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4 ABSTRACTS 

 

4.1 Abstract (Deutsch) 

 

Ziele 

Systemischer Lupus erythematodes (SLE) ist pathophysiologisch insbesondere durch 

zwei Aspekte gekennzeichnet: eine deutliche Typ I Interferonsignatur sowie gestörte 

B-zelluläre Funktionen und Interaktionen. Die Verknüpfungen und Schaltstellen dieser 

beiden Aspekte sind noch weitestgehend unerforscht. Der korrespondierende 

Januskinase (JAK) – Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT)-

Signalweg kann durch Typ I – III Interferon aktiviert werden und stellt somit potentiell 

einen therapeutischen Angriffspunkt dar. In dieser Arbeit wurde die basale STAT1- und 

STAT3-Protein-Expression sowie die Phosphorylierung bzw. Aktivierung von Lupus-

B-Zellen und Veränderungen nach Stimulation mit Typ I und II Interferon (IFN) im 

Vergleich zu anderen Autoimmunerkrankungen sowie gesunden Probanden 

untersucht. 

 

Methodik 

STAT1, pSTAT1, STAT3, pSTAT3 in B- und T-Lymphozyten aus Blutproben von 21 

gesunden Probanden (HD), 10 Patienten mit Rheumatoider Arthritis (RA), 7 mit 

Primärem Sjögren-Syndrom (pSS) und 22 mit SLE wurden durchflusszytometrisch 

analysiert. Zusätzlich wurden STAT1- und STAT3-Expression und Phosphorylierung 

in peripheren mononukleären Zellen (PBMCs) vor und nach Inkubation mit Typ I und 

II IFN untersucht. 

 

Ergebnisse 

B- und T-Zellen von Patienten mit SLE zeigen signifikant erhöhte intrazelluläre Spiegel 

von STAT1, während die basale Phosphorylierung bzw. Aktivierung weitestgehend 

unverändert scheint. Diese Unterschiede korrelieren mit dem Systemic Lupus 

Erythematosus Disease Index 2000 (SLEDAI-2K) und Siglec-1 (CD169), einem auf 

CD14+ Monozyten exprimierten Biomarker für Lupusaktivität und Interferonsignatur. 

Nach Stimulation mit IFNα zeigt sich im Vergleich mit HDs eine gesteigerte STAT1-
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Phosphorylierung in Plasmablasten von Lupuspatienten, sowie selbiges Phänomen für 

SLE-Monozyten unter Einfluss von IFNγ. 

 

Zusammenfassung 

Die Entdeckung dieser erhöhten STAT1-Expression durch erhöhte Transkription in B-

Zellen von Patienten mit SLE zeigt Schnittstellen zweier relevanter 

pathophysiologischer Ansätze auf. Die bereits bekannte gesteigerte Interferonsignatur 

bei Lupus, sowie gestörte B-zelluläre Funktionen bzw. Interaktionen scheinen somit in 

Zusammenhang zu stehen. Daraus ergeben sich vielversprechende Möglichkeiten für 

pharmakologische Ansätze, die darauf abzielen, IFN- und JAK-STAT-Signalwege zu 

modulieren bzw. zu hemmen und somit letztendlich auch B-Zellfunktion und 

Plasmazellhyperaktivität einschließlich Krankheitsaktivität zu beeinflussen. 

 

 

4.2 Abstract (Englisch) 

 

Objectives 

Systemic lupus erythematosus (SLE) is characterized by two pathogenic key 

features: type I interferon (IFN) and B cell abnormalities. How these signatures 

are interrelated is not known. Type I-III IFN trigger activation of Janus kinase (JAK) – 

signal transducer and activator of transcription (STAT). JAK-STAT inhibition is an 

attractive therapeutic possibility for SLE. STAT1 and STAT3 expression and 

phosphorylation at baseline and after IFN type I and II stimulation in B cell 

subpopulations of SLE patients was assessed and compared to other autoimmune 

diseases and healthy controls (HD) and related to disease activity. 

 

Methods  

Expression of STAT1, pSTAT1, STAT3 and pSTAT3 in B and T-cells of 21 HD, 10 

rheumatoid arthritis (RA), 7 primary Sjögren’s (pSS) and 22 SLE patients was analyzed 

by flow cytometry. STAT1 and STAT3 expression and phosphorylation in PBMCs of 

SLE patients and HD after IFNα and IFNγ incubation were further investigated. 
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Results 

SLE patients showed substantially higher STAT1 but not pSTAT1 in all B and T cell 

subsets. Increased STAT1 expression in B cell subsets correlated significantly with 

SLEDAI-2K and Siglec-1 on monocytes, a type I IFN marker. STAT1 activation in 

plasmablasts was IFNα dependent while monocytes exhibited dependence on IFNγ. 

