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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Dem Immunsystem kommt im Sdugetierorganismus die Aufgabe zu, eine
wirksame Bekdmpfung pathogener Mikroorganismen (Bakterien, Viren, Pilze,
Protozoen und Wiirmer) und korpereigener entarteter Zellen zu gewéhrleis-
ten. Zur Erfiillung dieser Aufgabe hat sich in der Evolution eine Vielzahl
von Effektormechanismen entwickelt. Das hat dazu gefiihrt, dass in hoch-
entwickelten Sdugetieren mehrere redundante Strategien unterschiedlichen
phylogenetischen Alters nebeneinander existieren, die sich jedoch in ihrer
situationsgebundenen Effektivitat unterscheiden.

Abgesehen von der Wahl des geeigneten Effektorprinzips besteht die
initiale Kernleistung des Immunsystems in der Unterscheidung zwischen
korpereigenen und korperfremden Strukturen. Fehler bei diesem kritischen
Entscheidungsschritt konnen fiir den Organismus zu lebensbedrohlichen
Konsequenzen fithren. Einerseits entziehen sich zahlreiche Erreger gezielt
der Erkennung durch das Immunsystem und konnen zu letal verlaufenden
Infektionen fiithren. Andererseits fiihrt die fehlerhafte Erkennung von kor-
pereigenen Strukturen zu einer gegen den eigenen Organismus gerichteten
autoaggressiven Immunantwort. Daraus resultieren Autoimmunerkrankun-
gen, zu denen auch der Systemische Lupus Erythematodes (SLE) zéahlt.

Bevor auf die immunologische Pathogenese des SLE ndher eingegan-
gen wird, sollen zunéchst einige Grundprinzipien in der Arbeitsweise des
Immunsystems dargestellt werden.



1.1.1 Arbeitsteilige Funktionsweise

Trager der Immunantwort ist eine heterogene Gruppe von spezialisierten
weiflen Blutzellen (Leukozyten). Sie treten im periphervendsen Blut als
PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) in Erscheinung.

Die phylogenetisch dltere Fraktion umfasst Granulozyten, Monozyten,
Makrophagen, dendritische Zellen (DC) und natiirliche Killerzellen (NK-
Zellen). Sie werden der »angeborenen Immunitit« zugeordnet und verfiigen
iiber Rezeptoren zur Mustererkennung (PRR: Pattern Recognition Receptors),
die evolutionir konservierte Erregerstrukturen binden. Aufgrund ihrer ubi-
quitaren Prasenz und guten Beweglichkeit sind sie zumeist die Ersten im
Entziindungsherd und locken iiber proinflammtorische Mediatoren weitere
Immunzellen an. Der zentrale Effektormechanismus der angeborenen Im-
munantwort besteht in der Eliminierung der Pathogene durch unspezifische
Phagozytose. Bedeutsame Effektormolekiile sind Komplement, Akutphase-
proteine, Lysozym und Interferone [1].

In der Coevolution von Erreger und Wirt wurden von den Mikroorga-
nismen immer neue Strategien entwickelt, um der >clearance«Funktion der
angeborenen Immunitét zu entgehen. Ein vielversprechendes Prinzip stellt da-
bei die Modifikation der Oberflichenmolekiile dar, um der PRR-vermittelten
Erkennung zu entfliehen. Der kurze Generationszyklus der Erreger erlaubt
dabei ein MaR an Oberflachen-Diversifitdt, dem die Erkennung konservierter
Erregerstrukturen durch die genetisch determinierten PRR nicht gewachsen
ist. In diesem Kontext entwickelte sich die sog. -adaptive« oder >erworbene
Immunantwort, die das Prinzip der Diversifizierung aufgreift und zufallsge-
steuert eine Vielzahl monospezifischer Lymphozyten generiert. Diese sind
in der Lage, klonal zu expandieren und einmal erkannte Antigene in Form
eines immunologischen Gedéachtnisses zu speichern.

Funktionell lasst die adaptive Immunitit eine Zweiteilung erkennen.
Unterschieden wird die von den T-Zellen getragene >zelluldre Immunitat< und
die B-Zell-vermittelte humorale Immunitét«.

Zelluldare und humorale Immunitét

Liegen die Pathogene im Extrazellulirraum vor, sind sie fiir die Effektoren
der humoralen Immunantwort zugénglich — die sog. Antikorper (syn. Im-
munglobuline). Dabei handelt es sich um Proteine, die von den Plasmazellen



als terminaler Reifungsstufe der B-Zell-Reihe produziert werden und die iiber
eine passgenaue (spezifische) Bindung an Erregeroberflachen verschiedene
Effektormechanismen anstof3en. Zum einen konnen sie als neutralisierende
Antikorper die Bindungsdoméne von Erregern iiberlagern und so deren An-
haftung verhindern. Zum anderen erleichtern sie als opsonierende Antikorper
die Phagozytose durch Fresszellen oder stof3en die zytolytische Wirkung des
Komplementsystems an.

Die Trager der zelluldren Immunitét sind die T-Zellen. Sie werden an-
hand der Expression bestimmter Oberflichenmarker (CD-Molekiile; CD:
Cluster of Differentiation) in zwei Untergruppen eingeteilt. Die CD4-positiven
T-Helfer-Zellen (Ty-Zellen) unterstiitzen die B-Zellen bei ihrer Ausdifferen-
zierung zur Plasmazelle und bilden somit eine Schnittstelle zur humoralen
Immunitét. Die CD8-positiven cytotoxischen T-Zellen (T¢-Zellen) sind auf
die Bekdmpfung intrazelluldrer Erreger spezialisiert. Dazu sind sie auf die
Préasentation intrazelluldrer Antigene tiber den Major-Histokompatibilitéts-
Komplex I (MHC-I) angewiesen. Erkennt eine T¢-Zelle ein Fremdantigen auf
dem MHC-I-Rezeptor einer Korperzelle kann sie diese in den programmier-
ten Zelltod (Apoptose) schicken oder fiir die zytokinvermittelte Phagozytose
durch eine Fresszelle sorgen.

1.1.2 Antigenerkennung

Die Antigenerkennung der B-Zellen erfolgt iiber einen membranstdndigen
Antikorper, der als B-Zell-Rezeptor (BCR) fungiert. Wird eine B-Zelle durch
die spezifische Bindung ihres Antigens am BCR aktiviert und erhélt zuséatzlich
Unterstiitzung von einer Ty-Zelle, kann sie zur Plasmazelle ausdifferenzieren.
Diese terminale Reifungsstufe der B-Zell-Reihe verfiigt iiber einen ausge-
pragten Apparat zur Proteinbiosynthese, der es ihr gestattet, grol3e Mengen
loslicher Antikorper herzustellen. Diese besitzen dieselbe Spezifitat wir ihr
BCR und wirken {iber die weiter oben genannten Effektormechanismen.
T-Zellen sind zur Erkennung eines Antigens auf dessen Prasentation {iber
den membranstdndigen MHC-Rezeptor angewiesen. Der MHC-I-Rezeptor
wird auf allen kernhaltigen Korperzellen konstitutiv exprimiert und bindet
intrazellular prozessierte Peptidfragmente in einer speziellen Bindungstasche.
Die Gesamtheit der von einer Korperzelle priasentierten Antigene stellt im

iibertragenen Sinne deren Rechenschaftsbericht zur aktuellen Proteinbiosyn-



these dar. Erkennt eine T¢-Zelle iiber ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) ein virales
Peptidantigen im MHC-I-Rezeptor einer Korperzelle, so kann sie diese direkt
zerstoren oder ihre Phagozytose veranlassen. Der MHC-II-Rezeptor wird von
allen professionellen antigenprédsentierenden Zellen (APC), zu denen auch
die B-Zellen zéhlen, exprimiert. Er erlaubt ihnen die Interaktion mit den
Ty-Zellen.

1.1.3 Ty-Zell-abhédngige B-Zell-Reifung

Fiir die Reifung zur Plasmazelle benotigt die B-Zelle neben der Bindung
ihres Antigens iiber den BCR die Hilfe einer Ty-Zelle. Die Interaktion beider
Zellreihen findet iiber den MHC-II-Rezeptor statt.

Bindet der BCR sein spezifisches Antigen, so wird dieser internalisiert.
Das Antigen wird im Phagolysosom in seine Einzelepitope zerlegt und auf
ein MHC-II-Molekiil geladen, das an die Zelloberflache zirkuliert. Damit
sind die Epitope des Antigens den CD4-positiven Ty-Zellen zugénglich. Die
Ty-Zelle mit dem epitopspezifischen TCR kann den MHC-II-Rezeptor samt
Antigenfragment binden, wobei das CD4-Molekiil sich als Corezeptor seitlich
an den MHC-II-Rezeptor anlagert. Weitere Corezeptoren wie die Paarungen
CD40/CD40L und B7/CD28 stabilisieren den Zell-Zell-Kontakt [1].

Die effektive Initiation der B-Zell-Reifung ist an zwei Grundvorausset-
zungen gebunden: 1) Erkennung des spezifischen Antigens iiber den BCR.
2) Kontakt zur korrespondierenden Ty-Zelle mit gegenseitiger Aktivierung.
Ohne die Unterstiitzung durch eine Ty-Zelle kann die B-Zelle bei zusétzlicher
Aktivierung durch repetitive bakterielle Motive lediglich Immunglobuline
vom Typ IgM produzieren. Der Ty-Zell-abhdngige Wechsel auf den IgG-Typ
wird als >Klassenwechsel« bezeichnet und kann zusédtzlich mit einer Affi-
nitatsreifung der Antikorper und der Produktion von B-Gedéchtniszellen
einhergehen.

1.1.4 Polarisierung der Ty-Zell-Antwort

Anhand charakteristischer Zytokinprofile nach Antigenstimulation lassen sich
mehrere Subtypen der Ty-Zellreihe unterscheiden. Diesen konkurrierenden
Subtypen kommt die Aufgabe zu, die Inmunantwort in Richtung auf das
geeignete Effektorprinzip zu polarisieren.



Ty1-Zellen produzieren Interleukin 2 (IL-2), Interferon-y (INF-y) und
Tumornekrosefaktor-3 (TNE-f). Sie aktivieren Makrophagen und T¢-Zellen
und stofden damit geeignete Mechanismen zur Bekdmpfung von Viren, intra-
zellularen Bakterien und Tumorzellen an [2].

Ty2-Zellen treten als Produzenten von IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13
in Erscheinung. Sie initiieren die B-Zell-gestiitzte Antikérperproduktion und
aktivieren eosinophile Granulozyten sowie Mastzellen. Eine Ty2-polarisierte
Antwort ist besonders effektiv gegen extrazelludre Erreger und Wiirmer [2].

Die Botenstoffe IL-3 und TNF-« werden von beiden Populationen pro-
duziert. Ty-Zellen, die mit IL-4 und INF-y je ein charakteristisches Zytokin
jeder Population produzieren, nehmen eine Mittelstellung ein und werden
als Ty0-Zellen bezeichnet [3].

Die heterogene Gruppe der regulatorischen T-Zellen (Tyreg-Zellen) um-
fasst die stark CD25-positiven »natiirlichen Tieg-Zellen< ebenso wie die
als »>induzierbare Tyeg-Zellen< bezeichneten Produzenten von TGE-$ (syn.
Ty3-Zellen) und IL-10 (syn. Trl-Zellen). Diese Zellen sind gegenwartig
verstarkt Gegenstand der Forschung. Thnen kommt eine supprimierende und
modulierende Funktion im Rahmen der Immunantwort zu [4, 5].

Kiirzlich ist mit den Ty17-Zellen ein weiterer Subtyp identifiziert worden,
der sich durch die Produktion von IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-26 und INF-y
auszeichnet [6]. Eine Hauptaufgabe der Ty17-Zellen scheint in der effekti-
ven Infektabwehr zu bestehen, wobei verschiedentlich auch eine Rolle bei
der Genese von Autoimmunerkrankungen diskutiert wird. Nach bisherigem
Verstiandnis treten sie im Rahmen der Immunregulation als Gegenspieler der

supprimierenden Tyeg-Zellen in Erscheinung [7].

1.1.5 Immunologische Toleranz

In den Bildungsstétten der Lymphozyten entsteht durch zuféllige genetische
Rekombination ein Heer von T- und B-Zell-Vorldufern unterschiedlichster Spe-
zifitat. Da dieser Diversifizierungsprozess vollkommen ungerichtet ablauft,
werden so auch autoreaktive Lymphozyten produziert. Um die autoreaktive
Selbstschadigung durch diese Zellen zu verhindern, existieren zwei grund-
legende Mechanismen zur Induktion immunologischer Toleranz gegeniiber

dem eigenen Organismus.



Zentrale Toleranz

Ort der zentralen Toleranz sind die Bildungsstétten der B-Zellen im Knochen-
mark sowie der T-Zellen im Thymus. Auf ihrer Wanderung ins Thymusmark
treffen die T-Zell-Vorldufer auf einen Parcours von dendritischen Zellen (DC)
die iiber MHC-I korpereigenes Antigen prasentieren. Die Gesamtheit dieser
Antigene stellt die Reprdsentanz des simmunologischen Selbst< dar. Auto-
reaktive Thymozyten binden an die DC und fallen, vermittelt durch den
bim-Signalweg, der Apoptose anheim [8].

Diese zentrale negative Selektion ist jedoch nicht liickenlos. Es gibt Hin-
weise, dass zum einen niedrigaffine autoreaktive Zellen der Eliminierung
entgehen und zum anderen das >immunologische Selbstbild< aufgrund von in-
suffizienter Antigenpréasentation im Thymus unvollstdndig sein kann [9, 10].
Dies macht ergdnzende periphere Toleranzmechanismen notwendig.

Periphere Toleranz

Das Modell der peripheren Toleranz geht auf Beobachtungen zuriick, nach
denen korperfremde Antigene, wenn sie in einem nicht-inflammatorischen
Kontext auftreten, zu einer antigenspezifischen Toleranz fiithren. Diese kann
durch Apoptose des spezifischen T-Zell-Klons oder durch dessen kiinftige
Areaktivitédt (sog. sAnergie<) vermittelt sein [11, 12].

Eine Schliisselposition kommt in diesem Zusammenhang den dendriti-
schen Zellen (DC), einem Subtyp der APC zu. Wird durch sie ein Antigen
aufgenommen und prasentiert, ohne dass proinflammatorische Botenstofe
ihre Reifung bewirken, vermitteln sie eine effektive Suppression des anti-
genspezifischen Ty-Zell-Klons. Experimentell konnte gezeigt werde, dass die
Adressierung des Xeno-Antigens Ovalbumin an DC iiber den endozytose-
induzierenden Rezeptor DEC-205 zur regelrechten Prasentation des Antigens
tiber MHC-II fiihrt. Bei dieser Art der Antigenaufnahme wird eine Reifung
zur CD83-positiven DC umgangen. In der Folge ist die Proliferation des
Ovalbumin-spezifischen Ty-Zell-Klons nach 7 Tagen nicht mehr nachweis-
bar und lésst sich auch durch Restimulalion mit Ovalbumin und IL-2 nicht
reaktivieren. Wird dasselbe Experiment in Anwesenheit des proinflammato-
rischen Anti-CD40-Antikorpers FGK45 durchgefiihrt, stellt sich eine starke
Ty1-polarisierte T-Zell-Antwort ein. Das Milieu des Antigenfundes und dessen



reifungsinduzierende Potenz stellt somit eine kritische Determinante bei der
Entscheidung zwischen Toleranz- und Immunititsentwicklung dar [13].

Bei Cokultivierung von T-Zellen und unreifen CD83~-DC konnte weiterhin
die Entwicklung einer Trl-artigen Tyeg-Population mit dominanter IL-10-
Sekretion beobachtet werden. Diese Zellen konnten die korrespondierenden
Ty-Zellen durch Zell-Zell-Kontakt effektiv supprimieren [14].

Man geht inzwischen davon aus, dass die Teg-Zellen iiber ein ebenso-
breites Spektrum an Antigenspezifititen verfiigen wie die Ty-Zellen. Sie
stehen in einem funktionellen und zahlenméfigen Gleichgewicht mit den
T-Effektorzellen und verhindern durch deren konstitutive Unterdriickung
tiberschieldende Immunreaktionen und autoreaktive Selbstschddigung. So
lasst sich beispielsweise in der gesunden Maus durch die Depletion der na-
tiirlichen CD25M8M-T,,-Zellen ein generalisiertes autoimmunogenes Krank-
heitsbild induzieren [4].

1.1.6 Autoaggression

Versagen die Toleranzmechanismen, konnen autoaggressive Zellklone zur
Entstehung von Autoimmunerkrankungen fiihren.

Bei den organspezifischen Varianten kommt es Ty-Zell-vermittelt zur Bil-
dung von Autoantikorpern gegen Oberflaichenantigene bestimmter Zelltypen.
Beim Diabetes mellitus Typ I sind dies die Inselzellen des Pankreas, deren
Zerstorung zu einem absoluten Mangel an Insulin fiihrt. Bei der Multiplen
Sklerose sind die Myelinscheiden der zentralen Neurone die Zielstruktur.
Autoantikorper gegen die Parenchymzellen der Schilddriise fithren zu einer
hypothyreoten Autoimmun-Thyreoiditis, der sog. Hashimoto-Thyreoiditis.
Auch agonistisch wirkende Antikorper sind bekannt. So kommt es im Rahmen
des Morbus Basedow zur Bildung von Autoantikorpern, die am TSH-Rezeptor
stimulierend wirken und damit eine hyperthyreote Stoffwechsellage verursa-
chen.

Bei den Systemischen Autoimmunerkrankungen, die verschiedene Or-
gansysteme in variablem Ausmal} betreffen konnen, ist die Zuordnung von
Autoantikérper und pathogenem Effekt weniger deutlich. Trotz Fehlen ei-
ner klaren Polarisation der Ty-Zell-Antwort erscheint doch im Falle des SLE
die Ty1-Antwort als Grundlage der Produktion von Autoantikorpern von
besonderer Bedeutung zu sein [15].



1.2 Der Systemische Lupus Erythematodes

Beim SLE handelt es sich um eine Systemische Autoimmunerkrankung aus
der Gruppe der Kollagenosen, die sich an der Haut und am Gefal3binde-
gewebe zahlreicher Organe manifestiert. Sie geht mit einer Vaskulitis der
Arteriolen bedingt durch Immunkomplex-Ablagerungen einher, welche aus
DNA, Anti-dsDNA-Antikorpern, Komplement und Fibrin bestehen.

Die Pravalenz der Erkrankung betrdgt 50/100.000, jihrlich werden
5-10/100.000 Neuerkrankungen diagnostiziert. Damit ist der SLE nach dem
Sjogren-Syndrom die haufigste Kollagenose. Frauen — speziell im gebarfahi-
gen Alter — sind mit einem Verhéltnis von 10:1 weitaus haufiger betroffen
als Manner. In Zentralafrika ist die Erkrankung unbekannt, bei der afroame-
rikanischen US-Bevolkerung hingegen haufiger als in Europa. Es liegt eine
Assoziation mit den HLA-Antigenen DR2 und DR3 vor [16].

Aufgrund der Ungleichverteilung in der Weltbevolkerung wurden vielfach
hormonelle, klimatische, genetische und infektiose Einfliisse als pathogene-
tisch bedeutsame Faktoren diskutiert.

Die Messung der Krankheitsaktivitét erfolgt anhand der folgenden stan-
dardisierten Protokolle: SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus Disease
Activity Index), ECLAM (European Consensus Lupus Activity Measure) und
SLAM (Systemic Lupus Activity Measure) [17, 18, 19].

1.2.1 Klinisches Bild

Klinisch ist der SLE durch ein Mischbild von Symptomen unterschiedlicher
Organsysteme gekennzeichnet. Diese unterscheiden sich in der Spezifitat fiir
das Krankheitsbild sowie in der Haufigkeit ihres Auftretens. Unspezifische
Allgemeinsymptome wie Fieber, Schwache, Miidigkeit und Gewichtsverlust
werden von der iberwiegenden Mehrzahl der SLE-Patienten berichtet.
Hauterscheinungen werden bei 70 % der Patienten beobachtet, wobei
das typische Schmetterlingserythem in 30-40 % der Félle auftritt. Es handelt
sich dabei um ein flachiges Erythem an Wangen und Nasenriicken unter
Aussparung der Nasolabialfalte, das zu der Krankheitsbezeichnung Lupus
(lat. Wolf) Erythematodes (griech. Rite) fiihrte. Weitere Hautmanifestationen
treten als Diskoider Lupus in Form leuchtend roter hyperkeratotischer Papeln,
als oronasale Ulzerationen und Lichtempfindlichkeit in Erscheinung. Die
Kopfhaut kann in Form einer vernarbenden Alopezie befallen sein [16].



Gelenkbeschwerden bestehen in 90 % der Fille in Form von Arthralgien,
Arthritiden und Tendosynovitiden. Typisch ist ein symmetrischer Befall der
kleinen Gelenke ohne rontgenologische Erosionen, eventuell aber mit Sub-
luxationen und Fehlstellungen. Entziindliche Muskelschmerzen werden in
40 % der Félle berichtet [16].

Als Zusatzsyndrome konnen auftreten: 1) Sjogren-Syndrom: Verminderte
Produktion der Tranen- und Speicheldriisen. 2) Antiphospholipid-Syndrom:
Gehaufte Aborte sowie arterielle und venése Thrombosen. 3) Raynaud-
Syndrom: Krisenhafte vasospastische Minderperfusion der Hande und Fiif3e
mit anschliefender Hyperperfusion.

Weiterhin kommt es zu typischen Organmanifestationen, auf die im
Folgenden nédher eingegangen werden soll.

1.2.2 Organmanifestationen

Der Befall der Nieren in Form einer >Lupusnephritis« ist eine hdufige Organ-
manifestation des SLE (60-70 %) und geht mit einer erhohten Morbiditét
und Mortalitdt einher. Sie gilt als typischer Vertreter einer Immunkomplex-
Glomerulonephritis. Die im Gefal3system zirkulierenden Immunkomplexe
aus Antigen-Antikorper-Komplexen, Komplement und Fibrin werden in den
glomeruldren Gefal3schlingen im Rahmen der Ultrafiltration stark aufkonzen-
triert. In der Folge kommt es zur lokalen Einlagerung von Immunkomplexen
sowie zum AnstoRen von Antikorper-assoziierten Effektormechanismen. Dar-
aus resultiert eine Entziingungsreaktion unter Einschluss der Glomeruli und
des Niereninterstitiums — eine Glomerulonephritis (GN) [20].

Die klinische Manifestation einer histologisch gesicherten Nierenbetei-
ligung kann dabei sehr unterschiedlich ausfallen. Neben der akuten GN
mit akutem nephritischen Syndrom miissen auch eine asymptomatische Ha-
maturie und/oder Proteinurie, ein nephrotisches Syndrom oder eine >Rasch
Progrediente Glomerulonephritis« (RPGN) bei entsprechenden Hinweisen
an eine SLE-Manifestation denken lassen. Endstadium der entziindlichen
Nierendestruktion ist die fortgeschrittene sklerosierende Lupusnephritis
begleitet vom Funktionsverlust der Nieren mit dialysepflichtiger chronischer
Niereninsuffizienz [16].



Kardiopulmonale Manifestationen (60-70% d. Félle) treten im akuten
Schub in Form einer Polyserositis unter Beteiligung des Perikards und der
Pleura in Erscheinung. Selten kommt auch eine chronische Lungenfibro-
se mit pulmonaler Hypertonie, konsekutiver Rechtsherzinsuffizienz und
limitierter Prognose vor. Sehr selten ist die pathognomonische abakterielle
Libman-Sacks-Endokarditis [21].

Weiterhin weisen SLE-Patienten ein deutlich erhéhtes Risiko fiir Koronare
Herzkrankheit (KHK) und kardiovaskulédre Ereignisse auf. Ein Umstand, der
relevant zur SLE-assoziierten Mortalitat beitragt [22]. Ursdchlich spielen
neben einer Haufung kardiovaskulédrer Risikofaktoren (Arterielle Hypertonie,
Hypercholesterindmie) im SLE-Kollektiv auch vaskulitische (Koronaritis),
thrombembolische (Antiphospholipid-Syndrom) und genetische Faktoren
(Risikophanotypen des Mannose-bindenden Lektins) eine Rolle [23, 24, 25].

