 nein 3 fragl
31. Kalzinose 1ja 2 nein 3 fragl
32. Myositis 1ja 2 nein 3 fragl
33.Magenbtlg. 1ja 2 nein 3 fragl
34. Geschlecht 1 maénnlich 2 weiblich
34. ANA-Titer
35. ANA-Muster 1 homogen

2 membrands

3 grob gefleckt

4 fein gefleckt

5.0. nucleol.

5.1. nucl.-homogen

5.2. nucl.-clumpy

5.3. nucl.-speckled

5.4. nucl.-dots

7. Zentromer

8. cytoplasmat.

9. Spindel

10. andere
36. Scl-70 AK 1ja 2 nein
37. Ro-AK 1ja 2 nein
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38. La-Ak 1ja 2 nein

39. UL-RNP AK 1ja 2 nein

40. PM-Scl AK 1ja 2 nein

41. ENA-Test (gemacht) 1 ja-negativ 2 nein

42. Rheumafaktor 1 positiv 2 negativ 3 schwach positiv
43. ds-DNS AK 1lja 2 nein

44. Nukleolen 1 positiv. 2 negativ

45. Chromosomen 1 positiv. 2 negativ

46.11-2 im Serum

47sCD 14

48. TNF b 11 22 31+2

49. DRA

50. 1I-1 RA

51. TNF-a

52.11-6 Poly
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