 

Conclusion 

Enhanced expression of STAT1 by B cells is apparently related to increased 

transcriptional activity and candidates as key node of two immunopathogenic features 

(type I IFN and B cells) related to important signaling pathways and lupus activity. We 

show that STAT1 is activated upon IFNα exposure in SLE plasmablasts. Thus, JAK 

inhibitors, targeting JAK-STAT pathways, hold promise to block STAT1 expression and 

control plasmablast induction in SLE. (Original Abstract modifiziert aus Aue et al, 

Rheumatology 2020) [1] 

 

5 EINLEITUNG 

 

Der systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine komplexe, heterogene 

Autoimmunerkrankung und dient aufgrund der zahlreichen pathophysiologischen 

Veränderungen des Immunsystems als Modellerkrankung sowohl um immunologische 

Grundlagen zu studieren, als auch um therapeutische Ansätze zu erforschen und zu 

testen. Seit vielen Jahren vermehren sich die Hinweise durch zahlreiche gut belegte 

Studien, dass insbesondere eine deutliche Interferonsignatur eine wichtige Rolle bei 

der Erkrankung einnimmt [2,3]. Diskutiert werden hierbei insbesondere eine 

pathophysiologische Rolle von Typ I, aber auch Typ II und III Interferon (IFN). Es gibt 

Theorien, dass zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Erkrankung verschiedene IFN-

Typen einen dominierenden Effekt haben, wie beispielsweise Munroe et al. anhand 

Dysregulation der Typ II IFN (IFNγ) Signalwege und gesteigerter Typ I IFN (IFNα) 

Aktivität bereits vor Diagnosestellung demonstrierten [4]. Da bekannter Weise 

unterschiedliche Zellen des humanen Immunsystems verschieden stark 

Oberflächenrezeptoren exprimieren [5], liegt somit die Vermutung nahe, dass über die 

jeweiligen IFN-Stimuli auch verschiedene zelluläre Mediatoren in den jeweiligen 

Phasen und Schüben der Erkrankung unterschiedlich stark getriggert werden.  
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Biesen et al [6,7] konzentrierten sich insbesondere auf den Einfluss von IFNα und 

konnten zeigen, dass Siglec-1 (CD169) auf der Zelloberfläche von CD14+ Monozyten 

von Patienten mit SLE vermehrt exprimiert wird und mit erhöhten Serumspiegeln von 

IFNα korreliert. Siglec-1 dient an der Charité mittlerweile als diagnostischer Parameter 

sowie auch Biomarker zur Verlaufsbeurteilung und Einschätzung der 

Krankheitsaktivität und zum Monitoring des Therapieerfolgs – nicht nur bei Lupus, 

sondern auch anderen Autoimmunerkrankungen insbesondere aus dem 

rheumatischen Formenkreis, die mit einer gesteigerten Typ I IFN-Signatur 

einhergehen [8–10]. 

 

Ein weiterer wichtiger Faktor in der Pathogenese bei SLE ist die gestörte B-

Zellfunktion, die sich letztlich vor allem als Plasmazellhyperaktivität manifestiert und 

mit gesteigerter Antikörperproduktion gegen körpereigene Antigene einhergeht 

[11,12]. Inwiefern dieser Aspekt mit einem verstärkten IFN-Einfluss in der 

Pathophysiologie im Zusammenhang steht, ist noch nicht geklärt.  

 

Pharmakologische Studien mit monoklonalen Antikörpern, sog. Biologika, gerichtet 

gegen Ziele des IFN-Signalwegs erbrachten bei Lupus unterschiedliche Ergebnisse 

und konnten nur zum Teil primäre Endpunkte erreichen [13–17]. Ursächlich für das 

Scheitern vieler dieser Studien könnten sowohl das heterogene Krankheitsbild selbst, 

unzureichend charakterisierte Targets, der nicht exakt definierte Einsatz von 

Glukokortikoiden in den Studien sowie unzureichend in Phase 2 explorierte 

Studienendpunkte sein. 