Zentralnervose Manifestationen werden in 60% der Fille beschrieben.
Sie sind gemeinsam mit dem renalen Befall prognosebestimmend und kon-
nen einen schwerpunktmél3ig psychiatrischen oder neurologischen Verlauf
nehmen. Mischformen kommen ebenfalls vor.

Die >Fokale Formz« ist durch eine Mikrozirkulationsstorung oft im Rah-
men eines Antiphospholipid-Syndroms charakterisiert. MRT-morphologisch
imponieren kleine mikrovaskuldre Lasionen, im EEG konnen fokale Herde
auftreten. Die Symptomatik umfasst neben epileptischen Anfillen und zere-
bralen Infarkten auch schubférmige Verlaufsformen dhnlich der Multiplen
Sklerose [16].

Die >Diffuse Formc« ist weniger durch fokale Lasionen als vielmehr durch
eine intrathekale Proteinerh6hung und den Nachweis Anti-neuronaler
Antikorper gekennzeichnet. Die Symptomatik umfasst Einschrankungen der
kognitiven Leistungsfahigkeit, depressive Episoden, analgetikaresistente
Kopfschmerzen bis hin zu schizophrenoiden Verlaufsformen [16].

Eine hdmatologische Beteiligung kann in Form von Andmie, Leukozy-
topenie, Lymphozytopenie und Thrombozytopenie bestehen. Der Verbrauch
von Komplementfaktoren — speziell von C3 und C4 — kann als sensitiver
Marker der Krankheitsaktividat herangezogen werden. Auch Splenomegalie
und Lymphadenopathie kommen vor [21].
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1.2.3 Autoantikorper

Im Verlauf des SLE konnen Autoantikorper nachgewiesen werden, die vorwie-
gend der IgG-Klasse angehoren und gegen membranbildende Phospholipide
und verschiedene Kernbestandteile gerichtet sind. Manchen kommt aufgrund
ihrer hohen Spezifitdat diagnostische Bedeutung zu, andere korrelieren mit
der Krankheitsaktiviat und konnen als Aktivitdtsmarker verwandt werden.

Noch bevor die genauen Zielantigene bekannt waren, wurden in der Im-
munfluorenszenz unterschiedliche Prézipitationsmuster von Antinukledren
Antikérpern (ANA) beschrieben. Eine Positivitét fiir ANA lésst sich in {iber
95 % der Félle nachweisen. Die in dieser Gruppe subsummierten Autoantikor-
per weisen Spezifitdten fiir unterschiedlichste nukledre Antigene auf. Diese
lassen sich inzwischen weiter differenzieren:

Anti-dsDNA-Antikorper sind gegen die doppelstrangige DNA gerichtet
und finden sich in einer Einmalbestimmung bei 30-60 % der SLE-Patienten.
Uber den gesamten Krankheitsverlauf lassen sich 60-83 % positiv testen [26].
Anti-dsDNA-Antikorper korrelieren besser mit der Krankheitsaktivitit als
ANA [27].

Anti-Nukleosomen-Antikorper binden an die intranukledre Ordnungs-
einheit der DNA — das Nukleosom. Sie sind in 31-88 % der Félle positiv.
TIhre Eignung als Aktividtsmarker ist begrenzt, da sie auch in 25-62 % der
inaktiven Patienten positiv bestimmt werden [28].

Anti-Sm-Antikérper sind gegen Sm-Proteine des >small nuclear ribo-
nucleoproteins< (snRNP) gerichtet (vgl. Kap. 1.2.5). Sie sind in 25 % der
Félle nachweisbar. Antikorper gegen ein immunodominantes Epitop am
C-Terminus des SmD1-Proteins treten mit wesentlich hoherer Frequenz
von 70 % auf. Diese Anti-SmD1g3.119-Antikérper weisen zudem eine hohe
Spezifitat von 93 % auf, ihr Titer korreliert mit der Krankheitsaktivitat und
dem Auftreten einer Lupusnephritis [29].

In der retrospektiven Untersuchung asservierter Serumproben konnten
in 77 % der SLE-Patienten Autoantikorper bereits vor dem klinischen Erkran-
kungsausbruch nachgewiesen werden. Es liel3 sich eine typische Sequenz
feststellen, nach der zunéchst unspezifische ANA und in der Folge schritt-
weise Antikorper gegen Ro(SSA), La(SSB), dsDNA und snRNP nachweisbar
wurden [30].
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Diese Autoantikorper-Abfolge wurde von einigen Autoren im Sinne eines
schrittweisen Versagens der Toleranzmechanismen gewertet. Danach soll es
durch Ausweitung der Autoreaktivitit auf weitere Antigene bei Uberschreiten
eines kritischen Schwellenwertes zum Ausbruch der Erkrankung kommen
[28].

1.2.4 Immunologische Atiopathogenese

Die Pathogenese des SLE konnte bisher nicht auf einen dominanten pa-
thogenetischen Mechanismus eingeschrdankt werden und bleibt Gegenstand
intensiver Forschungsbemiihungen. Vorherrschend ist die Annahme einer
multifaktoriellen Genese unter der Beteiligung endogener (Genetik, Immunre-
gulation, Hormonhaushalt) und exogener Faktoren (Infektion, Medikamente,
UV-Strahlung, Umwelt) [31].

Im gegenwértigen Verstandnis der Erkrankung nehmen die oben beschrie-
benen Autoantikorper eine Schliisselstellung ein. Zum einen kommt ihnen als
Bestandteil der Inmunkomplexe eine unmittelbar kapillar- und nierenschédi-
gende Bedeutung zu [20]. Zum anderen Kkorrelieren Anti-dsDNA-Antikorper
signifikant mit der Krankheitsaktivitat. Folglich fokussierten sich viele Unter-
suchungen auf die Bedeutung der Autoantigene und den immunologischen
Pathomechanismus des Toleranzbruchs ihnen gegeniiber.

Den Anti-dsDNA-Antikorpern kommt dabei gewissermalen die Rolle ei-
nes immunologischen Paradoxons zu. Der verantwortliche Plasmazellklon
hat den Klassenwechsel zu IgG vollzogen und eine Affinitatsreifung durchlau-
fen, was ohne Ty-Zell-Hilfe nicht vorstellbar ist. Grundlage der Interaktion
zwischen aktivierter B-Zelle und korrespondierender Ty-Zelle ist der MHC-
II-Rezeptor. Dieser ist jedoch nur fiir die Prasentation von Peptidantigenen
ausgelegt, so dass die Nukleinsduren der DNA selbst nicht zum Gegenstand
einer suffizienten Ty-Zell-Hilfe werden konnen.

Im Folgenden sollen Hypothesen zur Losung dieses scheinbaren Wider-
spruches dargestellt werden. Hierfiir bedeutsam sind eine Reihe nuklearer
Peptidantigene, die ebenfalls zum Ziel SLE-spezifischer Autoantikérper wer-
den. Im Anschluss wird die pathogenetische Bedeutung von Infektionen
dargelegt.
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1.2.5 Nukleédre Peptidantigene

Nukledre Peptidantigene wie der Nukleosomen-Komplex oder die Sm-
Proteine liegen im Zellkern in unmittelbarer Ndhe der DNA vor. Immu-
nisationsexperimente in der Maus legten nahe, dass ihnen eine Bedeutung
beim Bruch der Toleranz gegeniiber der nicht immunogenen DNA zukommt.
So lasst sich durch die Immunisation mit reiner DNA zwar eine Anti-dsDNA-
Produktion induzieren, diese ist jedoch wesentlich starker ausgepréagt, wenn
DNA als Chromatin, also im Komplex mit nukledren Proteinen Verwendung
findet [32].

Es entstand die Hypothese, dass Ty-Zellen mit einer Spezifitat fiir nukle-
dre Peptidantigene in einer Kreuzreaktion den dsDNA-spezifischen B-Zellen
zu einer Ausdifferenzierung zur Plasmazelle verhelfen [33]. Im Zentrum
dieser pathoimmunologischen Kreuzreaktion steht die B-Zelle. Erkennt ei-
ne DNA-spezifische B-Zelle iiber ihren BCR einen Komplex aus DNA und
assoziierten Proteinen, so wird dieser im Ganzen phagozytiert und den
Phagolysosomen zugefiihrt. Dort erfolgt die proteolytische Spaltung der as-
soziierten Peptidantigene und die Beladung der MHC-II-Rezeptoren. Diese
zirkulieren an die Zelloberfldche und bieten Peptid-spezifischen Ty-Zellen
die Moglichkeit zur Leistung von T-Zell-Hilfe. Durch die Phagozytose des
DNA-Protein-Komplexes ist somit eine DNA-spezifische B-Zelle entstanden,
die jedoch iiber ihren MHC-II-Rezeptor DNA-assoziiertes Peptidantigen pra-

sentiert.

Nukleosomen

Die Nukleosomen bestehen aus einem von Histon-Molekiilen gebildeten
Peptidkern um den 1,8 Windungen der DNA-Doppelhelix gewunden sind.
Sie bilden die kleinste Einheit in der Verpackungsstruktur des Erbgutes, des
Weiteren kommt ihnen eine Funktion bei der Transkriptionsregulation zu.
Der Peptidkern wird von einem Octamer aus je zwei Histon-Molekiilen
der Typen H2A, H2B, H3 und H4 gebildet. Die Aminosdure-Sequenz der His-
tone ist evolutionédr hochkonserviert und besonders reich an den basischen
Aminosduren Lysin und Arginin. Diese neutralisieren die polyanionische
DNA und erlauben damit die enorme Packungsdichte des Chromatins. Durch
Phosphorylierung und Acetylierung der Histone lasst sich der Kondensations-
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zustand der DNA variieren. Die fiir die Transkription notige Auflockerung
wird durch die Acetylierung von Lysinresten eingeleitet [34].

Es konnte gezeigt werden, dass murine Nukleosomen-spezifische Ty-Zell-
Klone in der Lage sind, im Rahmen einer Kreuzreaktion die Produktion von
Autoantikérpern gegen dsDNA zu induzieren [35].

Sm-Proteine

Die Sm-Proteine bilden gemeinsam mit der >small nuclear RNA< (snRNA)
die Grundbausteine der >small nuclear ribonucleoproteins« (snRNP), aus de-
nen sich das Spleillosom zusammensetzt. Dieser intranukledre RNA-Protein-
Komplex besorgt im Rahmen der Transkription die Eliminierung der nicht
kodierenden Introns und damit die Prozessierung der hnRNA zur mRNA.

Abbildung 1.1: Sm-Proteine. Tertidrstruktur des Sm-Heptamer-Ringes.

(a) 3D-Modell auf der Grundlage einer Elektronendichtekartierung. Auflosung: 5,5 A
(b) Position des Sm-Heptamer-Ringes (gelb) innerhalb des humanen U1l snRNP. Modell
auf der Grundlage der Kryo-Elektronen-Mikroskopie.

(Abb. modifiziert nach [36, 37])

Innerhalb der snRNPs formen die Sm-Proteine einen 20 nm durchmes-
senden Heptamer-Ring, der aus je einem Sm-Molekiil der Typen B, D1, D2,
D3, E, F und G zusammengesetzt ist (siche Abb. 1.1). An der dulderen Zir-
kumferrenz des Ringes liegen die Epitope, die als Sm-Antigene fungieren.
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Urspriinglich wurden die Sm- oder Smith-Proteine als Autoantigene bei der
SLE-Patientin Stephanie Smith entdeckt, deren Namen sie nun tragen [38].
Spéter konnte von Riemekasten et al. gezeigt werden, dass insbesondere
Autoantikoérper gegen den C-terminalen Anteil des SmD1-Peptids von Amino-
sdure 83-119 (SmD1g3.119-Peptid) eine hohe Sensitivitat und Spezifitat fir
den SLE aufweisen (vgl. Kap. 1.2.3) [29].

Im SLE-Mausmodell fiihrt die Immunisierung von NZB/NZW-Mausen
mit dem SmD1g3.119-Peptid ebenfalls zu einer gesteigerten Produktion von
Antikorpern gegen dsDNA. Interessanterweise steigt der Anti-dsDNA-Titer
dabei sogar noch bevor Autoantikorper gegen das SmD1gs.119-Peptid selbst
nachzuweisen sind [39]. Dies unterstreicht die Bedeutung immunologischer
Kreuzreaktionen in der Pathogenese des SLE.

1.2.6 Infektionen und SLE

Wie bereits weiter oben erwédhnt, wurden verschiedenste Faktoren als dtiopa-
thogenetisch bedeutsam fiir den SLE diskutiert. In diesem Zusammenhang
ergaben sich u. a. Hinweise darauf, dass mikrobielle Infektionen als initiale
Ausloser der autoreaktiven T- und B-Zell-Antwort eine Rolle spielen. Insbe-
sondere eine Assoziation von Epstein-Barr-Virus-(EBV-)Infektionen und dem
SLE wird beschrieben.

Epstein-Barr-Virus (EBV)

Epidemiologische Studien zeigen in SLE-Kollektiven ein gehduftes Auftreten
von EBV-Infektionen, die mit erhohter Viruslast und erh6hten Antikorperti-
tern einhergehen. Zudem lésst sich ein zeitlicher Zusammenhang zwischen
EBV-Infektion und Ausbruch des SLE nachweisen [40, 41]. Demnach geht
die EBV-Infektion der SLE-Manifestation in der Regel zeitlich voraus [42],
was suggestiv fiir eine dtiopathogenetische Bedeutung von EBV erscheint
[28, 43].

Weiterhin bemerkenswert ist eine hohe Homologierate von Viruspeptiden
und Sequenzabschnitten der Sm-Peptide. Das >Epstein-Barr virus nuclear
antigen-1< (EBNA-1) weist eine Homologie zu C-terminalen Sequenzen von
SmB’/B und SmD1g¢s.119 auf [44, 45], das EBNA-2 zu SmD11¢1.119 [46].

Diese Homologien bergen das Risiko, dass die initial gegen exogene
Pathogene gerichtete Immunreaktion sich in der Folge gegen homologe en-
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dogene Strukturen richtet. Ist eine Toleranz fiir diese endogene Struktur
unzureichend etabliert, wird sie zum Autoantigen und unterhilt die Entziin-
dungsreaktion unabhéngig vom infektiésen Agens.

Mikrobielle DNA

Virale und bakterielle DNA unterscheidet sich von humaner DNA
u.a. durch eine Hypomethylierung von Cytosin-phosphatidyl-Guanosin-
(CpG-)Dinukleotiden. Auch im Rahmen des SLE treten vermehrt DNA-
Sequenzen mit vermindertem Methylierungsgrad auf [47].

Diese hypomethylierten CpGs weisen eine erh6hte Immunogenitit auf
und fiihren zu einer wirksamen Aktivierung der angeborenen Immunitét {iber
die sog. >Toll-like Rezeptoren« (TLR), die eine Untergruppe der PRR bilden.
Weiterhin fiihren sie zu einer polyklonalen B-Zell-Aktivierung, der Sekretion
von IL-6 und zu einer erh6hten Apoptose-Resistenz — Mechanismen, die ein
Uberleben von autoreaktiven Zellen begiinstigen kénnen [47, 48]. Zudem
sind im Zusammenwirken von angeborenem und adaptivem Immunsystem
durch TLR9-Aktivierung auch IgG-Klassenwechsel beobachtet worden, die
normalerweise die Hilfe einer Ty-Zelle voraussetzen [49].

Weiterhin kann die Aktivierung durch TLR9 eine Reifung von DC bewir-
ken [50], deren kritische Rolle bei der Weichenstellung zwischen Immunitats-
und Toleranzentwicklung bereits weiter oben dargestellt wurde (vgl. Kap.
1.1.5). Wird von DC hypomethylierte DNA im Komplex mit nukledren Peptid-
antigenen aufgenommen, so kann daraus demnach eine autoreaktive Immu-
nantwort gegen den Peptidanteil resultieren.
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1.3 Nachweismethoden antigenspezifischer T-Zellen

1.3.1 DNA-Syntheserate

Eine frithe Methode zum Nachweis einer antigenspezifischen Reaktion des
Immunsystems ist die quantitative Messung der DNA-Synthese. Zu diesem
Zweck wird der Kultur im Anschluss an die Antigenstimulation das radioaktiv
markierte Nukleotid *H-Thymidin zugesetzt. Dieses wird von den PBMC als
Substrat der DNA-Synthese aufgenommen und in das Erbgut eingebaut. Die
Kinetik dieses Einbaus lésst einen Riickschluss auf die DNA-Syntheserate und
somit indirekt auf die antigenspezifische T-Zell-Proliferation zu.

Aufgrund der Verwendung eines radioaktiven Markers ist diese Methode
an entsprechende rdumliche und organisatorische Voraussetzungen gebun-
den und wird deshalb zunehmend weniger angewandt. DNA-Synthese findet
zudem auch in nicht proliferierenden Zellen statt, was eine hohe Hintergrund-
aktivitdt und eine geringe Sensitivitiat zur Folge hat. Weiterhin differenziert
die Methode nicht zwischen den einzelnen PBMC-Subpopulationen, so dass
kleine, proliferationsschwache Populationen im entstehenden Mischbild un-
tergehen. Des Weiteren ist die Methode stark von verschiedenen Storgrof3en
wie PH-Wert, Kulturmedium usw. abhangig [51]. Da vor der Messung eine
Fixierung der Zellen notig ist, stehen diese nicht fiir eine Kultivierung oder

weitere funktionelle Untersuchung zur Verfiigung.

1.3.2 Zytokinsekretion

Im Zuge der antigenspezifischen Aktivierung von Gedéchtnis-T-Zellen kommt
es je nach T-Zell-Subgruppe zur Produktion eines charakteristischen Zy-
tokinprofils (vgl. Kap. 1.1.4). Diese l6slichen Botenstoffe lassen sich im
Uberstand der Kultur mittels ELISA (Engyme-Linked Immunosorbent Assay)
quantitativ bestimmen und als MaR fiir die T-Zell-Aktivierung verwenden
[52, 53, 54, 55].

Je nach immunologischem Reaktionstyp, kommt es beispielsweise im
Rahmen einer allergischen Reaktion zu einer Ty2-dominanten Immunantwort
mit Sekretion von IL-2, IL-4 und TNF-«. Virale Antigene fithren zu einer von
Ty1-Zellen getragenen Produktion von TNF-«, IFN-y und IL-2. Das bakterielle
Impfantigen Tetanus-Toxoid fiihrt zu einer starken IL-2- und TNF-x-Antwort
sowie geringer ausgepragt zur Sekretion von IFN-y [56].
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Da je nach Art des Antigens eine andere Ty-Subpopulation mit jeweils cha-
rakteristischem Zytokinprofil die Federfithrung tibernimmt, lasst die Konzen-
tration eines Einzelzytokins keinen Riickschluss auf die Stiarke der zugrunde
liegenden Aktivierung zu. So konnte die gleiche Konzentration an IL-2 eben-
so von einer schwachen Ty2-Antwort wie von einer starken Tyl-Antwort
herriihren. Weiterhin muss fiir jede untersuchte Subpopulation ein charakte-
ristisches Zytokin bekannt sein, ansonsten entgeht sie der Detektion [56].

1.3.3 Proliferationsmessung

Eine andere Methode der Proliferationsmessung beruht auf der zytosolischen
Anfiarbung der PBMC mit Carboxylfluoreszein-Succinimidylester (CFSE). Die-
ses Fluorochrom verteilt sich bei jeder Zellteilung gleichmal3ig auf die beiden
Tochterzellen, in denen es folglich in halbierter Konzentration vorliegt. So
lasst sich die Generationsfolge in der Durchflusszytometrie anhand der abneh-
menden CFSE-Konzentration verfolgen. Dies ermoglicht eine gezielte Analyse
der proliferierenden Klone, die anhand von Markermolekiilen einer weiteren
Differenzierung unterzogen werden konnen. Zudem kann die Messung mit
lebenden PBMC durchgefiihrt werden, die weiterhin fiir die Kultivierung
oder physiologische Untersuchungen zur Verfiigung stehen [57, 58, 59].

Zur Identifizierung der proliferierenden Zellen findet die Stimulation
iiber mehrere Tage statt, so dass mehrere Generationszeiten durchlaufen
werden. Dies erhoht die Sensitivitdt der Methode, da auch niedrige Zellfre-
quenzen nach klonaler Expansion detektierbar werden. Allerdings mindert
es die Spezifitét, da in einer mehrtégigen Stimulation die Wahrscheinlichkeit
einer unspezifischen Aktivierung steigt. Neben von auf3en eingebrachten
Verunreinigungen konnen auch Bestandteile zugrundegegangener Zellen
eine Aktivierung verursachen. So ist davon auszugehen, dass intranukleére
Antigene in einer mehrtagigen Kultur im Rahmen der natiirlichen Autolyse
ubiquitér vorliegen. Demgegeniiber beschrénkt sich eine 6-stiindige Stimula-
tion auf die Erfassung der praformierten Immunantwort getragen durch die
Gedachtsniszellen der T- und B-Zellreihe.

Eine weitere Schwiche dieses Verfahrens ist die Gleichsetzung von Akti-
vierung mit klonaler Expansion. Dies ist zwar im Grundsatz nachvollziehbar,
fiihrt aber zu einer Unterschatzung der schwach oder nicht proliferierenden
aktivierten T-Zellen.
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1.3.4 Expression von Oberflichenmolekiilen

Im Rahmen der T-Zell-Aktivierung kommt es zur Expression und Exposition
einer Reihe oberflachenstandiger Molekiile. Verschiedene Markermolekiile,
einschliel3lich CD25, CD69 und CD71 wurden in diesem Zusammenhang
als Aktivierungsmarker evaluiert. Allerdings ist ihre Spezifitdt begrenzt. Sie
werden einerseits auf bestimmten Ty-Subpopulationen konstitutiv exprimiert
und deshalb u. a. als Differenzierungsmarker herangezogen. Andererseits ver-
mag auch eine TCR-unabhéngige Aktivierung ihre Expression zu verstarken
[60, 61, 62].

Zuletzt stellten Frentsch et al. das Oberflichenmolekiil CD40L (syn.
CD154) als neuen Aktivierungmarker mit hoher Sensitivitdt und Spezifi-
tat vor. CD40L wird intrazellulédr in sekretorischen Vesikeln gespeichert und
kann im Zuge der Aktivierung schnell an die Zelloberfldche mobilisiert wer-
den [63]. Es ist durch eine geringe konstitutionelle Expression und eine
streng antigenspezifische Induktion gekennzeichnet. So zeigen nach Stimula-
tion mit Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB) nur die VR12*-Ty-Zellen eine
CD40L-Expression. VB5.2%-Ty-Zellen, deren TCR keine Bindungsstelle fiir
SEB aufweist, reagieren hingegen nicht [56].

Weiterhin ermoéglicht CD40L eine Erfassung samtlicher Ty-Subpopula-
tionen unabhdngig von ihrem Zytokinprofil. Die Stimulation mit dem
Birch-Allergen, dem Cytomeglievirus-Peptid pp65 und mit dem Impfanti-
gen Tetanus-Toxoid fithren zu jeweils unterschiedlich polarisierten Ty-Zell-
Antworten, die mit der Sekretion eines charakteristischen Zytokinmusters
einhergehen. Die CD40L-Expression ist bei allen genannten Reaktionstypen
nachweisbar und bietet somit die Moglichkeit, mit einem einzelnen Marker
die Antwort der gesamten T-Zellreihe zu erfassen [56].