 

Biochemisch führt der Einfluss von IFN über die Bindung an IFN-Rezeptoren an der 

Zelloberfläche in weiterer Folge zur Autophosphorylierung intrazellulärer 

Rezeptordomänen, die in enger Assoziation zu sogenannten JAK-Proteinen (Janus-

Tyrosinkinasen) stehen (Abb. 5-1). Diese werden in dieser Signalkette ebenfalls 

phosphoryliert und aktivieren dann über eine weitere Phosphorylierung die intrazellulär 

im Zytoplasma befindlichen STAT-Proteine, die dann Homo- bzw. Heterodimere 

bilden. Deren Komplexe wandern in den Zellkern und führen als Transkriptionsfaktoren 

zu vermehrter mRNA Expression und Translation von Zytokinen, u.a. IFN [18]. 
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Abb. 5-1 Darstellung des IFN-JAK-STAT-Signalwegs anhand von Typ I und II IFN IFNα- und IFNγ-

Rezeptor (IFNAR, IFNGR), Tyrosine kinase 2 (TYK2), STAT1–STAT2–IRF9 (IFN-regulatory factor 9, 

IRF9), IFN-stimulated gene (ISG) factor 3 (ISGF3), IFN-stimulated response elements (ISREs), IFN-γ-

activated site (GAS). Originalabbildung aus Platanias et al, Nature Review 2005 [19] 

Um diese noch wenig untersuchte Schnittstelle zwischen IFN-Signatur und gestörter 

B-Zell-Funktion näher zu beleuchten, wurden in dieser Studie die basalen STAT1- und 

STAT3- Proteinspiegel sowie die Phosphorylierung, also der Aktivierungszustand, in 

B- und T-Zellen und Monozyten untersucht und mit Krankheitsaktivität in Form von 

Siglec-1 als biochemischem Parameter, und SLEDAI-2K als rein klinischem Score 

korreliert. Des Weiteren analysierten wir Gesamtexpression sowie Phosphorylierung 

unter Kurzzeit- und Langzeitinkubation mit Typ I und II IFN um auch funktionelle 

Unterschiede zwischen Lupus-B-Zellen im Vergleich zu anderen Erkrankungen aus 

dem rheumatischen Formenkreis und gesunden Probanden zu detektieren. Unsere 

Daten liefern Hinweise für die Verknüpfung aus IFN-Signatur und B-Zell-Abnormitäten 

und verstärken somit die These, durch pharmakologische Modulation bzw. Hemmung 

von IFN- bzw. JAK-STAT-Signalwegen, letztendlich auch zur Reduktion der 

Krankheitsaktivität bei Lupus beitragen zu können. 
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6 METHODIK 

 

6.1 Studienpopulation 

Insgesamt wurden Blutproben von 22 Patienten mit SLE, 10 mit Rheumatoider Arthritis 

(RA), 7 mit Primärem Sjögren Syndrom (pSS) und 21 gesunden Probanden (HD) 

gesammelt (je nach Protokoll in EDTA oder Heparin Röhrchen, “BD Vacutainersystem, 

BD diagnostics, Franklin Lakes, NJ, U.S.). Die Patienteninformationen sind in Tab.1 

dargestellt. Die Krankheitsaktivität ermittelten wir mithilfe der gängigen klinischen 

Scoring- bzw. Klassifikationssystemen – im Speziellen SLEDAI-2K für SLE [20], 

Disease Activity Score 28 (DAS28) für RA [21] und EULAR Sjögren's Syndrome 

Disease Activity Index (ESSDAI) für pSS  [22]. Alle Patienten und gesunden 

Probanden gaben uns ihre schriftliche Einwilligung zur Studienteilnahme basierend auf 

einem Ethikvotum (EA1/009/17) der Ethikkommission der Charité – 

Universitätsmedizin Berlin. 