Weiter konnte gezeigt werden, dass sich CD40L zur Anreicherung anti-
genspezifischer Zellen mittels magnetischer Zellsortierung (MACS: Magnet-
Activated Cell Sorting) eignet. Nach Stimulation mit dem Cytomegalievirus-
(CMV-)Antigen pp65 wurden die CD40L*-Ty-Zellen mittels MACS aufge-
reinigt und in Kultur genommen. Die somit isolierten CMV-spezifischen
Ty-Zellen zeigten bei einer Restimulation mit pp65 eine gegeniiber der
PBMC-Population 300-fach erhéhte CD40L-Expression [56].
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1.4 Rationale der CD25-Depletion

Das Oberflachenmolekiil CD25 entspricht der «-Kette des IL-2-Rezeptors und
wird von T-Zellen im Rahmen der antigenspezifischen Aktivierung verstéarkt
exprimiert. In hohen Oberflichenkonzentrationen (CD25high) ist CD25 als
Marker fiir regulatorische T-Zellen (T eg-Zellen) von Bedeutung. Es wird
jedoch davon ausgegangen, dass bei einer CD25-Farbung nur jene 2-4 %
der Zellen mit der maximalen CD25-Expression die Tyeg-Population bilden
[64]. Die Depletion aller CD25*-Zellen hat somit zur Folge, dass neben den
Treg-Zellen auch andere PBMC-Subpopulationen dezimiert werden.

Bisher gibt es keine einheitliche Klassifizierung, wo die Grenze der hoch-
CD25-positiven zu den intermedidr-CD25-positiven Zellen und damit die
Grenze der Treg-Population verlduft. Dies macht den Vergleich der Ergebnisse
unterschiedlicher Arbeitsgruppen schwierig und fiihrte in der Literatur der
vergangenen Jahre immer wieder zu widerspriichlichen Standpunkten [65].
Der Teg-Marker mit der gegenwartig hochsten Spezifitét ist der Transkripti-
onsfaktor forkhead box P3 (FoxP3). Dieser ist essentiell fiir eine suffiziente
Entwicklung und Funktion der T,eg-Zellen [65]. FoxP3-defiziente Mduse ent-
wickeln eine fatale generalisierte Autoimmunpathologie auf der Grundlage
unkontrollierter APC-Reifung und entfesselter autoreaktiver T-Zellen [66].

Zur vollstdndigen Eliminierung der Treg-Zellen aus einer Zellsuspension
kann die CD25-Depletion jedoch weiterhin als Standardmethode angesehen
werden. Insbesondere da FoxP3 als intranukledres Molekiil nicht fiir eine

Oberflachenmarkierung lebender Zellen zur Verfiigung steht.

In der vorliegenden Arbeit soll anhand der Eliminierung der Tieg-Zellen
deren Einfluss auf die autoaggressive Ty-Antwort untersucht werden. Es
gibt Hinweise darauf, dass die Teg-Population eine entscheidende Rolle bei
der Kontrolle autoreaktiver Immunantworten spielt. So lief3 sich in bisher
unveroffentlichten Mausexperimenten unserer Arbeitsgruppe die autoreak-
tive Ty-Antwort gegen das SmD1gs.119-Peptid durch eine CD25-Depletion
effektiv steigern. Hier soll nun gepriift werden, ob sich auch im humanen
System mittels der CD25-Depletion der Nachweis autoreaktiver Ty-Zellen in
einem SLE-Kollektiv fithren l&sst.
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1.5 Ziele der Arbeit

1. Etablierung eines zuverlassigen Verfahrens zur Detektion von autoag-
gressiven Ty-Zellen beim SLE

2. Ermittlung der Frequenzen autoaggressiver Ty-Zellen nach Stimulation
mit verschiedenen Antigenen in einem représentativen SLE-Kollektiv

3. Untersuchung des Einflusses der Tieg-Zellen auf die autoaggressive
Ty-Antwort

4. Ermittlung statistischer Zusammenhénge von Patientendaten und
Krankheitsaktivitdt mit der autoaggressiven Ty-Antwort
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Gerate und Pufferlosungen

Gerit Bezeichnung Firma

Sterile Werkbank HeraSafe Heraeus

CO;-Inkubator CB 210 Binder

Zentrifugen Megafuge 1.0R Heraeus
Multifuge 3 L-R Heraeus
Labofuge 400R Heraeus
Biofuge fresco Heraeus

Pipettierhilfe Pipettboy Brand
Accu-Jet pro

Pipetten 0,5-10 pl; 2-20 pl; Eppendorf
10-100 pl; 20-200 pl; & Abimed
100-1000 pl

Pipettenspitzen Greiner Bio-one

Polypropylen-Rohrchen
(Schraubdeckelrohrchen)

Falcon 15 und 50 ml

Greiner Bio-one

Polypropylen- 0,5ml; 1,5ml; 2,0ml Eppendorf
Reaktionsgefilde

Mikroskop Wilovert S hund
Durchflusszytometer FACS Calibur Becton-Dickinson

Tabelle 2.1: Gerdte und Einmalgefif3e.

In den Tabellen 2.1 und 2.2 sind die haufig verwendeten Gerate und

EinmalgefaRe sowie gingige Pufferlosungen und Kulturmedien aufgefiihrt.

Die {ibrigen Materialien erscheinen im Zusammenhang mit ihrer Verwendung

im jeweiligen Methodenkapitel.
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Pufferlosung Zusammensetzung
PBS (Phosphatgepufferte 2,7 mM Kaliumchlorid

Salzlosung), pH 7,2-7,4 1,5 mM Kaliumhydrogenphosphat
137 mM Natriumchlorid
8,1 mM Dinatriumhydrogenphosphat
PBS/BSA 0,5% BSA (w/v) in PBS
PBS/BSA/Azid 0,05% (v/v) NaNs in PBS/BSA
PBS/BSA/EDTA 2mM EDTA in PBS/BSA

Erythrozyten-Lyse-Puffer 0,01 M KHCOs3, 0,155 M NH4CI, 0,1 mM
EDTA, ad 500 ml H,O, pH 7,5

Saponin-Puffer 0,5% (w/v) Saponin in PBS/BSA/Azid

Fixierungspuffer 2% (w/v) Paraformaldehyd in
PBS/BSA/Azid

Kulturmedium

RPMI Medium Rosewell Park Memorial Institute (RPMI)

Medium 1640, Fa. Gibco

Tabelle 2.2: Pufferlosungen und Kulturmedien.

2.2 Blutspender und Blutentnahme

Untersucht wurden die Blutproben von SLE-Patienten, die sich im Studien-
zeitraum in Behandlung auf der rheumatologischen Bettenstation oder in
der rheumatologischen Poliklinik der Charité auf dem Campus Mitte befan-
den. Die Probandenauswahl erfolgte nach den folgenden Kriterien: 1) in der
Charité nach ACR-Kriterien [67] gesicherte Diagnose eines SLE, 2) moglichst
keine rheumatologischen Nebendiagnosen, 3) keine Overlap-Syndrome.

Die Blutentnahme erfolgte nach ausfiihrlicher Aufkldrung und Einho-
lung des schriftlichen Einverstdndnisses auf der Grundlage des Ethikvo-
tums EA1/098/07 — wenn moglich im Rahmen einer Routine-Blutentnahme.
Es wurden je SLE-Patient 20 bis 50 ml periphervendses Blut in Natrium-
heparinisierte Rohrchen des Vacutainer-Systems (Fa. Becton Dickinson) abge-
nommen und die mononukledren Zellen isoliert.
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2.3 Isolierung der mononuklearen Zellen

Die Isolierung der mononukledren Zellen (PBMC: Peripheral Blood Mono-
nuclear Cells), zu denen T- und B-Lymphozyten, natiirliche Killerzellen sowie
Monozyten gehoren, erfolgte mittels einer Dichtegradientenzentrifugation.
Dazu wird eine wassrige Losung des synthetisch hergestellten Polysac-
charids Ficoll mit verdiinntem heparinisierten Vollblut {iberschichtet und im
Anschluss zentrifugiert. Die Dichte der Ficoll-Losung ist mit 1-1,2 g/ml so
gewahlt, dass Blutbestandteile hoher Dichte wie Erythrozytenaggregate und
tote Zellen wéhrend der Zentrifugation die Ficoll-Phase durchwandern und
am Rohrchenboden sedimentieren. Aufgrund ihrer geringen Dichte flottieren
Granulozyten weiterhin im Serum, wahrend sich die mitteldichten PBMC am
Ubergang zum Ficoll als Zwischenring niederschlagen und mit der Pipette

aufgenommen werden konnen.

Fiir die Dichtegradientenzentrifugation wurde Vollblut im Verhéltnis 2:1 mit
PBS/BSA verdiinnt. 20 ml Ficoll-Lésung (LSM 1077, Fa. PAA) wurden mit
maximal 30 ml des verdiinnten Vollbluts iiberschichtet und 20 Minuten bei
650 x g und Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert.

Der Zwischenring wurde in ein weiteres 50 ml-R6hrchen iibernommen
und mit PBS/BSA bis auf 50 ml aufgefiillt. Nach 10-miniitiger Zentrifugation
bei 300 x g und 4°C wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 3 ml
Erythrozyten-Lyse-Puffer aufgenommen. Die Lyse wurde nach 3 Minuten
durch das Auffiillen mit 50 ml PBS/BSA abgestoppt. Nach erneutem Abzen-
trifugieren wurde das Pellet zur Zellzdhlung in einem definierten Volumen
PBS/BSA aufgenommen.

2.4 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine 10 pl-Probe der Zellsuspension
im Verhéltnis 1:10 mit Trypan-Blau verdiinnt und unter das Deckgldschen
einer Zdhlkammer (Fa. Neubauer) pipettiert. Unter dem Mikroskop (Wilovert
S, Fa. hund) wurden vier Quadranten a 0,1 ul unter Ausschluss der toten
Trypan-blau-gefarbten Zellen ausgezéhlt und das Ergebnis gemittelt. Durch
Multiplikation mit 10> ergab sich die Zellzahl/ml.
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2.5 Magnetische CD25-Depletion

In ausgewdhlten Experimenten wurden die CD25" -Treg-Zellen durch magne-
tische Zellsortierung (MACS: Magnet-Activated Cell Sorting) aus der PBMC-
Suspension entfernt, bevor die Antigenstimulation erfolgte.

Diese Methode wurde 1990 von Miltenyi et al. entwickelt und beruht
auf der Markierung von Oberflachenmolekiilen mit spezifischen Antikdrpern,
an die ein magnetischer Mikropartikel (syn. MicroBead) gekoppelt ist [68].
Ist die gewiinschte Zellpopulation auf diesem Wege magnetisch markiert,
wird die Zellsuspension in einer Sdule durch ein Hochgradienten-Magnetfeld
gefiihrt. Die markierten Zellen werden aufgrund ihrer ferromagnetischen
Wechselwirkung mit dem umgebenden Magnetfeld in der Sdule zuriickge-
halten, so dass eine Negativfraktion die Saule verlasst. Nach Entfernung des
Magnetfeldes kann die Positivfraktion diluiert werden.

Zur Depletion der CD257 -Treg-Zellen wurde ein ferromagnetisch gekop-
pelter Anti-CD25-Antikorper verwendet. Die CD25-negative Fraktion wurde
aufgefangen, die Sdaule samt der CD25-positiven Zellen verworfen.

2.5.1 Magnetische Markierung der CD25*-Zellen

Vor Beginn der Depletion wurde eine Probe von 1 x 10° Zellen zur spiteren
Erfolgskontrolle sichergestellt. Die in PBS/BSA suspendierten PBMC wurden
bei 400 x g und 4°C fiir 10 Minuten abzentrifugiert und entsprechend der
Herstellerangaben in einer Losung aus 80 % PBS/BSA/EDTA und 20 % CD25-
MicroBeads II (Fa. Miltenyi Biotec) resuspendiert. Die Puffervolumina wurden
protokollgemaR der jeweiligen Proben-Zelldichte angepasst. Nach der folgen-
den 15-miniitigen Inkubation bei 4 °C wurden die Zellen mit PBS/BSA/EDTA

gewaschen.

2.5.2 Magnetische Zellseparation

Nach erneutem Abzentrifugieren der PBMC bei 400 x g und 4°C fiir 10
Minuten erfolgte die Resuspension in 500 ul/ml PBS/BSA/EDTA. Die Matrix-
sdule (Cell-Separation LD Column, Magnet und Magnethalter, Fa. Miltenyi
Biotech) wurde mit 2 ml PBS/BSA/EDTA angespiilt und nach Aufsetzen eines
Filters (Pre-Separation Filter, Fa. Miltenyi Biotech) mit der PBMC-Suspension
tiberschichtet. Das Nachspiilen erfolgte mit 2 x 1 ml PBS/BSA/EDTA, die

25



Negativfraktion wurde in einem Schraubdeckelrohrchen aufgefangen, die

Matrixsdule samt Positivfraktion verworfen.

2.5.3 Kontrolle der Depletion

Um die Effektivitdt der Depletion zu beurteilen, wurde jeweils die CD25-
Expression der CD4*-Zellen vor und nach der Depletion bestimmt und zu-
einander ins Verhiltnis gesetzt. Die Firbung der Lebendzellprobe erfolgte
entsprechend der weiter unten ausfiihrlich dargestellten Handlungsanwei-
sungen (siehe Kap. 2.8.3). Nach Ausschluss der toten PJ-positiven Zellen
wurde im Scatter-Plot auf die T-Zell-Population gegatet und in einem DotPlot
CD4 gegen CD25 dargestellt. Die Abbildung 2.1 zeigt beispielhaft SLE#109
mit 44,0% CD4*CD25"-Zellen vor und 2,1% nach der Depletion. Im Mittel
ergibt sich fiir alle 11 Depletionen eine Reduktion der CD4*CD25"-Zellen
um 91,5 %.

4
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Abbildung 2.1: Kontrolle der CD25-Depletion. Zytometrische Darstellung der
CD4*CD25"-Zellen von SLE#109 vor und nach der CD25-Depletion. Progentangaben
begiehen sich auf die CD4*-Zellen.
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2.6 In vitro-Antigenstimulation

Die PBMC wurden bei einer Zelldichte von 1-2 x 10%/ml in jeweils 200 ul
RMPI Medium 1640 (Fa. Gibco) in 96-Loch-Rundbodenplatten (Fa. Greiner
bio-one) in einem CO,-Inkubator kultiviert. Die Kultivierung fand iiber 6 Stun-

den bei 37°C und wasserdampfgesattigter Atmosphére mit 5,0 % CO-, statt.

Die Stimulation erfolgte durch Co-Inkubation mit verschiedenen Kontroll-

antigenen sowie als Negativkontrolle ohne Antigenzusatz. Die Testansitze

wurden in der Regel als Triplikate angelegt. In der Tabelle 2.3 sind die verwen-

deten Antigene mit ihrer jeweiligen Endkonzentration und Herstellerangabe

aufgefiihrt.
Antigen Endkonzen- Hersteller
Abkiirzung tration
Staphylokokken- 1 pug/ml Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Enterotoxin B
SEB
Cytomegalievirus 20 pl/ml? Miltenyi Biotec
pp65 Peptid-Mix
CMV
Tetanus-Toxoidgsg 20 pg/ml Anaspec
TET
Hithner- 20 pug/ml Dr. G. Hausdorf, Charité,
Nukleosomen Préaparation aus Hiihnererythro-
cNUC zyten, siehe Bruns et al. [69]
Humane 20 pug/ml Orgentec, Praparation aus
Nukleosomen humanen HeLa-Zellen nach
hNUC Morales et al. [70]
SmD1g3.119-Peptid 20 pug/ml Dr. P. Henklein, HU Biochemie.
SMD Synthetisches Peptid, siehe

Riemekasten et al. [29]

randomisiertes 20 pg/ml Dr. P. Henklein, HU Biochemie.
Peptid Synthetisches Peptid, siehe
RND Riemekasten et al. [29]

4 keine Angabe zur Stoffkonzentration erhaltlich, Verwendung lIt. Herstellerangaben

Tabelle 2.3: Verwendete Antigene.

Zusatzlich wurde allen Ansitzen aul3er den Positivkontrollen ein costi-

mulierender CD28-spezifischer Antikorper (NA/LE Mouse anti-human, Fa.

BD Pharmingen) in einer Konzentration von 10 ug/ml zugesetzt. Neben der
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spezifischen TCR-Bindung ist die Aktivierung des T-Zell-Corezeptors CD28
eine zwingende Voraussetzung fiir die Induktion von NF-kappaB und somit
die T-Zell-Aktivierung [71]. Bei der T-Zell-Aktivierung fungiert das Molekiil
B7 auf aktivierten APC als stimulatorischer Ligand fiir CD28. Die Zugabe
des Anti-CD28-Antikorpers macht die T-Zell-Aktivierung somit von einer
suffizienten Voraktivierung der APC unabhéngig.

Fiir die letzten 4 Stunden der Stimulation wurden zusétzlich 20 pg/ml
Brefeldin A (Fa. Sigma-Aldrich) hinzugegeben, das iiber eine Deassemblierung
des Golgiapparates zu einer Hiufung von Produkten der Proteinbiosynthe-
se im Zellinneren fiihrt [72]. Dies betrifft auch die oberflachenstdndigen
CD-Molekiile, die sich somit intrazelluldr mit hoherer Sensitivitat durchfluss-
zytometrisch nachweisen lassen.

2.7 Formaldehyd-Fixierung

In der Zellbiologie findet das Formaldehyd-Polymer Paraformaldehyd (PFA),
das als wasserlosliches weildes Pulver eingesetzt wird, breite Anwendung
bei der Zellfixierung. Grundlage der Methode ist die Quervernetzung von
Peptidketten im Rahmen der Mannich-Reaktion. Hierbei wird in einem ersten
Schritt ein sekundires Amin der Peptidkette mit Formaldehyd unter Was-
serabspaltung zu einem mesomerie-stabilisierten Carbenium-Iminium-Ion
umgesetzt. Das elektrophile Kohlenstoffatom des Carbenium-Iminium-Ions
wird in einem zweiten Schritt von dem aciden Kohlenstoffatom einer zweiten
Peptidkette angegriffen, so dass eine kovalente Quervernetzung beider
Peptidketten entsteht.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben in 96-Loch-Rundboden-
platten fiir 2 Minuten bei 400 x g und 4°C herunterzentrifugiert, die PBMC
in je 200 ul 2% PFA in PBS/BSA/Azid aufgenommen und fiir 15 Minuten bei
21°C fixiert. Nach dem Waschen mit PBS/BSA/Azid wurden die Proben in
200 ul PBS/BSA/Azid resuspendiert und bis zur durchflusszytometrischen
Messung bei 4°C dunkel gelagert.
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2.8 Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrische Analyse von Korperzellen beruht auf der Detek-
tion optischer Phanomene, die durch eine Einzelzelle bei der Passage eines
Laserstrahls hervorgerufen werden.

Um die Zellen der Probe einzeln nacheinander an dem Laserstrahl vor-
beifiihren zu konnen, miissen diese in einem Fliissigkeitsstrom linearisiert
werden. In diesem >hydrodynamische Fokussierung< genannten Prozess wird
der Probenstrom im Zentrum eines schneller fliefenden Mantelstroms freige-
setzt und von diesem gleichsam auseinandergezogen.

Bei der Passage des monochromatischen Lichts kommt es am Zellkorper
zu Beugungs- und Brechungsphdnomenen, die von photosensiblen Detekto-
ren registriert werden. Das gebeugte Licht wird in einem in der Laserachse
verlaufendem Korridor mit einem Offnungswinkel von 3-10° als Vorwérts-
streulicht (FSC: Forward Scatter) registriert und gibt Auskunft {iber die
ZellgroRBe. Das Brechungslicht wird rechtwinklig zur Laserachse als Seit-
wartsstreulicht (SSC: Sideward Scatter) gemessen. Es gibt Auskunft iiber den
Reichtum an lichtbrechenden Zellstrukturen wie sekretorischen Granula und
Membranstapeln. Anhand der Messgrofsen von FSC uns SSC lasst sich bereits
ein GroQteil der verschiedenen Zell-Populationen der PBMC gegeneinander
abgrenzen.

2.8.1 Fluorochrome

Als Fluorochrome werden photoaktive Stoffe bezeichnet, welche die An-
regung durch monochromatisches Licht einer definierten Wellenldnge mit
der Emission von elektromagnetischer Strahlung mit einem Fluororochrom-
spezifischen Wellenlédngen-Spektrum beantworten. Dies macht man sich in
der Durchflusszytometrie bei der Untersuchung Fluorochrom-gefarbter Zel-
len zu Nutze. Das emittierte Licht wird dabei durch optische Filter gelenkt,
die nur fiir das Flurochrom-spezifische Emissionsmaximum durchgéngig
sind. Durch Messung der Intensitiat des gefilterten Lichtes kann auf die
Fluorochrom-Konzentration der Zelle geschlossen werden.

Fluorochrome lassen sich einerseits an Antikérper koppeln oder konnen
aufgrund ihrer Affinitit zu bestimmten Zellbestandteilen direkt eingesetzt
werden. Das Fluorochrom Propidiumjodid (PJ) bindet beispielsweise an DNA,
wird allerdings von lebenden Zellen in einem aktiven Transportprozess aus
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dem Zellinneren eliminiert. Tote Zellen lassen sich demnach anhand ihrer
PJ-Positivitét identifizieren.

Die Tabelle 2.4 zeigt eine Ubersicht der in dieser Arbeit verwendeten
Fluorochrome, jeweils mit ihrer Abkiirzung, Verwendung sowie ihrem cha-

rakteristischen Emissionsmaximum.

Fluorochrom Abkiir- Verwendung Mess-  Emissions-

zung kanal maximum

in nm
Fluorescein- FITC Ak-Konjugation FL1 530
isothiocyanat
Phycoerythrin PE Ak-Konjugation FL2 575
Peridinin- PerCP Ak-Konjugation FL3 680
Chlorophyll-a
Propidiumjodid PJ Anfdrben der DNA FL2/3 617
toter Zellen

Allophycocyanin  APC Ak-Konjugation FL4 660

Tabelle 2.4: Fluorochrome.

2.8.2 Funktionsweise des FACS-Gerates

Die durchflusszytometrischen Messungen der vorliegenden Arbeit wurden
mit einem FACS Calibur™ (Fa. Becton Dickinson) durchgefiihrt. FACS steht
dabei fiir Fluoreszens-aktivierte Zellsortierung (Fluorescense-Activated Cell
Sorting).

In diesem Gerat konnen vier Fluorochrome in separaten Messkanélen
(FL1-FL4) zeitgleich gemessen werden. Die Aktivierung der Fluorochrome
erfolgt zeitversetzt mit zwei Lasern. Einem Argonlaser mit einer Wellenldnge
von 488 nm, die innerhalb des Absorptionsspektrums von FITC, PE, PerCP und
PJ liegt. Und einem roten Diodenlaser mit 635 nm, der APC zur Fluoreszenz-
Emission anregt.

Das Fluoreszenslicht wird iiber Verteilerspiegel den vier Messkanélen
zugeleitet. Dem Detektor (Photomultiplier) jedes Kanals ist ein optischer
Filter vorgeschaltet, der nur die charakteristische Wellenldnge desjenigen
Fluorochroms passieren lasst, das in dem Kanal gemessen werden soll. Es
ergibt sich eine feste Paarung von Messkanal und Fluorochrom entsprechend
FL1/FITC, FL2/PE, FL3/PerCP und FL4/APC.
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Wie in Abbildung 2.2 ersichtlich, iiberschneiden sich die Spektren der
einzelnen Flourochrome. Das gilt auch fiir die Wellenldngen ihrer jeweili-
gen Emissionsmaxima Apax, SO dass eine Kompensation der Interferenz not-
wendig wird. Beispielsweise miissen vom PE-Messsignal (blau) bei 575 nm
ndherungsweise 20 % des FITC-Signals (griin) subtrahiert werden, um die
Interferenz auszugleichen. Diese Kompensation erfolgt individuell fiir jede
Probenreihe und ist weiter unten detailliert dargestellt (sieche Kap. 2.8.4).

Emission [%]

——

500 600 700

> A [nm]

Abbildung 2.2: Fluorochrom-Emissionsspektren. Emissionsspektren der Fluoro-
chrome FITC (griin; Amex=530nm), PE (blau; Apmex=575nm), APC (schwarz;
Amax= 660 nm) und PerCP (rot; Ape= 680 nm) nach der Wellenldnge A [nm].

Die starke Uberschneidung des APC- und PerCP-Spektrums und die damit
einhergehende grof3e Interferenz wird durch die zweizeitige Analyse mit
zwei separaten Lasern umgangen. Dabei passiert der Probenstrom die Laser
nacheinander, so dass in Kenntnis der Laufzeitlatenz eine Trennung der
Signale moglich ist.

2.8.3 Zellfarbung

Zur genaueren Differenzierung der PBMC-Subpopulationen hat sich die
Unterscheidung anhand von Oberflachenproteinen etabliert. Die sog. >CD-
Nomenklatur< (CD: Cluster of Differentiation) umfasst derzeit iiber 300 dieser
Oberflachenmarker, die mit einer fortlaufenden Indexnummer versehen sind.
So steht beispielsweise CD3 fiir den T-Zell-Rezeptor (TCR) und CD154 (syn.
CD40L) fiir den Liganden des fiir die T-Zell-Aktivierung bedeutsamen costi-
mulatorischen Molekiils CD40.

Die gezielte Markierung von CD-Molekiilen durch spezifische
Fluorochrom-gekoppelte Antikorper stellte einen Meilenstein fiir die Un-
tersuchung von Zellpopulationen mit Hilfe der Durchflusszytometrie dar.
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Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Fluorochrom-gekoppelten
Antikorper sowie ihre Endkonzentration sind in der Tabelle 2.5 aufgefiihrt.
Die Fluorochrom-gekoppelten Antikorper werden im Folgenden auch als
>Farbe-Antikorpers, die Inkubation mit ihnen als >farben< bezeichnet.

Spezifitit Klon/Peptid Konjugat Verdiinnung Hersteller

CD3 UCHT-1 FITC 1:200 DRFZ

CD3 UCHT-1 PE 1:200 DRFZ

CDh4 TT1 PE 1:200 DRFZ

CDh4 TT1 PE 1:500 DRFZ

CDh4 TT1 Biotin 1:100 DRFZ

CD25 BC96 FITC 1:5 BioLegend
CD25 4E3 APC 1:10 Miltenyi Biotec
CD137 4B4-1 PE 1:15 BD Pharmingen
CD40L 5C8 APC 1:50 Miltenyi Biotec
Biotin Streptavidin ~ PerCP 1:200 BD Pharmingen

Tabelle 2.5: Fluorochrom-konjugierte Antikérper und Peptide.

Intrazellulidre Firbung fixierter Zellen

Sind CD-Molekiile nur in geringer Konzentration an der Zelloberflache nach-
weisbar, kann zur Verbesserung der Signalstirke bei fixierten Zellen eine
intrazelluldre Farbung vorgenommen werden. Dazu wurden fiir die letzten 4
Stunden der Antigen-Stimulation 20 ug/ml Brefeldin A (Fa. Sigma-Aldrich)
zugesetzt, das iiber eine Deassemblierung des Golgiapparates zu einer intra-
zelluldaren Akkumulation von Produkten der Proteinbiosynthese fiihrt [72].
Dies betrifft auch die membranstédndigen Peptide, die somit nicht an die
Zelloberflache gelangen und nicht im Rahmen der Membran-Rezirkulation
der Degradation zum Opfer fallen.

Um den Zugang der Farbe-Antikorper zum Zytosol zu erméglichen, wur-
de der Pflanzengerbstoff Saponin (Fa. Sigma-Aldrich) eingesetzt, der {iber
Interaktion mit den membranbildenden Phospholipiden fiir eine Permeabili-
sierung der Zellmembran sorgt.

Um wéhrend des Farbevorganges eine unspezifische Bindung der Farbe-
Antikorper an die Fc-Rezeptoren einiger PBMC zu verhindern, wurde wah-
rend der Inkubation gepooltes humanes Immunglobulin (Flebogamma, Fa.
Grifols) zugesetzt. Die humanen Immunglobuline treten mit den Farbe-
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Antikérpern in Konkurrenz um die Fe-Bindungsstellen und fiihren, im Uber-
schuss hinzugegeben, zu deren Blockierung.

Bei der Messung einiger Blutproben wurde ein Biotin-gekoppelter Anti-
CD4-Antikorper verwendet. Da Biotin selbst nicht photoaktiv ist, wurde in
einem weiteren Farbeschritt PerCP-gekoppeltes Streptavidin zugesetzt. Die
Bindung zwischen Streptavidin und Biotin zdhlt zu den starksten bekannten
nicht-konvalenten Bindungen, so dass die Kopplungssequenz Antikorper-
Biotin-Streptavidin-PerCP funktionell einem PerCP-gekoppelten Antikorper
entspricht.

Nach Ablauf der 6-stiindigen Antigenstimulation wurden die in 200 pul
RPMI-Medium gel6sten PMBC in 96-Loch-Rundbodenplatten bei 400 x g
und 4°C herunterzentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden
die Zellen zur Permeabilisierung und zur Blockierung des Fc-Rezeptors
in 80 ul 0,5%-igem Saponin-Puffer mit 5 mg/ml Flebogamma (Fa. Grifols)
aufgenommen und 15 Minuten bei 4°C inkubiert.

Dann erfolgte die Zugabe der Farbe-Antikorper in PBS/BSA/Azid, in der
Weise, dass bei 100 ul Gesamtvolumen die oben genannten Endkonzentra-
tionen erreicht wurden (siehe Tab. 2.5). Nach 15-miniitiger Inkubation in
Dunkelheit und bei 4°C wurden die PBMC mit 100 pl Saponin-Puffer gewa-
schen. Fiir den Fall, dass ein Biotin-gekoppelter Antikdrper verwandt wurde,
erfolgte nach dem Herunterzentrifugieren eine weitere 15-miniitige Inku-
bation mit Streptavidin-PerCP. Zum Abschluss wurden die gefdrbten PBMC
einmalig mit PBS/BSA/Azid gewaschen und in 200 ul PBS/BSA/Azid fiir die
Messung aufgenommen. Die Lagerung der Proben bis zur durchflusszytome-
trischen Analyse erfolgte auf Eis unter Lichtabschluss.

Extrazellulidre Farbung lebender Zellen

Zur Depletions-Kontrolle wurden lebende PBMC vor und nach der Depletion
auf die Oberflachen-Expression von CD25 hin untersucht (siehe Kap. 2.5.3).
Die Zellproben in 500 ul PBS/BSA wurden in Polypropylen-Reaktionsgefa3en
bei 400 x g und 4°C 8 Minuten herunterzentrifugiert und in einem End-
volumen von 200 ul in PBS/BSA gefarbt. Die Inkubation mit Flebogamma
und den Farbeantikorpern in den oben angegebenen Endkonzentrationen
(siehe Tab. 2.5) erfolgte iiber 15 Minuten bei 4°C und in Dunkelheit. Nach

33



einmaligem Waschen mit PBS/BSA wurden die Zellen in 200 ul PBS/BSA
aufgenommen.

Durch Zugabe von Propidiumjodid (PJ) in einer Verdiinnung von 1:100
kurz vor der durchflusszytometrischen Messung wurden tote Zellen von der
Analyse ausgeschlossen. Die Proben wurden bis zur Messung dunkel und auf
Eis gelagert.

2.8.4 Messung und Kompensation

Wie weiter oben bereits erwihnt, macht die Uberschneidung der Emissions-
spektren der verschiedenen Fluorochrome (siehe Abb. 2.2) und die daraus
resultierende Interferenz der Messkanile eine Kompensation notig. Hier-
zu wurden je Farbeschema ein ungefarbter Ansatz sowie Einzelfarbungen
mit jeweils einem Einzel-Fluorochrom hergestellt. Diese ermoglichen die
interferenzfreie Eichung des FACS-Gerétes.

Flir die Messung wurden die Proben in FACS-Rohrchen (Fa. BD Bioscience)
iiberfiihrt und iiber den Ansaugkanal des FACS-Gerétes der optischen Analyse
zugefiihrt. Je Ansatz wurden im Mittel 250.000 PBMC aufgenommen, davon
50.000 Ty-Zellen.

2.8.5 Analyse und Gating

Die durchflusszytometrischen Daten wurden mit der >Cellquest Research
Software« (Fa. Becton-Dickinson) aufgenommen und gespeichert. Die wei-
tere Auswertung erfolgte mit dem Programm >Flowjo 7.2.5¢< (Fa. Tree Star).
Die Daten wurden dazu in zweidimensionalen Koordinatensystemen als sog.
>DotPlots« dargestellt. Jeder Datenpunkt représentiert eine einzelne Zelle mit
ihrer jeweiligen Fluoreszens-Intensitit fiir die auf den Achsen abgetragenen
Farbe-Antikorper. Die Achsskalierung fiir FSC und SSC erfolgt linear, jene
fiir Fluorochrom-Emission logarithmisch. In mehrfarbigen DotPlots ist die
Zelldichte im Koordinatensystem durch eine Fehlfarbenkodierung wiederge-
geben.

Die sequenzielle Einschrankung der Analyse auf bestimmte PBMC-Subpo-
pulationen wird als >Gating« bezeichnet. Die Abbildung 2.3 zeigt die in dieser
Arbeit verwendete Selektion der CD31CD4%-Ty-Zellen. Zunichst wurde ein
grof3ziigiges Gate um die PBMC gelegt, um auch durch Aktivierung hyper-
plastische T-Zellen nicht von der Analyse auszuschlief3en. Der Sequenz weiter
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Abbildung 2.3: Gating. Sequenzielle Einschrdnkung der Analyse auf die Ty-Zell-
Subpopulation. Links oben) ScatterPlot mit Gate auf PBMC. Rechts oben) Ubertrag
der PBMC aus dem vorangegangenen DotPlot mit Gate auf CD3*-Zellen. Links unten)
CD3%-Zellen mit Gate auf CD4%-Zellen. Rechts unten) CD3"CD4"-Ty-Zellen mit
Anteil CD40L™ -Zellen.

folgend wurde im Anschluss auf die CD3"-Zellen und dann auf die CD4"-
Zellen gegated. Die somit ausgewidhlten CD3 " CD4*-Ty-Zellen wurden auf
die CD40L-Expression untersucht werden. Die Prozentzahl in den DotPlots
gibt jeweils den Anteil der im Gate befindlichen Zellen an.
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2.9 Bestimmung des Antikorperstatus

Der Nachweis der Auto-Antikorper gegen SmD1 und Nukleosomen sowie von
Anti-CMV-1gG und Anti-CMV-IgM erfolgte mittels eines ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). Hierzu wird das nachzuweisende Antigen am Boden
eines ReaktionsgefdRes immobilisiert und mit verdiinntem Patientenserum
tiberschichtet. Sind Antigen-spezifische Antikorper im Serum vorhanden,
binden diese an das Antigen; die iibrigen Antikorper werden durch mehrma-
liges Waschen entfernt. Durch Zugabe eines Enzym-gekoppelten Antikorpers,
der gegen das Fc-Fragment von humanem IgG/IgM gerichtet ist, konnen
nun die spezifisch gebundenen Patientenantikorper markiert und im Zuge
einer durch das Enzym katalysierten Farbreaktion quantitativ bestimmt wer-
den. Die photometrische Messung des umgesetzten Farbstoffes ist dabei der
Antikorperkonzentration im Patientenserum proportional.

Die Bestimmung der Anti-CMV-Antikorper wurde freundlicherweise durch
das Virologische Institut der Charité (Leitung Virusdiagnostik: Herr PD Dr.
Jorg Hofmann) vorgenommen. Verwendung fand ein kommerzieller ELISA-
Test (Fa. Medac-Diagnostika).

Die Bestimmung der Autoantikorper gegen SmD1 und Nukleosomen
erfolgte freundlicherweise durch das Rheumatologisch-immunologische La-
bor der Charité (Leitung: Herr Dr. Dr. Karl Egerer). Es wurden ebenfalls
kommerzielle ELISA-Kits (Fa. Imtec) verwandt.

2.10 Bestimmung der Krankheitsaktivitat

Die Bestimmung der Krankheitsaktivitit erfolgte nach dem standardisierten
SLEDAI-Score (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index) [17].
Grundlage ist die Vergabe von gewichteten Punktwerten fiir das Vorliegen
aktivititsassoziierter Symptome und pathologischer Laborparameter zum
Zeitpunkt des Arztbesuches oder innerhalb der vergangenen 10 Tage. Fiir
die Erfiillung eines Kriteriums werden je nach betreffendem Organsystem
folgende Punktwerte vergeben: jeweils 8 Punkte fiir ZNS und Gefal3sys-
tem, je 4 Punkte fiir renales und muskuloskeletales System, je 2 Punkte fiir
Haut-/Schleimhaut- und immunologisches System sowie je 1 Punkt fiir den
konstitutionellen und hdmatologischen Status.
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Der SLEDAI errechnet sich als Summe der vergebenen Punktwerte. Mini-
mal konnen 0, maximal 105 Punkte erreicht werden, wobei Werte iiber 45
im klinischen Alltag praktisch nicht vorkommen. Werte zwischen 1 und 10
entsprechen leichter bzw. méafiger Aktivitdt. SLEDAI-Werte > 10 entsprechen
starkerer Krankheitsaktivitat. Ein dauerhaft erhéhter SLEDAI ist mit erhohter
Letalitat assoziiert [73].

2.11 Statistische Auswertung

Die durchflusszytometrischen Daten wurden gemeinsam mit klinischen und
paraklinischen Patientendaten in einer Datenbank gespeichert und je nach
Bedarf fiir statistische Erhebungen ausgelesen. Fiir die Rechnung statistischer
Testverfahren wurde das Programm >SPSS« (Statistical Package for the Social
Sciences) in der Version 17.0 fiir Mac OS X (Fa. SPSS) verwandt.

Fiir die Testung auf Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurde bei nicht
gegebener Normalverteilung der Wilcoxon-Test angewandt. Zur Uberpriifung
statistischer Zusammenhéange zweier Merkmale (Covarianz-Testung) kamen
je nach Datentyp der getesteten Variablen unterschiedliche Verfahren zur
Anwendung. Auf lineare Zusammenhinge kontinuierlicher Variablen wurde
nach Pearson getestet. Die Korrelation kontinuierlicher Daten mit kategoriel-
len Daten erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test oder dem Kruskal-Wallis-
Test. Kategorielle Variablen wurden untereinander mit dem Chi-Quadrat-Test
nach Pearson oder dem Fisher-Exakt-Test analysiert.

Dem Autor ist bewusst, dass die >statistische Teststédrke« (sog. sPower«)
der angewandten Methoden in einzelnen Testungen aufgrund der geringen
Fallzahl begrenzt ist. Eine kritische Bewertung der Aussagekraft der ange-
wandten Testverfahren findet sich im jeweiligen Kapitel ihrer Verwendung.
Das Signifikanzniveau « wurde bei 5% angenommen, so dass p-Werte <
0,05 als signifikant zu werten sind.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Etablierung der Methode

Aufgrund der zu erwartenden sehr niedrigen Frequenzen der Autoantigen-
spezifischen Ty-Zellen wurde besonderer Wert auf ein moglichst sensitives
und reliables Messverfahren gelegt.

Zur Erhéhung der Reliabilitdat der Messungen wurden bei der {iberwie-
genden Mehrzahl der Proben 3 Ansétze je Stimulations-Antigen (Triplikate)
mitgefiihrt und der Mittelwert errechnet. Die iiber alle Triplikate gemittel-
te relative Standardabweichung (Variationskoeffizient) betrdgt 0,25. Dies
entspricht einer Standardabweichung von 25 % des jeweiligen Mittelwertes.

Je Ansatz wurden 250.000 PBMC und davon 50.000 Ty-Zellen aufge-
nommen, um auch sehr niedrige Zell-Frequenzen zuverlissig erfassen zu

konnen.

3.1.1 Positivitatskriterien

Das CD40L-Gate wurde so eingestellt, dass sich fiir die unstimulierte Negativ-
kontrolle (UNST) eine Hintergrund-Frequenz von 0,05 % CD40L*-Ty-Zellen
ergibt. Um die Stimulation mit einem Antigen als positiv zu bewerten, ist
demnach ein Uberschreiten dieser Hintergrundaktivitit notig. Einige Proben,
die diese Voraussetzung erfiillen, unterscheiden sich im optischen Aspekt
ihrer CD40L-Antwort dennoch deutlich von den Positivkontrollen. Es ist zu
beobachten, dass die Negativpopulation in das Gate hineinstrahlt, ohne dass
eine klare Positivpopulation abgrenzbar ist.
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Abbildung 3.1: Bewertung der CD40L*-Population. Dargestellt ist Patient SLE#10.
Linke Spalte) Die Stimulationen mit dem randomisierten Peptid (RND) und dem
SmD1g3.119-Peptid (SMD) zeigen keine saubere Positivpopulation (Symbol: O), obwohl
RND den Grengwertes von 0,07 % iiberschreitet. Rechte Spalte) Klar abgrenzbare
Positivpopulationen der Tetanus- und CMV-Stimulationen (Symbol: ©).

Um diesem Umstand in der statistischen Auswertung Rechnung zu tra-
gen, wurde die Positiv-Bewertung einer Stimulation an die Erfiillung zweier
Kriterien gekniipft: Kriterium 1) CD40L-Expression > 0,07 %. Der gewéhlte
Grenzwert von 0,07 % liegt 0,02 % entsprechend 1.000 CD40L"*-Ty-Zellen
oberhalb des Kontrollniveaus. Kriterium 2) Deutlich erkennbare Positivpopu-
lation im DotPlot. Zur Illustration dieser Vorgehensweise zeigt die Abbildung
3.1 beispielhaft die Bewertung der Populationen von SLE#10.
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3.1.2 Mitgefiihrte Kontrollen

Zur Kontrolle der verwendeten Messmethode wurden je Probe mindes-
tens eine Positiv- und eine Negativkontrolle mitgefiihrt. Als obligatorische
Kontrollen dienten unstimulierte Proben (UNST) sowie das Superantigen
Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB). Zur weiteren Uberpriifung einer zuver-
lassigen Erfassung von aktivierten Ty-Zellen wurden die infekt-assoziierten
Antigene Cytomegalievirus-Peptid pp65 (CMV) und Tetanus-Toxoid (TET)
verwendet. Die Abbildungen 3.2 und 3.3 zeigen eine Probenauswahl.

SLE#7 UNST SLE#101 UNST SLE#107 UNST
4 4 4
10 10 10
) 04T % 0,0553 % 00514 %
S 3 3
8 103 1071 10
A
10?1
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1021
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SLE#5 CMV SLE#14 CMV SLE#108 CMV
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9,1945 % 0,1212 % 0,2285 %
10°
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101 |
®
10 10*
» CD3

Abbildung 3.2: Kontrollstimulationen 1. Dargestellt ist eine Probenauswahl. Pro-
gentzahlen begzeichnen den Anteil der CD40L* -Ty-Zellen.
@ Positivpopulation vorhanden. O Keine Positivpopulation vorhanden.
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Unstimulierte Proben (UNST)

Zur Ermittlung der Hintergrundaktivierung der Ty-Zellen wurden die Ansétze
der Negativkontrolle ohne Zusatz eines Antigens fiir 6 Stunden inkubiert. Das
CD40L-Gate wurde auf einen Wert von 0,05 % CD40L*-Ty-Zellen eingestellt
und auf alle {ibrigen Ansitze iibertragen. Dies ermoglichte eine optimale
Trennung der Positiv- und Negativpopulation in Bezug auf Sensitivitat und
Spezifitat.

Im Median ergibt sich fiir die unstimulierten Proben eine CD40L-
Expression von 0,0428 %. Der Mittelwert betragt 0,0429 %, die Standardab-
weichung 0,0062 % (entsprechend 14,5 % vom Mittelwert). Alle nachfolgend
beschriebenen Stimulationsergebnisse wurden zur Negativkontrolle in Bezug
gesetzt.

Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB)

Als standardmaéf3ige Positivkontrolle wurde Staphylokokken-Enterotoxin B
(SEB) verwandt, welches als Superantigen iiber eine Quervernetzung von
MHC-II-Rezeptor und T-Zell-Rezeptor (TCR) eine direkte antigenunabhingige
T-Zell-Aktivierung bewirkt. Diese Aktivierung ist auf Ty-Zellen beschrankt,
deren TCR eine V-Kette vom Typ 3, 12 oder 17 aufweist [74].

Die Stimulation mit SEB wurde mit einer starken medianen CD40L-
Expression von 8,5991 % beantwortet, die deutlich (4 8,5563 %) oberhalb
des unstimulierten Hintergrundniveaus liegt (p<0,001).

Cytomegalievirus-Peptid pp65 (CMV)

Das in Cytomegalievirus-infizierten Zellen exprimierte Protein pp65 konnte
als Trager eines der Haupt-Ty-Zell-Epitope des Virus identifiziert werden [75].
Es findet breite Anwendung bei der CMV-spezifischen in vitro-Stimulation.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine mediane CD40L-Expression
von 0,1109 %, die mit einer Differenz von + 0,0681 % signifikant oberhalb
jener der Negativkontrollen liegt (p<0,001). Anhand der o.g. Positivitats-
kriterien (siehe Kap. 3.1.1) lasst sich bei 22 von 34 Proben (64,7 %) eine
positive CD40L-Antwort feststellen.
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Abbildung 3.3: Kontrollstimulationen 2. Dargestellt ist eine Probenauswahl. Pro-
gentzahlen bezeichnen den Anteil der CD40L " -Ty-Zellen.
@® Positivpopulation vorhanden. O Keine Positivpopulation vorhanden.

Tetanus-Toxoid (TET)

Das in Impfstoffen verwendete Tetanus-Toxoidgsg stellt als Trager des do-
minanten Ty-Zell-Epitops ein klassisches Recall-Antigen dar. Durch in vitro-
Stimulation von PBMC lésst sich eine Tetanus-spezifische Ty-Zell-Antwort
initiieren, die sich durch eine Auffrischungsimpfung noch wirksam steigern
lasst [76, 771].

Die Stimulation mit TET fiihrte zu einer medianen CD40L-Expression von
0,0626 %. Die Differenz zur Negativkontrolle von + 0,0198 % ist signifikant
(p<0,001). 8 von 25 Proben (32 %) wurden als positiv im Sinne von Kap.
3.1.1 gewertet.

Randomisiertes Peptid (RND)

Als zusétzliche Kontrolle fiir die Stimulation mit dem SmD1g3.119-Peptid
(SMD) wurde das randomisierte RND-Peptid mitgefiihrt. Es besitzt die glei-
che Lange und beinhaltet die gleichen Aminosduren wie SMD - allerdings
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in zufélliger Reihenfolge. Anhand der RND-Antwort l&sst sich iiberpriifen,
ob die positive SMD-Antwort eines Patienten tatsidchlich auf eine Epitop-
spezifische Aktivierung zuriickgeht oder ob ein Peptid gleicher Lange und
Zusammensetzung ebenfalls eine — dann als unspezifisch zu wertende —
Reaktion hervorruft.

Im Median erbrachte die Stimulation mit RND eine CD40L-Expression
von 0,0354 %. Ein Unterschied zu den unstimulierten Negativkontrollen war
nicht feststellbar (p=0,629). 5 von 30 Proben (16,7 %) zeigen eine CD40L-
Expression oberhalb 0,07 % (Kriterium 1), jedoch keine Positivpopulation
(vgl. Kap. 3.1.1 und Abb. 3.1). Somit wurde keine Probe als positiv bewertet.

43



3.1.3 Probenausschluss

Im Rahmen der Laborarbeit wurde es notig, einzelne Proben aus unterschied-
lichen Griinden von der weiteren Auswertung auszuschliel3en:

SLE#6: Fehlerhafte Farbung mit Anti-CD4-PE und Anti-CD40L-PE.

SLE#28: Positiver Anti-HCV-Titer. Um einer Kontamination der offenen
Messanlagen innerhalb des DRFZ vorzubeugen, wurde auf die Analyse
verzichtet. Im Sinne der Laborsicherheit wurde die Probe verworfen.

SLE#103 und SLE#104: 24-stlindige Lagerung der PBMC bei 4°C nach der
CD25-Depletion. Fiir die Stimulation am Folgetag wurde ein RPMI-Medium
mit dem Zusatz von BSA und fetalem Kélberserum (FCS) verwendet. In
der Folge ergab sich eine unspezifische Aktivierung der Ty-Zellen in den
unstimulierten Kontrollansitzen (siehe Abb. 3.4). Als Konsequenz wurde auf
die Verwendung von FCS verzichtet. Alle tibrigen Proben wurden innerhalb

eines Tages verarbeitet.

SLE#111: Versehentliche 2-stiindige Lagerung des heparinisierten Vollbluts
bei 4°C direkt nach der Abnahme. Wegen der Aggregation der Blutzellen
unter Kithlung standen diese nicht mehr fiir eine Isolierung der PBMC mittels

Dichtegradientenzentrifugation zur Verfiigung.
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Abbildung 3.4: Artifizielle Ty-Aktivierung. SLE#103 und SLE#104 zeigen durch
den Medienzusatz FCS und 24-stiindige Lagerung bei 4°C eine artifizielle Ty-Aktivierung
in den unstimulierten Ansdtzen (UNST). Zum Vergleich der saubere unstimulierte
Kontrollansatz von SLE#105.
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3.2 Charakterisierung des Patientenkollektivs

Insgesamt wurden 46 Blutproben fiir die Studie akquiriert. Davon mussten 5
nachtréglich von der Auswertung ausgeschlossen werden (siehe Kap. 3.1.3).
Die verbleibenden 41 Proben beinhalten 3 Verlaufsbestimmungen an bereits
zuvor eingeschlossenen Patienten, so dass insgesamt 38 Patienten untersucht
wurden.

Die Tabelle 3.1 zeigt eine ndhere Charakterisierung des Patientenkollek-
tivs. War von einem Patienten eine Verlaufsbestimmung vorhanden, wurde
jene Probe zum Zeitpunkt der hoheren Krankheitsaktivitat beriicksichtigt.

SLE-Patienten n =38
Geschlecht weiblich 32 (84,2%)
mannlich 6 (15,8%)
Alter in Jahren Mittelwert 42 (23-76)
behandelnde Einrichtung Bettenstation 13 (34,2%)
Poliklinik 25  (65,8%)
Krankheitsaktivitit SLEDAI Mittelwert 5 (0-20)
Krankheitsdauer in Jahren  Mittelwert 11  (0-26)
Organbeteiligung Niere 15 (39,5%)
Lunge 8 (21,1%)
ZNS 8 (21,1%)
Herz 3 (79%)
Antikorperstatus Anti-SmD1 6 (16,2%)
(n=37) Anti-Nukleosomen 25 (67,6%)
Anti-CMV-1gG 24 (64,9%)
Anti-CMV-IgM 7  (18,9%)
Medikation (teilweise keine Immunsuppressiva 1 (2,6%)
Mehrfachmedikation) Glukokortikoide 36 (94,7 %)
Hydroxychloroquin 14 (36,8%)
Mycophenolat Mofetil 11  (28,9%)
Azathioprin 11 (28,9%)
Cyclophosphamid 5 (13,2%)
Ciclosporin A 1 (2,6W)
Methotrexat 1 (2,6%)
Leflunomid 1 (2,6%)

Tabelle 3.1: Charakterisierung des Patientenkollektivs.
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3.3 Autoaggressive Ty-Antwort

Zur Erfassung einer SLE-Autoantigen-spezifischen Ty-Zell-Aktivierung wurde
eine Stimulation mit dem SmD1g3.119-Peptid (SMD) und zwei unterschiedli-
chen Nukleosomen-Aufbereitungen durchgefiihrt.

3.3.1 SmD183_119-Peptid (SMD)

SLE#3 UNST SLE#110 UNST SLE#101 UNST
104 104 104
3
JF 0,0429 % 0,0403 %
3 3] 3
8 10 0,0339 % 10 10
A
10° 1021 10%1
10" 10" 10"
@] @]
10 10® 10 10! 10> 10*
SLE#3 SMD SLE#110 SMD SLE#101 SMD
4 4 4
10 10 10
0,2035 % 0,1444 %
103’ 2,6515 % 103’ 103’
10% 102 10%1
10" 10" 10"
® ® O
10° 10* 10°  10* 10*
» CD3

Abbildung 3.5: Ergebnis der Stimulation mit dem SmD1g3.1;9-Peptid.
Dargestellt ist eine Probenauswahl. Jeweilige Negativkontrolle (UNST) zum Vergleich.
Prozentzahlen bezeichnen den Anteil der CD40L* -Ty-Zellen.

@ Positivpopulation vorhanden. O Keine Positivpopulation vorhanden.

Die Stimulation mit SMD fiihrte zu einer medianen CD40L-Antwort von
0,0372 %. Dies liegt knapp unterhalb der der unstimulierten Negativkontrol-
len (-0,0056 %), zu denen kein signifikanter Unterschied besteht (p=0,600).

4 von 41 SMD-Proben (9,8 %) zeigen eine CD40L-Expression oberhalb
von 0,07 %, wobei die Bewertung der Positivpopulationen sich schwierig
gestaltet. Die positiven Zellen im DotPlot imponieren eher als Schweif der
CD40L-Zellen, denn als eigenstédndige Population. Bei 2 Proben (4,9 %)
wurde die Antwort dennoch aufgrund ihres klaren morphologischen Unter-
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schiedes zu den unstimulierten Ansétzen als positiv gewertet. Die Abbildung
3.5 zeigt die positiv gewerteten Proben SLE#3 und SLE#110, sowie die
negativ gewertete Probe SLE#101.

3.3.2 Nukleosomen (NUC)

In der vorliegenden Arbeit kamen zwei verschiedene Nukleosomen-
Aufbereitungen fiir die Stimulationsansidtze zur Anwendung. Die aus
Hithnerembryonen extrahierten chicken-Nukleosomen (cNUC) wurden von
Bruns et al. erstmals zur T-Zell-Stimulation bei SLE-Patienten verwandt [69].

Die humanen Nukleosomen (hNUC) wurden mittels eines von Morales
et al. beschriebenen Extraktionsverfahrens aus humanen immortalisierten

Cervix-Carcinom-Zellen (HeLa-Zellen) gewonnen [70].

SLE#13 UNST SLE#16 UNST SLE#22 UNST
4 4 4
10 10 10
2 0,0310 % 0,0257 % 0,0352 %
85 10 10%4 103
A
10?1
10"
10! 10!
SLE#13 cNUC SLE#16 cNUC SLE#22 cNUC
10* 10* 10
01216 % 01723 % 0,0896 %
10%7 104
10%1
10"
®
10! 10! 10*
» CD3

Abbildung 3.6: Ergebnis der Stimulation mit chicken-Nukleosomen (cNUC).
Dargestellt ist eine Probenauswahl. Jeweilige Negativkontrolle (UNST) zum Vergleich.
Progzentzahlen bezeichnen den Anteil der CD40L* -Ty-Zellen.

® Positivpopulation vorhanden. O Keine Positivpopulation vorhanden.

47



chicken-Nukleosomen (¢cNUC)

Die Stimulation der PBMC mit cNUC wurde mit einer medianen CD40L-
Expression von 0,0561 % beantwortet. Dies liegt mit + 0,0133 % signifikant
oberhalb der Negativkontrollen (p=0,036).

6 von 19 Proben (31,6 %) wurden als positiv i. S. von Kapitel 3.1.1 bewer-
tet. Im Vergleich mit den SMD-Antworten erscheinen die Positivpopulationen
nach ¢cNUC-Stimulation klarer abgrenzbar (vgl. Abb. 3.5 und 3.6).

Humane Nukleosomen (hNUC)

Mit 0,0178% liegt die CD40L-Expression bei Stimulation mit hNUC im
Vergleich zur Negativkontrolle deutlich niedriger (- 0,0250 %). Diese vermin-
derte Antwort gegeniiber UNST ist mit einem p-Wert von 0,012 signifikant.

Keine der 8 Proben zeigte eine CD40L-Expression > 0,07 % oder eine
Positivpopulation. Die Abbildung 3.7 zeigt eine Gegeniiberstellung von UNST
und hNUC ausgewahlter Proben.

SLE#106 UNST . SLE#107 UNST SLE#108 UNST
4 10 10 10*
o 0,0481 % 0,0510 % 0,0556 %
= 3 3
8 103 1071 10
A
10?1 10
10" 10"
@)
10> 10*
SLE#106 hNUC SLE#107 hNUC SLE#108 hNUC
104 104 104
0,0177 % 0,0189 % 0,0088 %
10° 10°4 10°
10?1 1074
10" 10'
@) @)
10> 10* 10> 10*
> CD3

Abbildung 3.7: Ergebnis der Stimulation mit humanen Nukleosomen (hNUC).
Dargestellt ist eine Probenauswahl. Jeweilige Negativkontrolle (UNST) zum Vergleich.
Prozentzahlen bezeichnen den Anteil der CD40L ™ -Ty-Zellen.

@ Positivpopulation vorhanden. O Keine Positivpopulation vorhanden.
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3.3.3 Ergebnisiibersicht

Die Tabelle 3.2 gibt einen Uberblick iiber die CD40L-Expression der Ty-
Zellen nach 6-stiindiger Stimulation mit den aufgefiihrten Antigenen. Die
unterschiedliche Probenanzahl (n) je Antigen ergibt sich daraus, dass zur Si-
cherstellung der Stimulations-Zelldichte von 1-2 x 10%/ml bei einigen Proben
auf die Stimulation mit einzelnen Antigenen verzichtet werden musste. Die
unstimulierte Negativkontrolle (UNST), das Superantigen Staphylokokken
Enterotoxin B (SEB) und das SmD1g3.119-Peptid (SMD) wurden bei allen 41
Proben mitgefiihrt.

Eine gegeniiber den Negativkontrollen signifikant erhohte CD40L-
Expression ergibt sich fiir die Stimulation mit SEB, dem Cytomegalievirus-
pp65-Peptidmix (CMV), dem Tetanus-Toxoid (TET) und den Hiihner-
Nukleosomen (cNUC). Die Stimulation mit humanen Nukleosomen (hNUC)
fiihrte interessanterweise zu einer signifikant verringerten CD40L-Antwort
(p=0,012).

Kein Unterschied zu den unstimulierten Proben lief3 sich fiir das
SmD1g3.119-Peptid (SMD) (p=0,600) und das randomisierte Peptid (RND)
(p=0,629) nachweisen.

Antigen (n) CD40L- AUNST: p-Wert
Expressiont

UNST (41) 0,0428 % — —
SEB (41) 8,5991 % + 8,5563 % <0,001*
CMV (34) 0,1109 % + 0,0681 % <0,001*
TET (25) 0,0626 % + 0,0198 % <0,001*
cNUC (19) 0,0561 % + 0,0133% 0,036*
hNUC (8) 0,0178 % - 0,0250% 0,012*
SMD (41) 0,0372% - 0,0056 % 0,600
RND (30) 0,0354 % - 0,0074% 0,629

Tabelle 3.2: CD40L-Expression der Ty-Zellen nach Antigenstimulation.
1 Median der CD40L-Expression nach Antigenstimulation.

1 Differenz zur unstimulierten Negativkontrolle.

* Signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle (Wilcoxon-Test).

Eine grafische Ubersicht aller gemessenen Proben als Streudiagramm
bietet die Abbildung 3.8. Das Uberschreiten des Grenzwertes 0,07 % lasst
sich an der Punktlage ober- bzw. unterhalb der gestrichelten Linie erkennen.
Markierte Punkte symbolisieren das Vorhandensein einer Positivpopulation.
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Abbildung 3.8: CD40L-Expression der Ty-Zellen nach Antigenstimulation.
Dargestellt ist der progentuale Anteil der CD40L™ -Ty-Zellen nach Stimulation mit den
aufgefiihrten Antigenen. Horizontale durchgezogene Linien bezeichnen den Median. Die
horizontale gepunktete Linie bezeichnet den Grenzwert bei 0,07 % (Kriterium 1).

@ Positivpopulation vorhanden (Kriterium 2).

* Signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle (Wilcoxon-Test).
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Durch die Anwendung der oben erlduterten Positivitatskriterien (siehe
Kap. 3.1.1) ergeben sich fiir die verwendeten Antigene die in Tabelle 3.3

dargestellten Frequenzen.

Antigen

Krit.11

Krit.2 ©

Krit. 1+ Krit.2]

UNST

0/41 (. 0,0%)

0/41 (. 0,0%)

0/41 (. 0,0%)

SEB

41/41 (100,0 %)

41/41 (100,0 %)

41/41 (100,0 %)

CMV

25/34 ( 73,5%)

25/34 ( 73,5%)

22/34 ( 64,7 %)

TET

8/25 ( 32,0%)

14/25 ( 56,0 %)

8/25 ( 32,0%)

cNUC

7/19 ( 36,8 %)

8/19 ( 42,1%)

6/19 ( 31,6%)

hNUC

0/8 ( 0,0%)

0/8 ( 0,0%)

0/8 ( 0,0%)

SMD

4/41 ( 9,8%)

4/41 ( 9,8%)

2/41 (. 4,9%)

RND

5/30 ( 16,7 %)

0730 (' 0,0%)

0730 (. 0,0%)

Tabelle 3.3: Kriterien und Frequenzen der CD40L-Positivitdt. Dargestellt ist die

Erfiillung der Kriterien in absoluten Zahlen und als prozentualer Anteil.
1 Kriterium 1: CD40L-Expression > 0,07 %.

@ Kriterium 2: Vorhandene Positivpopulation.
1 Logische UND-Verkniipfung beider Kriterien.
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3.3.4 Verlaufsbestimmungen

Bei 3 Patienten wurde eine Verlaufsbestimmung durchgefiihrt. Die Abnahme
der Blutprobe erfolgte zu zwei Zeitpunkten unterschiedlicher Krankheitsakti-
vitdt, mit dem Ziel, die intraindividuelle Dynamik der Parameter einschitzen

zu koénnen. Die Tabelle 3.4 zeigt eine Ubersicht.

Patient Zeitpunkt 1  Zeitpunkt 2
SLE#5 SLEDAI 8 11

SLE#5 Anti-SmD1 [U/ml] 12 12

SLE#5  Anti-Nukleosomen [U/ml] 43 60

SLE#5 SEB-Antwortf 7,8762 % 2,7910%
SLE#5  SMD-Antwortf 0,0158 % 0,0452 %
SLE#17 SLEDAI 0 6

SLE#17 Anti-SmD1 [U/ml] 10 11
SLE#17 Anti-Nukleosomen [U/ml] 113 183
SLE#17 SEB-Antworty 26,8976 % 10,6666 %
SLE#17 SMD-Antwortf 0,0269 % 0,0210%
SLE#18 SLEDAI 6 10
SLE#18 Anti-SmD1 [U/ml] 7 70
SLE#18 Anti-Nukleosomen [U/ml] 8 200
SLE#18 SEB-Antwortf 6,1204 % 7,1947 %
SLE#18 SMD-Antwortf 0,0944 % 0,0287 %

Tabelle 3.4: Verlaufsbestimmungen
1 Bezeichnet Anteil der CD40L™* -Ty-Zellen nach Antigenstimulation.

Bei den Patienten SLE#5 und SLE#17 zeigt sich eine deutliche Abnah-
me der SEB-Antwort bei erhohter Krankheitsaktivitdt, bei SLE#18 steigt
sie hingegen leicht an. Die SMD-Antwort steigt bei SLE#5 mit steigendem
SLEDAI, bei SLE#17 und SLE#18 nimmt sie hingegen einmal leicht, einmal
deutlich ab. Die Auto-Antikorper-Titer korrelieren besser mit der Krankheits-
aktivitat, wobei der Anti-Nukleosomen-Antikorper-Titer den SLEDAI besser
widerspiegelt als der Anti-SmD1-Titer.
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3.4 Einfluss der regulatorischen T-Zellen

Zur Kontrolle des moglichen Einflusses der CD25" -Treg-Zellen auf die Ty-Zell-
Aktivierung wurden insgesamt 11 Proben auf zwei separate Arme aufgeteilt
und in diesen weiterverarbeitet. In einem Arm fand die Depletion der CD25™ -
Zellen statt, im anderen blieben die PBMC ohne Modifikation.

Die Tabelle 3.5 und die Abbildung 3.9 zeigen eine Gegeniiberstellung der
antigenspezifischen CD40L-Expression ohne und nach stattgehabter CD25-
Depletion. Fiir die Stimulation mit UNST und hNUC ergibt sich nur ein
geringer, nicht signifikanter Unterschied zwischen den beiden Armen. Fiir
die Positivkontrolle mit SEB liel3 sich hingegen eine signifikante 23,1 %-ige
Reduktion der CD40L-Expression durch die CD25-Depletion nachweisen
(p=0,016).

Die stirkste relative Anderung zeigte sich bei den SMD-stimulierten
Ansitzen. Durch die CD25-Depletion lie3 sich die CD40L-Expression um
46,6 % steigern (p=0,050). Die SMD-Expression oberhalb des Kontrollni-
veaus lie3 sich von 0,0090 % auf 0,0336 % um 370 % steigern.

Fiir die CMV-Antwort zeigte sich ebenfalls eine, wenn auch geringer
ausgepragte Steigerung der CD40L-Antwort um 24,9 % durch die CD25-
Depletion. Dieser Effekt war jedoch bei der kleinen getesteten Probenzahl
(n=3) nicht signifikant (p=0,593).

CD25- Antigen (n) CD40L- AUNSTZ p-Wert
Depletion Expressionf

ohne UNST (11) 0,0481 % - -
ohne SEB (11) 12,0772 % + 12,0291 % 0,003*
ohne hNUC (8) 0,0178 % - 0,0303% 0,012*
ohne SMD (11) 0,0571 % + 0,0090 % 0,248
ohne CMV (4) 0,0919 % + 0,0438 % 0,068
nach UNST (11) 0,0501 % - -
nach SEB (11) 9,2844 % + 9,2343 % 0,003*
nach hNUC (8) 0,0160 % - 0,0342% 0,018*
nach SMD (11) 0,0837 % + 0,0336% 0,026*
nach CMV (3) 0,1148 % + 0,0647 % 0,109

Tabelle 3.5: Einfluss der CD25-Depletion.

1 Median der CD40L-Expression der Ty-Zellen nach Antigenstimulation.
1 Differenz zur unstimulierten Negativkontrolle.

* Signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle (Wilcoxon-Test).
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Abbildung 3.9: Einfluss der CD25-Depletion.

(a) Gegeniibergestellt ist die antigenspezifische Aktivierung der Ty-Zellen in Anwesenheit
und nach Depletion der CD25™ -T.q-Zellen. Angegeben ist der Median. Die horizontale
gepunktete Linie bezeichnet das Niveau der unstimulierten Negativkontrollen bei 0,05 %.
(b) Relative Anderung der CD40L-Expression durch CD25-Depletion.

* Signifikanter Unterschied (Wilcoxon-Test).
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3.4.1 Demaskierung der SmD1g3 ;19-Reaktivitit

Vor der Depletion bestand bei den 11 untersuchten Proben kein signifikanter
Unterschied zwischen der SMD-Antwort und den unstimulierten Negativ-
kontrollen (p=0,248). Nach der CD25-Depletion war hingegen eine signi-
fikant oberhalb des Kontrollniveaus liegende SMD-Antwort nachweisbar
(p=0,026) (sieche Abb. 3.10b). Die erreichte Steigerung der SMD-Antwort
um 46,6 % war mit p=0,050 ebenfalls signifikant (siche Abb. 3.9).
Besonders pragnant ist der Effekt der CD25-Depletion bei der Probe
SLE#108. Hier steigt die mittlere SMD-Antwort von 0,0571 % ohne Depletion
auf 0,5159 % nach Depletion an. Dies entspricht einer Steigerung um 900 %.
Der Unterschied ist iiber die jeweils 3 mitgefiihrten Ansitze konsistent.
Die Abbildung 3.10 a zeigt hierzu zwei exemplarische DotPlots. In diesem
Zusammenhang interessant war, dass die Patientin SLE#108 in dieser Gruppe
zudem die hochste Krankheitsaktivitdat mit einem SELDAI von 12 aufwies.
Weiterhin ist festzustellen, dass ohne Depletion 2/11 (18,2 %) Patienten
eine CD40L-Expression > 0,07 % zeigen (Kriterium 1), nach der CD25-
Depletion sind es mit 7/11 (63,6 %) deutlich mehr (siehe Abb. 3.10c¢).

Die in der vorliegenden Arbeit bereits weiter oben angewandte Bewer-
tung der Positivpopulationen gestaltet sich bei den Ergebnissen der CD25-
Depletion schwierig. Wie im Vergleich von demaskierter SMD-Antwort (Abb.
3.10 a) mit der infektidsen CMV-Antwort (Abb. 3.2) ersichtlich, unterscheidet
sich die Morphologie der CD40L" -Populationen deutlich voneinander. Die
CMV-Antwort beinhaltet auch Ty-Zellen mit starker CD40L-Expression
und entspricht vom Aspekt eher einer abgeschwichten Variante der SEB-
Antwort. Die SMD-Antwort ist dagegen durch ein Uberwiegen schwach
CD40L-positiver Zellen gekennzeichnet, die aus der Negativpopulation in
das Gate hineinstrahlen.
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Ohne Depletion Nach CD25-Depletion
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Abbildung 3.10: Demaskierung der SmD1g3.119-Reaktivitdit.

Gegeniibergestellt sind die SmD1g3.119-Stimulationsergebnisse ohne und nach CD25-
Depletion. (a) Exemplarische DotPlots von SLE#108. (b) SMD-Antwort im Vergleich mit
Negativkontrolle (UNST). Durchgezogene Linien bezeichnen den Median. Die gepunktete
Linie bezeichnet den Grenzwert bei 0,07 %. (c) Erfiillung von Kriterium 1.

@ Positivpopulation vorhanden. O Keine Positivpopulation vorhanden.

* Signifikanter Unterschied (Wilcoxon-Test).
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3.4.2 CD137-Expression

Bei 18 Proben wurde zusétzlich die CD137-Expression bestimmt. Das Mole-
kiil CD137 (syn. 4-1BB) gehort in die Familie der TNF-Rezeptoren und es gibt
Hinweise auf eine besondere Bedeutung bei der Aktivierung von natiirlichen
Treg-Zellen [78]. Hier wurde untersucht, ob sich die Teg-Population anhand
der CD137-Expression nach Antigenstimulation identifizieren l4sst. Die Ab-
bildung 3.11 zeigt die CD137-Expression der Ty-Zellen nach Stimulation mit
den angegebenen Antigenen. Zusammenfassend zeigte sich abgesehen von
der SEB-Positivkontrolle (p<0,001) kein signifikanter Unterschied zu den
unstimulierten Kontrollen.
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Abbildung 3.11: CD137-Expression der Ty-Zellen nach Antigenstimulation.
Dargestellt ist der progentuale Anteil der CD137*-Ty-Zellen nach Stimulation mit den
aufgefiithrten Antigenen. Horizontale durchgezogene Linien bezeichnen den Median.

* Signifikanter Unterschied (Wilcoxon-Test).

Auch eine CD25-Depletion wurde bei 8 Proben durchgefiihrt (hier nicht
gezeigt). Es ergab sich keine signifikante Anderung der CD137-Expression.
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3.5 Statistische Zusammenhange

3.5.1 Zeichen der Krankheitsaktivitit

Die Krankheitsaktivitdt gemessen im SLEDAI-Score zeigte einen linearen

Zusammenhang mit der Anzahl der betroffenen Organe (p=0,017; r=0,371),

der taglichen Prednisolon-Dosis (p<0,001; r=0,729), sowie den folgen-
den Autoantikorpertitern: Anti-Nukleosomen-Ak (p=0,003; r=0,452), ANA
(p<0,001; r=0,719) und Anti-dsDNA-Ak (p<0,001; r=0,597). Kein Zu-
sammenhang liel§ sich hingegen fiir den Anti-SmD1-Ak-Titer (p=0,674;

=-0,071) zeigen (siehe Abb. 3.12). Laborchemisch war ein Verbrauch der
Komplementfaktoren C3 (p=0,004; r=-0,496) und C4 (p=0,003; r=-0,512)
als Zeichen erhohter Krankheitsaktivitit festzustellen.
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Abbildung 3.12: Korrelationen von Autoantikoérpertiter und SLEDAL
Dargestellt ist die Priifung auf lineare Zusammenhdnge nach Pearson.
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Im Mann-Whitney-U-Test fand sich eine Korrelation von erhohter Krank-
heitsaktivitdt mit dem Vorhandensein einer neurologischen Organbeteiligung
(p=0,013) und der Erforderlichkeit eines stationdren Aufenthalts (p=0,014).

3.5.2 Stationire versus ambulante Betreuung

Im Mann-Whitney-U-Test waren die stationdr behandelten Patienten im Rang-
mittel jiinger (p=0,023), benotigten eine hohere Prednisolon-Tagesdosis
(p<0,001) und bei ihnen waren mehr Organe betroffen (p=0,043) als bei
den ambulant betreuten Patienten. Weiterhin hatten sie hohere Titer von Anti-
Nukleosmen-Ak (p=0,003), ANA (p<0,001) und Anti-dsDNA-Ak (p<0,001).

Die Abbildung 3.13 gibt einen Uberblick der ambulant und stationir
ermittelten SLEDAI-Werte.
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Abbildung 3.13: SLEDAI-Werte.

Dargestellt ist die Hdufigkeitsverteilung der ermittelten SLEDAI-Werte. Schwarze Punkte
begeichnen stationdre Patienten. A: Median der ambulanten Proben. M: Median aller
Proben. S: Median der stationdren Proben.

3.5.3 Organbeteiligung

Kardiologische Organmanifestationen (n=3) waren assoziiert mit erhéh-
tem Anti-Nukleosomen-Titer (p=0,006) und hoher Prednisolon-Tagesdosis
(p=0,035). Interessanterweise bestand ebenfalls ein Zusammenhang zu ei-
ner schwachen NUC- und SMD-Antwort (p=0,047 und p=0,048). Diese
Korrelationen sind bei der kleinen Fallzahl (n=3) allerdings als grenzwertig
aussagekréftig zu bewerten.

Es ergab sich kein Hinweis auf die Korrelation des Vorliegens einer ne-
phrologischen Beteiligung (n=15) mit den iibrigen erhobenen Daten. Neu-
rologische Organmanifestationen (n=8) waren assoziiert mit einem hohen
SLEDAI (p=0,013) und einer starken CMV-Antwort (p=0,006). Eine Lun-
genbeteiligung (n=8) zeigte eine Assoziation mit erhohten Titern von Anti-
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Nukleosomen-Ak (p=0,016), Anti-SmD1-Ak (p=0,040), ANA (p=0,005)
und Anti-dsDNA-Ak (p=0,010). Die Anzahl der betroffenen Organe zeigte
einen linearen Zusammenhang mit dem SLEDAI (p=0,017; r=0,371), einer
hohen Prednisolon-Tagesdosis (p=0,011; r=0,409) und erhohten Titern von
Anti-Nukleosomen-Ak (p=0,003; r=0,452) und ANA (p<0,001; r=0,597).

3.5.4 CMV-Antwort und CMV-IgG-Status

Bei Auswertung der Vierfeldertafel (Abb. 3.14) mittels Fisher-Exakt-Test zeigt
sich ein signifikanter Zusammenhang von positiver CMV-Antwort i. S. von
Kap. 3.1.1 und einem positiven Anti-CMV-IgG-Titer (p=0,024).
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Abbildung 3.14: CMV-Antwort und CMV-IgG-Status.
Dargestellt ist eine Vierfeldertafel. Die Wahrscheinlichkeit fiir einen Zusammenhang
von CMV-Antwort und CMV-IgG errechnet sich im Fisher-Exakt-Test zu p=0,024.

3.5.5 Autoreaktive Ty-Zellen und Autoantikorperstatus

Fiir die Antworten auf SMD, ¢cNUC und hNUC lief3 sich kein signifikanter
Zusammenhang mit den gemessenen Auto-Antikorper-Titern (ANA, Anti-
dsDNA, Anti-Nukleosomen, Anti-SmD1) zeigen.
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3.5.6 Autoreaktive Ty-Zellen und Krankheitsaktivitat

In der Testung auf lineare Zusammenhinge nach Pearson (n=41) lief3 sich
kein Zusammenhang zwischen dem SLEDAI und der CD40L-Antwort auf
Stimulation mit SMD (p=0,668) und cNUC (p=0,686) nachweisen. Auch
die angelegten Positivitatskriterien konnten im Mann-Whitney-U-Test keinen
Zusammenhang des SLEDAI mit der SMD-Positivitat (p=0,549) oder der
cNUC-Positivitat (p=0,639) zeigen.

Bei den Proben (n=11), bei denen zusatzlich der Einfluss der Tyeg-Zellen mit-
hilfe der CD25-Depletion untersucht wurde, zeigt sich hingegen bereits ohne
Depletion ein signifikanter linearer Zusammenhang der SMD-Antwort mit
der Krankheitsaktivitat (p=0,044; r=0,616). Das ist insofern bemerkenswert,
als dass die gemessenen Werte sich im Bereich der unstimulierten Kontrollen
bewegen. Die SMD-Antwort unterschied sich — wie oben beschrieben — nicht
signifikant von den Negativkontrollen (p=0,248).
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Abbildung 3.15: Korrelation von SMD-Antwort und SLEDAL.

Dargestellt ist die Priifung auf einen linearen Zusammenhang nach Pearson.

Durch die Depletion der CD25%-Tyeg-Zellen lie} sich eine 46,6 %-ige
Steigerung der SMD-Antwort erreichen, die sich damit signifikant vom Kon-
trollniveau abhebt (siehe Abb. 3.10 b). Im Zuge dieser Demaskierung der
autoaggressiven SMD-Antwort durch Eliminierung der Tiee-Zellen, zeigt
sich auch eine deutlich bessere Korrelation von SMD-Antwort und SLEDAI
(p=0,005; r=0,779). So lield sich durch die Depletion die aufgeklarte Vari-
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anz von 37,9 % auf 60,7 % steigern. In der Abbildung 3.15 sind die beiden
Korrelationen in gleichem Mal3stab gegeniibergestellt. Es wird deutlich, dass
sich durch die CD25-Depletion zusétzlich eine etwa um den Faktor 5 stér-
kere Steigung der Geraden ergibt. So wird ohne Depletion die Zunahme
um einen SLEDAI-Punkt mit einer Zunahme der SMD-Antwort um 0,005 %
beantwortet; nach der Depletion ist es eine Zunahme um 0,026 %.

3.5.7 Zeichen der Immunsuppression

Zur Untersuchung der Immunkompetenz aktiver Patienten wurde hier die
SEB-Antwort als Marker fiir die Reaktionsfahigkeit des Immunsystems ver-
wandt und zur Krankheitsaktivitit in Bezug gesetzt. In den Verlaufsbestim-
mungen war bei zwei Patienten eine verminderte SEB-Antwort bei hoherer
Krankheitsaktivitat auffallig gewesen (vgl. Kap. 3.3.4).

g 201 o . L
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n p=0,097 p=0,011*

A o r =-0,263 r =-0,395

CD40L*-T,,-Zellen [%)]
SEB-Antwort

Abbildung 3.16: Korrelation von SEB-Antwort und SLEDAI.
Dargestellt ist die Priifung auf lineare (Pearson) und logarithmische (Spearman) Zu-
sammenhdnge.

Die Abbildung 3.16 zeigt die Ergebnisse einer linearen und logarithmi-
schen Korrelation. Besser beschrieben wird die Covarianz beider Variablen
durch die logarithmische Kurve (p=0,011). Wie in der Abbildung ersichtlich,
streuen die Einzelwerte recht stark um den angenommenen logarithmischen
Zusammenhang. Die aufgeklérte Varianz betragt lediglich 15,6 %. Dennoch
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lasst sich der deutliche Trend erkennen, dass SLE-Patienten mit hoherer

Krankheitsaktivitit eine geringere Ty-Antwort auf SEB zeigen.
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Abbildung 3.17: Immunsuppressive Medikation und SEB-Antwort. Hydroxychlo-
roquin (CLQ), Mycophenolat Mofetil (MMF), Ciclosporin A (CIC), Azathioprin (AZT),
Methotrexat (MTX), Cyclophosphamid (CYC).

Um zu ermitteln, ob die verminderte SEB-Antwort in aktiven SLE-

Patienten auf Art oder Starke der immunsuppressiven Medikation zuriickzu-

fiihren ist, wurde eine Subgruppenanalyse durchgefiihrt (siehe Abb. 3.17).
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Im Kruskal-Wallis-Test lief? sich jedoch kein Zusammenhang von Prednisolon-
tagesdosis (p=0,199) oder Art des Immunsuppressivums (p=0,706) mit der
SEB-Antwort nachweisen.

3.5.8 Die CD137-Antwort

Wie bereits weiter oben erwahnt, differenzierte die CD137-Expression nicht
zwischen den verschiedenen Antigenstimulationen (siehe Kap. 3.4.2). Es
lieBen sich keine sinnvollen korrelativen Zusammenhénge konstruieren.
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 Etablierung der Methode

4.1.1 Nachweismethoden antigenspezifischer T-Zellen

Zum Nachweis antigenspezifischer Ty-Zellen kamen in der Vergangenheit
verschiedene Methoden zur Anwendung.

Die Messung der DNA-Syntheserate mittels >H-Thymidin stellte die erste
Standardmethode mit breiter Anwendung dar. Sie ist aufgrund der fehlenden
Differenzierbarkeit zwischen den PBMC-Subpopulationen und dem orga-
nisatorischen Aufwand im Umgang mit radioaktivem Material weitgehend
verlassen worden.

Von Schneider et al. wurde die Proliferationsmessung mittels der konse-
kutiven Ausverdiinnung von CFSE zum Nachweis autoreaktiver T-Zellen wei-
terentwickelt. Dabei werden die PBMC mit dem fluoreszensaktiven Farbstoff
CFSE gefarbt und die schrittweise Halbierung der intrazelluldren Konzentra-
tion im Zuge der Zellteilung als Mal} fiir die Aktivierung herangezogen. Bei
dieser Methode ist durch die Farbung zusétzlicher Oberflichenmarker eine
Differenzierung der PBMC moglich [79]. Allerdings sind lange Stimulations-
zeiten von mehreren Tagen noétig, um eine messbare Ty-Antwort zu erzielen.
Dies birgt das Risiko unspezifischer Aktivierung, beispielsweise durch exoge-
ne Kontamination oder das Freiwerden nukledrer Peptidantigene im Rahmen
des auftretenden Zellunterganges.

Breite Anwendung findet auch die Messung charakteristischer Zytokinpro-
file der Ty-Zellen nach Antigenstimulation [52, 53, 54, 55]. Diese Methode
gibt einerseits Auskunft iiber die Polarisierung der Ty-Zell-Antwort, erfordert
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allerdings andererseits die Messung einer ganzen Palette an Zytokinen, da
kein Einzelzytokin als universeller Aktivierungsmarker zur Verfiigung steht
[56].

In dieser Arbeit wurde das von Frentsch et al. 2005 als universeller
Aktivierungsmarker der T-Zell-Reihe vorgestellte Oberflichenmolekiil CD40L
verwandt [56]. CD40L zeichnet sich anders als CD25 und CD69 durch eine
geringe konstitutionelle Expression aus, was einen geringen Hintergrund
und damit eine hohere Sensitivitit zur Folge hat. Nach der Stimulation mit
einem Antigen erfolgt lediglich auf den antigenspezifischen T-Zellen eine
Exposition von CD40L — unabhéngig davon, welcher Ty-Polarisierung sie
angehoren (vgl. Kap. 1.3.4). Zudem ist die Isolierung der CD40L" -Zellen
mittels MACS zur Anreicherung antigenspezifischer Ty-Zellen geeignet [56].

Die Messung der CD40L-Expression als Zugang zur Antigen-spezifischen T-
Zell-Aktivierung wurde seither von verschiedenen Arbeitsgruppen erfolgreich
verwendet. So konnte fiir Morbus Whipple-Patienten gezeigt werden, dass
diese gegeniiber Tuberkulose-Patienten und gesunden Kontrollpatienten iiber
eine insuffiziente Ty-Antwort auf den Erreger Tropheryma whipplei verfiigen.
Die Ty-Antworten auf andere infektiose Kontrollantigene waren hingegen
ungestort [80]. In einer anderen Studie wurde die alloreaktive T¢-Antwort
bei 58 Leber-transplantierten Kindern anhand der CD40L-Expression evalu-
iert. Erhohte CD40L-Antworten alloreaktiver T¢-Gedachtniszellen vor der
Transplantation waren dabei ein guter Prediktor fiir Wahrscheinlichkeit und
Schwere einer Organrejektion. Die im postoperativen Verlauf kontinuierlich
gemessenen alloreaktiven T¢-Antworten konnten zudem eine AbstoRungsre-
aktion sensitiv anzeigen und korrelierten mit dem histologischen Grad einer
eventuellen Rejektionsreaktion [81].

Mit dem Einsatz von CD40L zur Identifizierung von autoreaktiven Immun-
zellen liegen bisher noch keine Erfahrungen vor. Mit der hier vorliegenden
Arbeit soll die Methode fiir diesen Zweck weiterentwickelt werden. Eine
besondere Herausforderung stellt dabei die geringe Anzahl autoreaktiver
Zellen im peripheren Blut dar.
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4.1.2 Methodenoptimierung

Bei den zu erwartenden geringen Frequenzen der autoreaktiven Ty-Zellen
wurde besonderer Wert auf ein stabiles und reliables Messverfahren gelegt.
In aller Regel wurden fiir jedes Einzelantigen Triplikate mitgefiihrt und eine
ausreichende Zellzahl von 50.000 Ty-Zellen je Ansatz in der Durchflusszy-
tometrie analysiert. Innerhalb einer Triplikatreihe ergab sich im Mittel eine
Standardabweichung von 25 % des jeweiligen Mittelwertes. Damit ist die
zytometrische Messung als stabil zu bewerten.

Es erfolgte ein konsequenter Ausschluss von Proben, die durch Labor-
fehler oder artifizielle Aktivierung verfilscht waren (vgl. Kap. 3.1.3). Auf
den Zusatz von potentiell aktivierenden Medienzusédtzen wie FCS wurde
verzichtet und eine unverziigliche Verarbeitung der Proben gewahrleistet.

Trotz der moglichst grofden aufgenommenen Zellzahlen liegt der Nach-
weis autoreaktiver T-Zellen in den durchgefithrten Experimenten dicht an
der Sensitivitdtsgrenze der FACS-Methode. Um eine optimale Bewertung der
CD40L-Antworten vornehmen zu konnen, erwies sich eine Einstellung der
unstimulierten Negativkontrollen auf eine Hintergrundfrequenz von 0,05 %
als am besten geeignet. Zur Deklaration einer CD40L-Antwort als positiv
wurde ein Doppelkriterium aus gemessener CD40L-Expression und visueller
Kontrolle der CD40L*-Positivpopulation entwickelt. Es wird sowohl eine
CD40L-Expression > 0,07 % (Kriterium 1) als auch eine optisch erkennbare
Positivpopulation (Kriterium 2) gefordert. Dieser methodische Ansatz ver-
folgt das Ziel, die Zahl falsch-positiver Befunde zu verringern und damit die
Spezifitdt der Methode zu erhohen (vgl. Kap 3.1.1).

4.1.3 Mitgefiihrte Kontrollen

Als obligatorische Kontrollen wurden unstimulierte Ansétze und das Super-
antigen SEB mitgefiihrt. Alle eingeschlossenen Proben wiesen funktionie-
rende Positiv- und Negativkontrollen auf (siehe Abb. 3.8). Als zusétzliche
Positivkontrollen wurden die infektionsassoziierten Peptide CMV und TET
eingesetzt.
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Plausibilitit der CMV-Antwort

Die CMV-Antwort war gegeniiber den unstimulierten Proben signifikant
erhoht messbar (p<0,001). Bei 64,7 % der Proben konnte eine positive
CMV-Antwort anhand der o. g. Kriterien festgestellt werden (vgl. Tab. 3.3).

Eine positive CMV-Antwort der Ty-Zellen korrelierte dabei im Fisher-
Exakt-Test signifikant mit einem positiven Anti-CMV-IgG-Status (p=0,024).
Dies unterstreicht die Relevanz der gemessenen CD40L-Antworten. In CMV-
immunisierten Probanden lief3 sich neben den spezifischen Antikérpern der
langlebigen Plasmazellen auch der korrespondierende spezifische Ty-Zellklon
sicher nachweisen.

Wie in der Vierfeldertafel (vgl. Abb. 3.14) ersichtlich, scheint die Messung
der CD40L-CMV-Antwort sogar tendenziell sensitiver als der CMV-1gG-Status
zu sein. So weisen 9 Proben die Konstellation CMV-CD40L* CMV-IgG™ auf,
nur 3 Proben verhalten sich entgegengesetzt: CMV-CD40L-CMV-IgG™*.

Beziiglich der ermittelten Frequenz positiver CMV-Antworten (64,7 %)
wurde in einer grof3en epidemiologischen Studie eine vergleichbare CMV-
Seropravalenz beschrieben [82].

Plausibilitit der Tetanus-Antwort

Die Antwort auf das Tetanus-Toxoidgsg (TET) war gegeniiber den unstimu-
lierten Proben ebenfalls signifikant erhoht messbar (p<0,001). Eine positive
Antwort war bei 32 % der Proben nachweisbar (siehe Tab. 3.3). Auch in
Unkenntnis des Impfstatus im untersuchten Kollektiv erscheint dieser Anteil
gegeniiber berichteten Immunisierungsraten von knapp 90 % in einem Kollek-
tiv von 321 deutschen Blutspenden als zu gering [83]. Allerdings berichten
neuere Arbeiten iiber wesentlich niedrigere effektive Impfschutzraten; in
einer Untersuchung von 784 Patienten einer belgischen Rettungsstelle wiesen
nur 64,2 % einen effektiven Impfschutz auf [84]. In diesem Zusammenhang
ist die Compliance der Tetanusimpfung von besonderer Bedeutung. In der
belgischen Studie waren beispielsweise die Merkmale junger, ménnlicher, in
Belgien geborener Patient gute Prediktoren fiir einen suffizienten Impfschutz.
In der klinisch-rheumatologischen Praxis wird demgegeniiber haufig die
Erfahrung gemacht, dass Patienten mit autoimmunologischen Erkrankungen
einen unzureichenden Impfschutz aufweisen [85]. Dies liegt oftmals an der
Befiirchtung der Patienten und z. T. auch ihrer Hausérzte, eine Impfung kon-
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ne einen Krankheitsschub auslosen. Dariiber hinaus wurde bei SLE-Patienten
ohnehin ein schlechteres Ansprechen auf Impfungen verglichen mit gesun-
den Kontrollen festgestellt. Die immunsuppressive Therapie scheint hierfiir
entscheidend mitverantwortlich zu sein [86].

Weiterhin wird in der Literatur beschrieben, dass nicht alle immunisierten
Probanden auf TET eine Ty-Antwort zeigten, da es nur eines der beiden
immundominanten Epitope des Tetanustoxins darstellt [87]. Auch wurde
TET in der Literatur oft in hoherer Konzentration eingesetzt als in dieser
Arbeit (25-100 pg/ml versus 20 pg/ml). In diesem Zusammenhang erscheint
interessant, dass 6 untersuchte Proben zwar eine Positivpopulation zeigen,
den Grenzwert von 0,07 % CD40L-Expression aber nicht {iberschreiten (siehe
Abb. 3.8). Dies konnte Ausdruck einer Unterdosierung des Peptidantigens
sein. Unter reiner Beachtung der Positivpopulation (Kriterium 2) wiesen
immerhin 56 % der Patienten eine positive TET-Antwort auf (siehe Tab.
3.3). Dies kommt den Impfschutzraten im o. g. belgischen Rettungsstellen-
Kollektiv (64,2% bei n=784) schon deutlich ndher. Schlussendlich wird
eine Kombination der o. g. Griinde fiir die unerwartet niedrige TET-Antwort

verantwortlich sein.

4.2 Reprasentativitidt des Patientenkollektivs

Die 38 eingeschlossenen SLE-Patienten wurden in der Poliklinik (n=25) und
auf der rheumatologischen Bettenstation (n=13) rekrutiert. Der Frauenanteil
von 84,2 % entspricht etwa dem in der Literatur beschriebenen Geschlechter-
verhéltnis von 1:10. Das mittlere Alter betrug 42 Jahre, die jlingste Patientin
war 23, die dlteste 76 Jahre alt. Bei einer mittleren Krankheitsaktivitit von
5 Punkten im SLEDAI-Score wurden inaktive ebenso wie aktive Patienten
eingeschlossen (Minimum: 0 Punkte, Maximum: 20 Punkte). Bei 39,5 % der
Patienten lag eine manifeste Nierenbeteiligung vor.

Zusammenfassend ist die Stichprobe in Bezug auf Geschlechterverhalt-
nis, Alter und Krankheitsaktivitit als représentativ fiir ein SLE-Kollektiv zu
bewerten (siehe Tab. 3.1).
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4.3 Autoantigenspezifische Ty-Zellen beim SLE

Obwohl Autoantikorper gegen nukledre Peptidantigene beim SLE lange be-
kannt sind, gestaltete sich der direkte Nachweis der korrespondierenden
autoaggressiven Ty-Zellen in der Vergangenheit schwierig. Ein wesentlicher
Grund hierfiir sind die sehr niedrigen Frequenzen der autoreaktiven Zellen
im periphervendsen Blut.

Es wurde mittels verschiedener Methoden versucht, eine ausreichen-
de Sensitivitat fiir die Detektion zu erreichen, was auf der anderen Seite
zu Lasten der Spezifitdt ging. Im Folgenden soll der aktuelle Forschungs-
stand fiir die in dieser Arbeit untersuchten Autoantigene (Nukleosomen und
SmD1g3.119-Peptid) im Vergleich mit den eigenen Ergebnissen dargestellt

werden.

4.3.1 Nukleosomen

Die polykationischen Nukleosomen spielen eine zentrale Rolle in der kom-
plexen Verpackungsarchitektur des kondensierten Erbgutes. Zum einen neu-
tralisieren sie die polyanionische DNA und ermoglichen so deren enorme
Packungsdichte, zum anderen sind sie als epigenetische Regulatoren an der
Transkriptionskontrolle beteiligt (vgl. Kap. 1.2.5).

Hinweise auf ihre pathogenetische Bedeutung beim SLE ergaben sich
zunichst aus dem Nachweis Nuklesomen-spezifischer Autoantikérper in SLE-
Kollektiven [88, 89, 69]. Weiterhin legten Immunisationsexperimente eine
Rolle der Nukleosomen beim initialen Toleranzbruch gegeniiber nukledren
Antigenen und dsDNA nahe. In der Maus lief3 sich durch intravendse Injekti-
on von apoptotischen Zellen das Auftreten anti-nukledrer Antikorper und die
Entwicklung SLE-typischer Symptome provozieren. Gemeinsam mit der Beob-
achtung des gehiuften Auftretens von Apoptosedefekten in SLE-Individuen
wurde das akzidentelle Freiwerden von Nukleosomen als moglicher Ausloser
einer anti-nukledren Immunantwort indentifiziert [90, 91, 92].

Der Nachweis autoreaktiver Ty-Zellen als Trager der B-Zell-Hilfe gelang
allerdings zunéchst nur indirekt in Form von T-Zell-Klonen und T-Zell-Linien
[93, 94, 35]. Bei der Analyse des TCR muriner autoreaktiver T-Zell-Linien
wurden vermehrt polyanionische Regionen entdeckt; die Hélfte der Klone
zeigte eine Spezifitat fiir nukleosomale Epitope. Die Re-Injektion dieser T-
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Zell-Linien fiihrte im SLE-Mausmodell zu einem rapideren und schwereren
Krankheitsverlauf [35].

Bruns et al. untersuchten erstmals gezielt die Nukleosomen-spezifische Ty-
Antwort im Menschen mittels eines *H-Thymidin-Proliferationsassays [69].
Bei 14 von 26 SLE-Patienten (54 %) konnte nach der 3-tdgigen Stimulation
mit aus Hiithner-Erythrozyten extrahierten Nukleosomen eine Proliferations-
zunahme gezeigt werden. Schwiche dieses Messverfahrens ist die Erfassung
aller PBMC-Subpopulationen, die weiterhin aufgrund der notwendigen Fixie-
rung nicht fiir funktionelle Untersuchungen zur Verfiigung stehen (vgl. Kap.
1.3.1). Um zumindest schwerpunktmél3ig die T-Zell-Antwort zu registrieren,
wurde von Bruns et al. ein T-Zell-optimiertes Kulturmedium verwandt, das
die Proliferation der iibrigen PBMC-Populationen unterdriicken soll [69].

Schneider et al. unternahmen 2002 den Versuch, eine durchflusszytome-
trische Nachweismethode autoaggressiver Ty-Zellen beim SLE zu etablieren
[79]. Die auf der Ausverdiinnung von CSFE beruhende Methode erbrachte
fiir die Stimulation mit Nukleosomen eine gegeniiber dem Kontrollniveau
signifikant erhohte Ty-Zell-Antwort sowohl im SLE-Kollektiv als auch bei
den gesunden Kontrollen. Entgegen der Erwartung reagierten die Ty-Zellen
der gesunden Spender sogar stdrker als jene von den SLE-Patienten. Die
Detektion einer ausreichenden Ty-Zellzahl gelang mittels CFSE erst ab einer
Stimulationdauer von 5 Tagen, wobei zwecks besserer Differenzierbarkeit
fiir die Auswertung noch spéatere Zeitpunkte herangezogen wurden [79].
Mit steigender Stimulationsdauer ist allerdings ebenfalls mit einer Zunahme
artifizieller Einfliisse und einer Abnahme der Spezifitdt zu rechnen (vgl.
Kap. 1.3.3). Ein statistischer Zusammenhang der Nukleosomen-spezifischen
Ty-Zell-Antwort mit dem Anti-Nukleosomen-Antikorper-Titer oder der
Krankheitsaktivitdat im SLEDAI konnte durch Schneider et al. nicht gezeigt
werden [59].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine deutlich unterschiedliche
Ty-Zell-Antwort auf die beiden verwendeten Nukleosomenaufbereitungen.
Wiéhrend die Stimulation mit den bereits von Bruns und Schneider verwand-
ten chicken-Nukleosomen (¢cNUC) bei 6 von 19 Proben (31,6 %) zu einer
positiven Antwort fiihrte, zeigten die Ty-Zellen auf die Stimulation mit
humanen Nukleosomen (hNUC) in keiner von 8 Proben eine positive Ant-
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wort. Stattdessen war sogar eine gegeniiber den unstimulierten Kontrollen
signifikant geringere CD40L-Expression nachzuweisen.

Die CD40L-Expression nach Stimulation mit chicken-Nukleosomen
(cNUC) lag zwar signifikant tiber dem unstimulierten Kontrollniveau
(p=0,036), eine positive Antwort wurde mit 31,6 % versus 54 % aber selte-
ner beobachtet als durch Bruns et al. [69] (siehe Tab. 3.3). Dies konnte unter
anderem auf die 12 mal langere Stimulationsdauer zuriickzufiihren sein
(72 Stunden vs. 6 Stunden). Eine lange Stimulationsdauer ermoglicht zwar
auf der einen Seite eine fiir die Detektion ausreichende klonale Expansion
des spezifischen T-Zell-Klones, birgt auf der anderen Seite aber das Risiko
unspezifischer Reaktionen. Neben dem Freiwerden intrazelluldrer Antigene
im Zuge des Zellunterganges (endogene Kontamination) ist auch die Gefahr
von aulden eingetragener Verunreinigungen (exogene Kontamination) grofer.
Weiterhin stellt das von Bruns et al. verwandte rekombinante IL-2 eine
mogliche Quelle unspezifischer Aktivierung dar.

Die humanen Nukleosomen (hNUC) wurden durch Priparation aus im-
mortalisierten Zervixkarzinom-Zellen (HeLa-Zellen) nach Morales et al.
[70] gewonnen und von der Firma Orgentec bezogen. Auf die Stimulation
mit hNUC ergab sich tiberraschenderweise eine Ty-Antwort, die deutlich
unterhalb des unstimulierten Negativniveaus liegt (p=0,012) (vgl. Abb. 3.8).

Als mogliche Ursache kommt unter anderem eine Suppression der
Nukleosomen-spezifischen Ty-Zellen durch einen Tyeg-vermittelten Toleranz-
mechanismus in Frage. Auch Bruns et al. fanden bei 2/26 untersuchten
SLE-Patienten eine Suppression der Nukleosomen-Antwort — in diesem Fall
allerdings wurden Hiihner-Nukleosomen verwandt [69].

Eine weitere Ursache konnte in der Verwendung von imortalisierten Kar-
zinomzellen als Ausgangsmaterial fiir die Nukleosomenanreicherung liegen.
Fiir Tumoren konnten verschiedene Mechanismen gezeigt werden, mit denen
sie das Immunsystem unterdriicken und somit die Tumor-Eliminierung ver-
hindern. Beschrieben sind beispielsweise die Ausschiittung antiinflammatori-
scher Botenstoffe, die Oberflaichenexpression von CD40 oder das Anstof3en
tolerogener Teg-Antworten gegen die Tumor-reaktiven T-Effektorzellen [95].

72



4.3.2 SmD183_119-Peptid

Die Sm-Proteine bilden einen Heptamerring innerhalb der snRNPs, aus denen
sich das Spleiflosom zusammensetzt. Dieses ist essentiell an der Prozessierung
der hnRNA zur mRNA im Rahmen der Proteinbiosythese beteiligt (vgl. Kap.
1.2.5).

Hinweise auf eine Bedeutung der Sm-Proteine in der Pathogenese des SLE
wurden 1990 erstmals von Yasuma et al. veroffentlicht. In einem Kollektiv
von 350 SLE-Patienten konnten vermehrt Anti-Sm-Antikorper nachgewiesen
werden, die eine Korrelation mit der Krankheitsaktivitdt zeigten [96]. Die
mittlere Frequenz der Anti-Sm-Antikérper wurde mit 25 % beziffert. Spater
wurde das C-terminale Ende (Aminosaure 83-119) des SmD1-Peptids als
besonders autoimmunogen identifiziert [97, 98, 29]. Fiir Autoantikérper
gegen dieses SmD1g3.119-Peptid konnte eine hohe Sensitivitdt (70 %) und
Spezifitdt (93,7 %) gezeigt werden [29].

Weiterhin gibt es Hinweise auf eine kritische Rolle der SmD1g3.119-
spezifischen Ty-Zellen beim Toleranzbruch gegeniiber dsDNA. Riemekasten
et al. extrahierten Lymphozyten aus Milz und Lymphknoten junger NZB/NZW
Lupus-Mause und stimulierten diese mit dem SmD1g3 119-Peptid. Dadurch
lief3 sich in vitro die Produktion von Anti-dsDNA-Antikorpern induzieren.
Auch in lebendigen Tieren liel$ sich durch die Immunisierung mit dem
SmD1g3.119-Peptid eine autoreaktive Antikorperantwort gegen dsDNA er-
reichen. In diesem Zusammenhang interessant erscheint der Umstand, dass
in diesen Immunisierungsexperimenten zunédchst Antikorper gegen dsDNA
und erst im weiteren Verlauf auch gegen SmD1g3.119 selbst nachweisbar wa-
ren [39]. Dies unterstreicht die Bedeutung immunologischer Kreuzreaktionen
zwischen nukledren Antigenen in der Pathogenese des SLE.

Im 3H-Thymidin-Proliferationsassay fanden Riemekasten et al. bei 11
von 28 SLE-Patienten (39 %) eine SmD1g3.119-spezifische Ty-Zell-Antwort,
gegeniiber 2/29 (7 %) bei den Kontrollen [99]. Die Antigenstimulation fand
iiber insgesamt 12 Tage statt, wobei die grofte autoreaktive T-Zell-Antwort
zwischen Tag 3 und Tag 7 erreicht wurde. Ein Zusammenhang mit dem
Anti-SmD1g3.119-Antikorper-Titer oder der Krankheitsaktivitét liel3 sich nicht
zeigen, auch wenn der Patient mit der gro3ten autoreaktiven Ty-Zell-Antwort
(Stimulationsindex: 165) ebenfalls die hochste Krankheitsaktivitit (SLEDAI:
18) und hohe Titer von Anti-SmD1g3 119-Antikdrpern aufwies [99].
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In den eigenen Experimenten erbrachte die 6-stiindige Stimulation mit
dem SmD1g3.119-Peptid (SMD) iiber alle Proben keinen signifikanten Unter-
schied zum Kontrollniveau (p=0,600). Die morphologische Abgrenzung der
Positivpopulationen gestaltete sich bei den SMD-Proben als schwierig (siehe
Kap. 3.3.1). Die Positivpopulationen werden iiberwiegend von schwach
CD40L-positiven Zellen gebildet, die den Eindruck erwecken, sie wiirden
aus der Negativpopulation hineinstrahlen. Eine denkbare Ursache hierfiir
ware eine niedrigere TCR-Affinitdt der autoreaktiven Ty-Zellen im Vergleich
mit den infektiosen Ty-Antworten. Nichtsdestoweniger wurde bei 2/41
Proben (4,9 %) eine positive Antwort auf SMD im Sinne von Kap. 3.1.1
festgestellt. Bei 4/41 Proben (9,8%) besteht eine CD40L-Expression >
0,07 % (Kriterium 1).

Im Vergleich zu der von Riemekasten et al. beschriebenen hohen SMD-
Antwortrate von 39 % wurden demnach deutlich weniger Patienten mit
SMD-Autoreaktivitdt gefunden. Die deutlich kiirzere Stimulationsdauer und
die methodischen Unterschiede zum >H-Thymidin-Proliferationsassay diirften
hierfiir ursachlich sein.

Auf den entscheidenden Einfluss regulatorischer T-Zellen auf die Nach-
weisbarkeit der SMD-reaktiven Ty-Zellen soll im Folgenden ndher eingegan-
gen werden.

4.4 Einfluss der regulatorischen T-Zellen

Die Rolle der Treg-Zellen in der Pathogenese des SLE ist zur Zeit Gegenstand
intensiver Forschungsbemiihungen. Bereits beziiglich der Frequenzen von
Treg-Zellen beim SLE war die Literatur lange widerspriichlich. So wurden
erhohte ebenso wie erniedrigte Frequenzen in SLE-Kollektiven beschrieben
[100, 101]. Dies geht unter anderem auf die uneinheitliche Definition der
Treg-Zellen als CD4*CD25M8gh. CD4+CD25*CD45R0O* - oder CD4* FoxP3™ -
T-Zellen zuriick. In der groften bisher veroffentlichten Studie untersuchten
Barreto et al. 2009 insgesamt 148 SLE-Patienten, 166 Verwandte der Patien-
ten und 117 gesunde Kontrollen. Die Arbeitsgruppe konnte eine signifikante
Verringerung der CD4* CD25" CD45RO* -Tyeg-Zellen im SLE-Kollektiv zeigen
[102]. Diese Verringerung der Teg-Zellen war in der Gruppe der Verwand-
ten ebenfalls nachweisbar, wenn auch geringer ausgepragt. Innerhalb der
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gesunden Kontrollgruppe war die Frequenz zusitzlich bei den Frauen nied-
riger als bei den Méannern. Bei den SLE-Patienten zeigte sich zudem eine
Korrelation niedriger Treg-Zahlen mit erh6htem SLEDAI und hohen Anti-
dsDNA-Antikérper-Titern [102].

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse auf eine ineffektive Kontrol-
le der autoreaktiven Immunantwort durch die Tig-Zellen im Rahmen
des aktiven SLE. Die Ergebnisse der Verwandtenuntersuchung sowie die
Geschlechterdifferenz in der Kontrollgruppe deuten zusétzlich auf die Beteili-
gung genetischer Faktoren an der insuffizienten Tyeg-Kontrolle hin.

In der hier vorliegenden Arbeit hat die Eliminierung der Treg-Zellen mittels
CD25-Depletion sowohl auf die SEB-, als auch auf die SMD-Antwort einen
signifikanten Effekt, nicht hingegen auf die CMV- und hNUC-Antwort.

Da SEB als Superantigen tiiber einen direkten antigenunabhingigen
Kurzschluss zwischen MHC-II und TCR alle reagiblen T-Zellen aktiviert,
wiére kein wesentlicher Einfluss der Tieg-Zellen auf die SEB-Antwort zu
erwarten gewesen. Uberraschenderweise zeigte sich die CD40L-Expression
nach Stimulation mit SEB (n=11) aber durch die vorherige CD25-Depletion
um 23,1 % signifikant gesenkt (p=0,016; vgl. Abb. 3.9). Dies ist am ehesten
auf ein Miterfassen der voraktivierten intermedidr-CD25-positiven T-Zellen
im Zuge der Depletion zuriickzufiihren. Insgesamt wurden methodenbedingt
30-40 % der eingesetzten PBMC von der Depletion erfasst. Dies konnte sich
in besonderem Mal3e auf die voraktivierten T-Zellen ausgewirkt haben, so
dass diese folglich in geringerer Konzentration einer Aktivierung durch SEB
zur Verfligung standen.

Besonders bedeutsam war der Einfluss der CD25-Depletion auf die SMD-
Antwort. Wihrend bei direkter Stimulation kein Unterschied zum unstimu-
lierten Kontrollniveau gezeigt werden konnte (p=0,248), war dies nach
vorheriger CD25-Depletion moglich (p=0,026) (vgl. Abb. 3.10b). Durch die
Eliminierung der Ty eg-Zellen lief3 sich eine signifikante Steigerung der SMD-
Antwort um 46,6 % (p=0,05) erreichen (siehe Abb. 3.9). Interessanterweise
war dieser Effekt bei der Patientin mit der héchsten Krankheitsaktivitdt mit
einer 9-fachen Steigerung besonders ausgepragt.

Diese Ergebnisse weisen auf eine konstitutionelle Unterdriickung des
SmD1g3.119-spezifischen Ty-Zell-Klones durch die Teg-Population hin. Wer-
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den die Treg-Zellen aus diesem Gleichgewicht entfernt, kommt es zu einer
Entfesselung der autoreaktiven Ty-Antwort.

Ahnliche Effekte lieBen sich auch im Mausexperiment zeigen. So
ergaben Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe eine Steigerung der
SmD1g3.119-spezifischen Ty-Antwort muriner Lymphozyten bei vorheriger
CD25-Depletion. Hier kann dieser Zusammenhang nun erstmals auch fiir den
humanen SLE gezeigt werden.

Zusammenfassend kann also durch die Tyeg-Depletion eine Demaskierung
der SmD1g3.119-reaktiven Ty-Zellen erreicht werden, so dass diese einer
weiteren Untersuchung zugénglich werden.

4.5 SmD1g;3.119-Reaktivitat und Krankheitsaktivitat

Die Bedeutung der Ty-Antwort auf SMD und ihrer Demaskierung durch eine
Depletion der Tyeg-Zellen zeigt sich auch in einer exzellenten Korrelation mit
der Krankheitsaktivitdt im SLEDAI-Score. Zwar war bei den 11 untersuchten
Patienten dieser Zusammenhang schon vor der CD25-Depletion nachweisbar,
allerdings liel3 sich die aufgeklarte Varianz durch die Depletion anndhernd
verdoppeln (37,9 % versus 60,7 %; vgl. auch Abb. 3.15). Zudem bewegten
sich die SMD-Antworten vor der Depletion im Bereich der unstimulierten
Negativkontrollen, von denen sie nicht sicher unterschieden werden konnten
(p=0,248). Erst in Abwesenheit der Teg-Kontrolle ist die Autoreaktivitét ge-
gen das SmD1g3.119-Peptid zuverlassig erfassbar (p=0,026) und présentiert
sich als guter Marker der Krankheitsaktivitit (vgl. Abb 3.10b).

Diese Daten unterstreichen die Bedeutung der SMD-spezifischen Ty-Antwort
nicht nur fiir den initialen Toleranzbruch gegeniiber dsDNA, sondern
ebenfalls fiir die Aktivititsdynamik im Krankheitsverlauf. So scheinen
die autoreaktiven Ty-Zellen im SLE-Schub eine verstirkte Aktivierung
zu erfahren. Dies konnte am Beispiel des SLE-spezifischen nukledren
SmD1g3.119-Peptidantigens erstmals in dieser Form gezeigt werden.

Es stellt sich die Frage, ob diese gesteigerte Aktivitit primér von ei-
nem Uberwiegen der SMD-Antwort oder einer insuffizienten Teg-Kontrolle
herriihrt. Der Umstand, dass auch ohne Depletion — in Anwesenheit der Treg-
Zellen — im untersuchten Subkollektiv eine Korrelation der SMD-Antwort
mit der Krankheitsaktivitit nachweisbar war, konnte als Hinweis auf eine
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a priori insuffiziente Kontrolle gedeutet werden. Unterstiitzt wiirde diese
Interpretation durch Untersuchungen, die auf eine zahlenmaRige und/oder
funktionelle Unterlegenheit der Treg-Zellen im aktiven SLE hinweisen. Zum
einen wird von mehreren Arbeitsgruppen ein absoluter Mangel an Teg-Zellen
in SLE-Kollektiven und insbesondere im aktiven Schub berichtet [103, 102];
als zugrundeliegender Mechanismus wird u. a. eine erhohte Sensitivitat der
Treg-Zellen gegentiber dem Apoptose-vermittelnden Fas-Liganden diskutiert
[104]. Zum zweiten sind auch Funktionsdefizite der Teg-Zellen in Form
verminderter suppressiver Wirksamkeit im SLE-Schub beschrieben [105].

Nach der Depletion kam es erwartungsgemal} zu einer Entfesselung der
autoreaktiven SMD-Antwort mit einer signifikanten Steigerung um 46,6 %
(p=0,05). Nach der Eliminierung der Tyee-Zellen zeigte sich zudem eine noch
bessere Korrelation von SMD-Anwort und Krankheitsaktivitat. Ob diese nun —
in Abwesenheit der Tyeg-Zellen — noch deutlicher in Erscheinung tretende au-
toreaktive Immunantwort eine Folge der insuffizienten Teg-Kontrolle ist, lasst
sich nicht mit Sicherheit sagen. Einerseits konnte man argumentieren, dass
bei einem reinen Ty eg-Versagen nach der Depletion eine SLEDAI-unabhénige
SMD-Antwort zu erwarten ware. Andererseits konnte eine insuffiziente Kon-
trolle der SMD-Antwort selbstverstdndlich auch erst zu einer Expansion der
SMD-spezifischen Ty-Zellen gefiihrt haben. Eine genaue Identifizierung der
primédren Auslenkung des Gleichgewichts ist somit zundchst nicht méglich.

Zur weiteren Kldarung konnte in folgenden Untersuchungen zusétzlich
die Treg-Frequenz und -Funktion in Zusammenschau mit der autoreaktiven
SMD-Antwort erfasst werden. Dies wiirde es erlauben, die Tyeg-Funktion
in unmittelbarem Zusammenhang mit einer SLE-relevanten autoreaktiven
Ty-Antwort zu studieren.

4.6 Marker der Krankheitsaktivitat

In der weiteren statistischen Analyse erwiesen sich vor allem in der Lite-
ratur bereits beschriebene Parameter als Surrugatmarker einer erhohten
Krankheitsaktivitdt. Ein erhohter Punktewert im SLEDAI korrelierte erwar-
tungsgemal} mit erhohten Auto-Antikorpertitern (ANA, Anti-Nukleosomen,
Anti-dsDNA), dem Verbrauch der Komplementfaktoren C3 und C4 sowie der
Anzahl betroffener Organsysteme und machte stationidre Aufenthalte und
hohere Prednisolon-Dosen erforderlich.
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Im Vergleich zeigte sich iiberraschenderweise die hier erstmals unter-
suchte SMD-Antwort nach CD25-Depletion (p=0,005; r=0,779; siehe Abb.
3.15) als der paraklinische Marker mit der besten Korrelation zum SLE-
DAL Der Zusammenhang tibertrifft die Korrelationen mit dem ANA-Titer
(p<0,001; r=0,719), dem Anti-dsDNA-Titer (p<0,001; r=597) und dem
Anti-Nukleosomen-Titer (p=0,003; r=452) und bietet bei einer aufgeklar-
ten Varianz von 60,7 % einen direkten Zugang zur autoreaktiven T-Zell-
Immunitat.

Bei der Einfiihrung als klinischer Aktivititsmarker sind allerdings der
nicht unerhebliche Laboraufwand und der vergleichsweise hohe Materialbe-
darf der Methode zu beriicksichtigen. Zur Durchfiihrung eines Einzeltests
mit der hier verwandten Methode wiirden bei Mitfiihrung einer Positiv- und
einer Negativkontrolle sowie der Anlage von Triplikaten ca. 25 ml heparini-
siertes Vollblut bendtigt. Bei Verzicht auf Triplikate wéren knapp 10 ml notig.
Zugegebenermallen erscheint eine routinemél3ige Bestimmung im klinischen
Alltag unter diesen Voraussetzungen eher unrealistisch. Im experimentellen
Setting bietet die Methode hingegen einen wertvollen direkten Zugang zur
Ty-getragenen Autoreaktivitdt beim SLE.

4.7 Zeichen der Immunsuppression

In SLE-Kollektiven werden vermehrt Leukopenien und Lymphopenien sowie
eine verstarkte Infektneigung beobachtet [106]. In der vorliegenden Arbeit
wurde untersucht, ob sich diese verminderte Inmunkompetenz aktiver Pa-
tienten auch in der Ty-Antwort gegen das Superantigen SEB widerspiegelt.
Tatsdchlich zeigt sich ein logarithmischer Zusammenhang von hoher Krank-
heitsaktivitdt mit einer verminderten SEB-Antwort (p=0,011; r=- 0,395).
Dieser Zusammenhang ist bei einer aufgeklarten Varianz von lediglich 15,6 %
allerdings als Trend zu bezeichnen (vgl. Abb. 3.16).

Entsprechend der Therapieleitlinien des SLE orientiert sich die Eskalati-
onsstufe der immunsuppressiven Therapie maldgeblich an der Krankheitsak-
tivitat. Als Ausdruck dessen lief3 sich in dieser Studie eine starke Korrelation
von SLEDAI und Prednisolontagesdosis zeigen (p<0,001; r=0,746). Die
Therapie mit Prednisolon, auch in moderaten Dosen, ist jedoch neben dem
Vorhandensein von Organschdden [106] ein weiterer wesentlicher Risikofak-
tor von infektiosen Komplikationen beim SLE [107].
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Um zu untersuchen, ob die Verminderung der SEB-Antwort von der Art
oder Starke der immunsuppressiven Medikation abhéngig ist, wurde eine
Subgruppenanalyse durchgefiihrt (Abb. 3.17). Dabei konnte im Kruskal-
Wallis-Test kein signifikanter Zusammenhang der SEB-Antwort mit der Hohe
der Prednisolontagesdosis (p=0,199) oder der Art des Immunsuppressivums
gezeigt werden (p=0,706). Bei der verringerten SEB-Antwort im aktiven SLE
scheint es sich demnach um eine medikationsunabhéngige Reaktionsschwa-

che im Rahmen der Krankheitsaktivitat zu handeln.

4.8 Autoaggressive und regulatorische T-Zellen -
Ein dynamisches Gleichgewicht

Das Verstidndnis von der Pathogenese systemischer Autoimmunerkrankungen
unterliegt einem stetigen Wandel. Die Forschungsergebnisse der vergangenen
Jahre und das zunehmend bessere Verstdndnis der Modulation des Immun-
systems durch die regulatorischen T-Zellen haben ein Umdenken in Gang
gesetzt.

Ahnlich des Modells der Karzinogenese wurde auch die Entstehung syste-
mischer Autoimmunerkrankungen als eine Sequenz immunologischer Fehl-
leistungen interpretiert. Diese sollte mit einem schrittweisen Versagen der
Toleranzmechnismen einhergehen, an dessen Ende die autoaggressive Selbst-
schiadigung steht. Mit der Entdeckung der regulatorischen T-Zellen als einer
allgegenwértigen Kontrollinstanz der Immunantwort wurde dieses statische
Modell um die Annahme eines dynamischen Gleichgewichtes von autoaggres-
siven und regulatorischen T-Zellen ergénzt. Die entscheidende Bedeutung
einer intakten Kontrolle der autoaggressiven Immunitédt wird auch an den
wiederholten Funden autoaggressiver Zellen in gesunden Spendern deutlich.
Folglich kommt den autoreaktiven Zellen nicht a priori eine pathologische
Bedeutung zu, vielmehr verhindert im Gesunden ein intaktes dynamisches
Gleichgewicht autoreaktiver und supprimierender Kréfte eine pathologische
Entgleisung.

Die in dieser Arbeit verwandte Methode bietet erstmals die Moglichkeit
der direkten zytometrischen Messung der autoreaktiven Ty-Antwort im hu-
manen SLE. Die Ergebnisse bestitigen die Hinweise anderer Arbeitsgruppen
auf die Beteiligung einer insuffizienten Tyeg-Funktion an der Pathogenese
des SLE. Gleichzeitig ist aber auch in Abwesenheit der Tieg-Zellen nach
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CD25-Depletion eine stiarkere SMD-Antwort aktiver Patienten zu beob-
achten. Es ist also von einer zumindest partiell erhaltenen Ty eg-Funktion
auszugehen. Zudem wird die Bedeutung der SMD-spezifischen Ty-Zellen
auch und gerade in der aktiven Krankheitsphase betont. Ob die verstirkte
SMD-Antwort die alleinige Folge einer partiell insuffizienten T,eg-Kontrolle
ist, lasst sich jedoch anhand der ermittelten Daten nicht klaren. Es bleibt
die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen, um die pathogenetisch bedeut-
samen Mechanismen dieses dynamischen Gleichgewichts besser zu verstehen.

Erst kiirzlich wurden von Humrich et al. neue Daten vorgestellt, die das Si-
gnalmolekiil IL-2 in seiner kritischen Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der
immunologischen Balance in den Fokus riicken. Ausgehend von Hinweisen
auf eine numerische und/oder funktionelle Unterlegenheit der T;eg-Zellen in
Autoimmunerkrankungen [65] untersuchte die Arbeitsgruppe die Rolle der
Treg-Zellen im Krankheitsverlauf der NZB/NZW-Lupus-Modellmaus [108].
Es zeigte sich ein zunehmendes homoostatisches Ungleichgewicht von
Treg-Zellen und konventionellen T-Zellen mit einem partiellen Zusammen-
bruch der Tyeg-Population im peripheren Blut. Dennoch schien die Treg-
Population funktionell intakt. So konnte sie Effektor-T-Zellen in vitro ef-
fektiv unterdriicken, zudem fiihrte eine in vivo-CD25-Depletion zu erhéhter
Proteinurie und verkiirztem Uberleben. Andersherum fiihrte der Transfer
isolierter CD4 " FoxP3™" -Teq-Zellen zu verminderter Proteinurie und verldn-
gertem Uberleben [108]. Auch hier wird also die Kontrolle der autoreaktiven
Immunantwort als eine entscheidende Funktion der Tyeg-Zellen deutlich.
Der Frage nach der Ursache fiir das Scheitern der Tyeg-Kontrolle nachge-
hend, gewinnt eine weitere Beobachtung an Bedeutung. Mit fortschreitender
Erkrankung erlangten die CD4"-T-Zellen die Fahigkeit zur Produktion von
IFN-y und verloren jene zur IL-2-Produktion. Obwohl IL-2 urspriinglich als
Schliisselmolekiil der effektiven Ty 1-Antwort entdeckt wurde, scheint es auch
fiir die Aufrechterhaltung einer handlungsfahigen T.eg-Population von Be-
deutung. So fiihrt die Injektion von anti-IL-2-Antikdrpern in der Modellmaus
zu einer Verringerung der CD25" -Tyeg-Zellen, zu einer Verstdrkung der Pro-
teinurie und einem verkiirztem Gesamtiiberleben. Andersherum konnte eine
Intervalltherapie mit rekombinantem rIL-2 die Proteinurie dauerhaft vermin-
dern und das Uberleben der Miuse verlidngern. Die CD4 " FoxP3* -Treg-Zellen
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zeigten eine stérkere Proliferation, sowie eine stirkere CD25-Expression
[108].

Mit IL-2 scheint demnach in der Maus ein direkter therapeutischer
Zugang zu dem homoostatischen Gleichgewicht von regulatorischen und
konventionellen T-Zellen gefunden. Ob sich dieser Ansatz auch auf den
humanen SLE gewinnbringend iibertragen lédsst, miissen zukiinftige klinische

Studien zeigen.

Auch in anderen Autoimmunerkrankungen gelangen die regulatorischen
T-Zellen zunehmend in den Fokus des Forschungsinteresses.

In EAE-Mausen (EAE: Experimental Autoimmune Encephalomyelitis), dem
Standard-Tiermodell der Multiplen Sklerose (MS), konnten die Tyeg-Zellen
ebenfalls als wichtiger Gegenspieler der autoreaktiven Immunantwort identi-
fiziert werden. Nach in vivo-CD25-Depletion zeigten die Tiere eine erhohte
Krankheitsaktivitit und eine verstiarkte 3H-Proliferation der Lymphknoten-
und Milz-Lymphozyten auf in vitro-Restimulation. Weiterhin waren erhohte
Zahlen ZNS-penetrierender CD4"-Zellen und vermehrt IFN-y-Produzenten
im ZNS nachweisbar [109].

Zudem ergaben sich Hinweise auf eine streng Autoantigen-spezifische
Funktion der Teg-Zellen. Prinzipiell lasst sich die EAE in der Maus sowohl
durch die Immunisation mit MOG (Myelin Oligodendrocytes Glykoprotein) aus
der Ratte als auch aus der Maus auslosen. Die MOGs beider Spezies unter-
scheiden sich lediglich in 6 Aminosdurepositionen voneinander. Interessanter-
weise hatte die CD25-Depletion bei rat-MOG-immunisierten Mausen keinen
Effekt auf den Krankheitsverlauf. Demgegeniiber fiihrte die CD25-Depletion
bei mouse-MOG-immunisierten EAE-Mausen zu der o. g. erhohten Krank-
heitsaktivitat. Dies legt nahe, dass die Treg-Kontrolle nur die mouse-MOG-
spezifischen autoreaktiven Zellen erfasst. Zusammenfassend scheint also die
Kontrollfunktion durch die Tieg-Zellen streng Art- und Antigen-spezifisch
zu sein und funktioniert nicht im Sinne einer generalisierten ungerichteten
Suppression der Effektorzellen [109].

Auch fiir die Pathogenese der chronisch inflammatorischen demyelini-
sierenden Polyneuropathie (CIDP) und des Diabetes mellitus Typ 1 (T1D)
gewinnen Treg-Zellen an Bedeutung. Fiir beide Erkrankungen konnte eine
verminderte suppressive Potenz der Tyeg-Population bei unverdnderter Tyeg-
Frequenz gezeigt werden [110, 111, 112]. Im Falle des T1D gibt es zusétzlich
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— wie weiter oben fiir den SLE ausgefiihrt — Hinweise darauf, dass Funktions-
verlust und vermehrte Apoptoserate der Treg-Zellen auf einen Mangel an IL-2
zurilickzufiihren sind. Dessen Produktion durch Effektor-T-Zellen ist auch in
T1D-Individuen stark vermindert [113].

4.9 Rolle der regulatorischen T-Zellen
bei Tumoren und Infektionen

Nachdem hier in aller Ausfiihrlichkeit {iber die regulatorischen T-Zellen als
grofde Hoffnung zur Bekdmpfung von Autoimmunitét berichtet wurde, soll
nun auch auf die negativen Effekte einer Uberregulation des Immunsystems
durch die Treg-Zellen kurz eingegangen werden.

Sowohl Infektionserreger als auch Tumorzellen heuern Tieg-Zellen zu
ihrem Schutz an, um der gegen sie gerichteten Immunantwort zu entgehen.
Ein klassisches Beispiel sind intestinale Fadenwiirmer (Nematoden), die peri-
phere Toleranzmechanismen aktivieren, um der Eliminierung zu entfliehen.
Diese generalisierte Aktivierung des tolerogenen Systems scheint dabei nicht
Antigen-spezifisch zu sein. So konnte gezeigt werden, dass die Infektion von
C57BL/6-Méausen mit einem Malariaerreger, der normalerweise effektiv und
schnell eliminiert wird, bei gleichzeitiger Co-Infektion mit Heligmosomoides
polygyrus (Hg) zu schweren und tédlichen Krankheitsverldufen fiihrt. Die
Hg-Infektion schiitzt somit den Malariaerreger vor der effektiven Bekamp-
fung durch das Immunsystem. Dieser Effekt ging mit einer Aktivierung von
CD4*CD25*FoxP3* -Tyeg-Zellen einher. Durch die in vivo-CD25-Depletion
konnte die effektive Immunantwort gegen Malaria wiederhergestellt werden
[114].

Ebenso konnte fiir Helicobacter pylori (H. pylori) eine Unterdriickung der
gegen ihn gerichteten Ty17-Antwort durch die Aktivierung von Tieg-Zellen
gezeigt werden. Auch hier fiihrte die CD25-Depletion zu einer effektiver-
en Erregerbekdmpfung durch den spezifischen Ty17-Klon [115]. Dies lasst
auch die Rolle von H. pylori als Hauptrisikofaktor fiir die Entwicklung eines
Magenkarzinoms in einem neuen Licht erscheinen. So wire eine ineffektive
Bekdmpfung entarteter Zellen in dem durch H. pylori etablierten tolerogenen
Mikromilieu denkbar.

Fiir verschiedene Tumorentitdten konnte bereits eine gezielte Beeinflus-

sung des Immunsystems gezeigt werden. Um der Eliminierung durch na-
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tlirliche Killerzellen (NK-Zellen) zu entgehen, aktivieren Tumorzellen unter
anderem Treg-Zellen, die in vielen Tumorpatienten erhcht gemessen werden.
In einem murinen Mammakarzinom-Modell liel3 sich beispielsweise durch
eine in vivo-CD25-Depletion die Tumorausbreitung und die pulmonale Meta-
stasierung signifikant reduzieren sowie die Uberlebensrate effektiv steigern
[116]. Auch in anderen Tumormodellen stirkte eine CD25-Depletion die
Generierung Tumor-spezifischer T-Effektorzellen und erhohte die Effektivitat
von Tumor-Vakzinen [117].

Anhand der geschilderten Befunde wird die Dynamik regulativer Prozesse
im Immunsystem deutlich. Eine Auslenkung des Gleichgewichtes in die eine
wie in die andere Richtung kann demnach zu schwerwiegenden Pathologien
fiihren.

4.10 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals ein reprasentatives SLE-Kollektiv
auf die autoreaktive Ty-Zell-Antwort und deren Modulation durch die regu-
latorischen T-Zellen untersucht. Die Messung des Oberflichenmarkers CD40L
erwies sich als geeignet zur Identifizierung der autoreaktiven Ty-Antwort
gegen das SmD1gs3.119-Peptid, die zudem besonders in Abwesenheit der
CD25%-Treg-Zellen eine exzellente Korrelation mit der Krankheitsaktivitét
zeigte. Diese Methode konnte auch in anderen Autoimmunerkrankungen
zum Nachweis und zur Anreicherung Autoantigen-spezifischer T-Zellen
eingesetzt werden.

Die erhobenen Daten betonen die zentrale Rolle sowohl der Tieg-Zellen
als auch der SmD1g3.119-spezifischen Ty-Zellen wiahrend des schubhaft-
dynamischen Krankheitsverlaufs des SLE und bieten damit Ansatzpunkte
einer spezifischen Immuntherapie. Zwar ist die bisherige immunsuppressive
Therapie des SLE meist sehr wirkungsvoll, allerdings weisen die verwand-
ten Medikamente oft schwere Nebenwirkungen auf. Zudem besitzen die
klassischen Medikamente eine geringe Spezifitit, indem sie beispielsweise
bevorzugt stark proliferierende Zellen des Organismus treffen. Vergleicht
man das Immunsystem mit einem Sinfonieorchester, in dem im Falle der
Autoimmunitit einige Musiker zu laut spielen, so gleichen viele therapeu-
tische Ansédtze bisher der Entlassung des halben Orchesters. Das gesamte

83



Orchester wird damit zwar leiser spielen, die Wiederherstellung des harmo-
nischen Zusammenspiels ist jedoch nicht notwendigerweise erreicht. Die
Antigen-spezifische Immuntherapie bietet demgegeniiber die Moglichkeit,
das Dirigieren des Immun-Orchesters zu erlernen.

Gegenwartig werden drei Hauptansitze der Immuntherapie verfolgt und
haben zum Teil den Sprung in erste klinische Studien geschafft:

1) Transfusion in vitro expandierter Treg-Zellen.

Grundlage ist die Isolierung antigenspezifischer Treg-Zellen aus dem periphe-
ren Patientenblut und die nachfolgende in vitro-Expansion. Die expandierten
Treg-Zellen werden dem Patienten reinfundiert und fiihren durch Suppression
der autoreaktiven Immunantwort zu einer Remissionsinduktion [103, 118].
Auch im SLE-Mausmodell konnte mittels Treg-Transfer die Progression der
Nephritis verzégert und ein lingeres Uberleben erreicht werden [108].

2) In vivo Treg-Induktion durch Transfusion unreifer DC.

Wie bereits weiter oben ausgefiihrt, kommt dem Reifungsgrad der dendriti-
schen Zellen (DC) eine Schliisselrolle bei der Induktion peripherer Toleranz
zu (vgl. Kap. 1.1.5). Die Infusion unreifer, mit Autoantigen beladener DC
oder die direkte in vivo Adressierung von Antigen iiber DEC-205 stellen expe-
rimentelle Ansétze zur Toleranzinduktion dar [13]. Ein Problem stellt hierbei
die Stabilitit der unreifen DC dar, die wenn sie in einem inflammatorischen
Milieu reifen wiirden, eine Autoantigen-spezifische T-Zell-Antwort sogar
unterstiitzen konnten [103].

3) >Tolerisierung« versus Immunisierung.

Unter >Tolerisierung« wird die Induktion Antigen-spezifischer Toleranz durch
die orale, subcutane oder intravenose Applikation von Autoantigenen ohne
inflammatorische Adjuvanzien verstanden [103]. Trager dieser Art der
Toleranzinduktion sind wahrscheinlich ebenfalls die DC, die das Antigen in
einem tolerogenen Kontext aufnehmen und eine antigenspezifische Toleranz
etablieren. Im SLE-Mausmodell konnte durch die intravenose Applikation
des Autoantigens SmD1g3.119-Peptid eine Verzogerung der Anti-dsDNA-
Antikorper-Produktion, der Entwicklung einer Lupusnephritis sowie eine
Lebensverldngerung erreicht werden [119].
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Ein weiterer vielversprechender Ansatz wurde kiirzlich von Humrich et
al. publiziert. In Experimenten mit der Lupus-Modellmaus (NZB/NZW)
konnte ein Mangel an IL-2 als ein entscheidender Faktor fiir das Scheitern
einer suffizienten Treg-Kontrolle identifiziert werden (vgl. Kap. 4.8). Die
Gabe von rekombinantem rIL-2 konnte die Progression der Nephritis ver-
zdgern und fiihrte zu einem lingeren Uberleben der so behandelten Tiere
[108]. Die Substitution von IL-2 stellt somit einen weiteren therapeutischen
Ansatzpunkt im SLE dar. Entgegen den vorgenannten Therapieansitzen
handelt es sich hierbei nicht um eine Antigen-spezifische Immuntherapie.
Vielmehr scheint mit IL-2 ein wesentlicher Moderator des immunologischen
Gleichgewichtes identifiziert, in das nun erstmals gezielt therapeutisch
eingegriffen werden kann.

Inwieweit sich diese beachtenswerten Ergebnisse im Mausmodell in eine
effektive Therapie beim Menschen iibersetzen lassen, miissen jedoch weitere
Experimente und klinische Studien in der Zukunft erweisen.

85



Kapitel 5
Zusammenfassung

Obgleich der Systemische Lupus Erythematodes (SLE) gewissermal3en als
Prototyp der systemischen Autoimmunerkrankungen gilt, ist seine Pathogene-
se noch weitgehend unklar. Von Bedeutung scheint im Rahmen des Auftretens
von Autoantikérpern gegen dsDNA auch eine mangelnde Kontrolle autore-
aktiver Ty-Zellen zu sein. Diese vor allem gegen nukleédre Peptidantigene
gerichteten Ty-Zellen konnen in einer immunologischen Kreuzreaktion die
Produktion von Anti-dsDNA-Antikérpern induzieren.

Die Untersuchung autoreaktiver Ty-Zellen gestaltete sich in der Ver-
gangenheit jedoch methodisch schwierig. Hauptgrund hierfiir ist ihre sehr
geringe Frequenz im periphervenosen Blut. Dies machte lange Stimulati-
onszeiten von mehreren Tagen erforderlich, um die Ty-Zellen anhand ihrer
gesteigerten Proliferation identifizieren zu konnen. Mit steigender Stimulati-
onsdauer ergab sich allerdings die Schwierigkeit, eine ausreichende Spezifitét
der Messungen sicherzustellen. Durch Zelluntergang eingetragene nukleére
Antigene (endogene Kontamination) und der Einfluss von auflen eingetrage-
ner Verunreinigungen (exogene Kontamination) brachten die vorhandenen
Methoden an die Grenze ihrer spezifischen Aussagekraft.

In dieser Arbeit wird eine leicht zu handhabende zytometrische Nachweis-
methode autoreaktiver Ty-Zellen im periphervenosen Blut von SLE-Patienten
vorgestellt. Als Marker fiir die antigenspezifische Aktivierung wurde CD40L
verwandt. Die Stimulationszeit konnte mit 6 Stunden wesentlich kiirzer ge-
wiéhlt werden als bei den bisherigen Proliferationsassays. Dies garantiert eine
Messung der praformierten autoaggressiven Immunantwort und umgeht den
Spezifitatsverlust durch eine mehrtégige Stimulation. Die Methode erlaubt
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im selben Arbeitsgang eine genaue zytometrische Phénotypisierung der auto-
aggressiven Zellen, die zudem einer gezielten Anreicherung und Kultivierung
mittels MACS zur Verfiigung stehen.

Mittels der CD40L-Expression wurde die autoaggressive Ty-Zell-Antwort
in einem reprasentativen SLE-Kollektiv (n= 41 Blutproben) untersucht. Ge-
gen Nukleosomen gerichtete Ty-Zellen konnten bei 6/19 (31,6 %) der un-
tersuchten Proben festgestellt werden. Autoreaktive Ty-Zellen gegen das
nukledre Peptidantigen SmD1g3.119 (SMD) liel3en sich demgegeniiber we-
sentlich seltener nachweisen 2/41 (4,9 %).

Weiterhin wurde der Einfluss der regulatorischen T-Zellen auf die autoag-
gressive Immunantwort bei 11 Proben mittels einer in vitro-CD25-Depletion
untersucht. Durch die Depletion der Tree-Zellen konnte eine Steigerung der
Ty-Antwort gegen SMD um 46,6 % erreicht werden (p=0,05), die sich da-
mit signifikant vom Kontrollniveau abhebt (p=0,026). Diese demaskierte
SMD-Antwort zeigt zudem eine exzellente Korrelation mit der Krankheits-
aktivitdat gemessen im SLEDAI-Score (p=0,005; r=0,779) und ist in dieser
Untersuchung der beste Krankheitsaktivitdtsmarker.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen die Bedeutung des dynami-
schen Gleichgewichtes autoreaktiver und regulatorischer T-Zellen fiir die
Pathogenese des SLE. Wird die im Rahmen eines Krankheitsschubs verstéarkte
autoreaktive Immunantwort nicht effektiv durch die regulativen T-Zellen be-
herrscht, kommt es zur autoreaktiven Selbstschddigung. Die entscheidende
Rolle der regulatorischen T-Zellen fiir die Krankheitsdynamik im humanen
SLE konnte hier erstmals in dieser Form gezeigt werden. Regulative T-Zellen
und das Autoantigen SmD1g3.119-Peptid stellen vielversprechende Ansatz-
punkte fiir zukiinftige spezifische Immuntherapien dar.

Die hier etablierte Methode zur zytometrischen Messung autoreaktiver
Ty-Zellen im Patientenblut konnte auch in anderen Autoimmunerkrankungen

einen direkten Zugang zur autoaggressiven T-Zell-Antwort erméglichen.
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Abkiirzungen

°C
ACR
Ak
ANA
APC
APC
BCR
BSA
Cs, Cs4
CD
CFSE
CIDP
CMV
cNUC
CO,
CpG
DC

DNA
dsDNA
EAE
EBNA
EBV
ECLAM

Grad Celsius

American College of Rheumatology

Antikorper

Antinukleédre Antikorper
Antigen-Prasentierende Zellen
Allophycocyanin

B-Zell-Rezeptor

Bovines Serumalbumin

Komplementfaktor 3 bzw. 4

Cluster of Differentiation
Carboxylfluoreszein-Succinimidylester
Chronisch Inflammatorische Demyelinisierende Polyneuropathie
Cytomegalievirus; Cytomegalievirus-Peptid pp65
chicken-Nukleosomen

Kohlendioxid

Cytosin-phosphatidyl-Guanosin

Dendritische Zellen

Differenz

Desoxyribonukleinsdure

Doppelstrang-DNA

Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis
Epstein-Barr-Virus Nuclear Antigen
Epstein-Barr-Virus

European Consensus Lupus Activity Measure
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EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Fa. Firma

FACS Fluorescense-Activated Cell Sorting
FCS Forward Scatter

FCS Fetales Kélberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FL Fluoreszenskanal

FoxP3 Forkhead box P3

g Erdbeschleunigung

GN Glomerulonephritis

HCV Hepatitis-C-Virus

Hg Heligmosomoides polygyrus

HILA Humanes Leukozyten Antigen

hnRNA heterogeneous nuclear RNA
hNUC humane Nukleosomen
H. pylori  Helicobacter pylori

Ig Immunglobulin, Subtypen: IgM, IgG, IgA
IL Interleukin

INF Interferon

KHK Koronare Herzkrankheit

MACS Magnet-Activated Cell Sorting

MHC Major-Histokompatibilitats-Komplex
MOG Myelin Oligodendrocytes Glykoprotein
mRNA messenger RNA

MS Multiple Sklerose

n Anzahl

NUC Nukleosomen

NZB/NZW New Zealand Black/New Zealand White (SLE-Mausmodell)
p p-Wert

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung
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PE
PerCP
PFA

SLE
SLEDAI
SMD
snRNA
snRNP
SPSS
SSC
syn.

Tc
TCR
TET
TGF
Tu
TLR
TNF
Treg
TSH
T1D

Phycoerythrin

Peridinin-Chlorophyll-a

Paraformaldehyd

Propidiumjodid
Pattern-Recognition-Rezeptoren
Korrelationskoeffizient
Bestimmtheitsmald

rekombinantes IL-2

Randomisiertes Peptid; Summenformel wie SMD
Ribonukleinsdure

Rasch Progrediente Glomerulonephritis
Rosewell Park Memorial Institute
Staphylokokken-Enterotoxin B

Systemic Lupus Activity Measure
Systemischer Lupus Erythematodes
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index
SmD1g3.119-Peptid

small nuclear RNA

small nuclear Ribonukleoprotein
Statistical Package for the Social Sciences
Sideward Scatter

synonym

Cytotoxische T-Zellen

T-Zell-Rezeptor

Tetanus-Toxoid

Transforming Growth Factor
T-Helfer-Zellen, Subgruppen: Tyl, Ty2, Ty3, Tyl7, TyO
Toll-like Rezeptor

Tumornekrosefaktor

Regulatorische T-Zellen
Thyreoidea-Stimulierendes Hormon
Diabetes mellitus Typ I
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UNST Unstimulierte Probe, Negativkontrolle
uv Ultraviolett

w/V weight per volume

ZNS Zentralnervensystem
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