 

6.1 Tab.1 Studienpopulation 

HD n = 21 

Geschlecht 18 weiblich, 3 männlich 

Alter 32 [22 - 59] 

SLE n = 22 

Geschlecht 19 weiblich, 3 männlich 

Alter 42 [25 – 73] 

SLEDAI 12 niedrig (<6), 10 hoch (>6) 

RA n = 10 

Geschlecht 8 weiblich, 2 männlich 

Alter 61 [47 – 77] 

DAS28 6 niedrig (<3.2), 0 moderat (3.2-5.1), 4 hoch (>5.1) 

pSS n = 7 

Geschlecht 7 weiblich, 0 männlich 

Alter 60 [44 – 77] 

ESSDAI 6 niedrig (<4), 1 hoch (>4) 

Modifizierte Tabelle aus Aue et al, Rheumatology (Oxford) 2020 [1] 

6.2 Antikörperliste 

Für die Färbungen wurden folgende Antikörper genutzt: 
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Anti-CD3-PB (Klon UCHT1), Anti-CD4-Alexa488 (Klon RPA-T4), Anti-CD14-APCH7 

(Klon MOP9), Anti-CD19-PECy7 (Klon SJ25C1), Anti-CD27-APC (Klon L128), Anti-

CD27-FITC (Klon M-T271), Anti-IFNγR-PE (CD119, Klon GIR-208) von BD 

Pharmingen und Anti-STAT1-PE (N-Terminus, Klon 1/Stat1), Anti-phospho-STAT1-

Alexa488 (pY701, Klon 4a) und Anti-phospho-STAT3-PE (pY705, Klon 4/P-STAT3,) 

von BD Phosflow (alle von BD Biosciences, San Jose, CA, USA). 

Mouse IgG1κ PE; IgG2aκ FITC und IgG2b PE wurden als Isotyp-Kontrollen genutzt. 

Anti-CD4-PerCp (Klon SK3), Anti-CD14-APCCy7 (Klon M5E2), Anti-CD20-BV510 

(Klon 2H7), Anti-CD27-PerCP (Klon O323) und Anti-Siglec-1-APC (CD169, Klon 7-

239) wurden von BioLegend (San Diego, CA, USA) erworben. Anti-IFNαR-APC (Klon 

REA 124) wurde von MACS Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, NRW, Germany) und 

Anti-STAT3-FITC (Met1-Asn175, clone 232209) von Thermo Fisher (Waltham, MA, 

USA) genutzt. 

 

6.3 Durchflusszytometrie 

Die durchflusszytometrische Analyse aller im Rahmen dieser Studie ausgewerteten 

Proben erfolgte über einen BD FACS Canto II (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, 

USA). Im Rahmen der Qualitätskontrolle erfolgte die Erfassung der Messwerte von 

Patienten immer zusammen mit mindestens einer HD-Probe, um über die gesamte 

Studienzeit möglichst konstante bzw. vergleichbare Bedingungen in allen Kohorten zu 

garantieren. Zur Gewährleistung technisch stabiler Untersuchungsbedingungen im 

Hinblick auf die gemessenen Median Flourescence Intensity (MFI) – Werte, wurden 

sog. Cytometer Setup and Tracking beads (CST beads, BD Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ, USA) und Rainbow Calibration Particles (BD Biosciences, Franklin Lakes, 

NJ, USA) eingesetzt. Die Proben, die direkt als Vollblut analysiert wurden, wurden 

noch am Entnahmetag gemessen. Die Analyse der als periphere mononukleäre Zellen 

(PBMCs) aufbereiteten Proben erfolgte gemäß Protokoll erst am Folgetag. 

 

6.4 Siglec-1 (CD169) Expression von Monozyten 

Die Analyse des auf der Zelloberfläche von CD14+ Monozyten befindlichen Siglec-1 

(CD169) erfolgte durchflusszytometrisch, wie auch schon zuvor publiziert [6]. 200 µl 

frisches Vollblut wurde hierfür mit 2 ml BD Pharm Lyse (BD Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ, USA) für 15 min unter Raumtemperatur (RT) lysiert. Anschließend erfolgten 
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zwei Waschschritte mit 3 ml PBS/0,5% BSA/EDTA (autoMACS Rinsing solution/MACS 

BSA stock solution, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, NRW, Germany, Zentrifuge: 

310 xg, 5 min, 4°C). Im letzten Schritt vor der Färbung erfolgte ein sog. Fc-Receptor 

Block (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, NRW, Germany; 5 min, RT), um 

unspezifische Bindungen zu reduzieren. Für die Immunphänotypisierung wurden 

folgende Antikörper genutzt: Anti-CD3-PB, Anti-CD19-PECy7, Anti-CD20-BV510, 

Anti-CD27-FITC, Anti-CD14-APCH7 und Anti-Siglec-1-APC (15 min, 4°C). Nach 

einem weiteren Waschschritt und der Hinzugabe von DAPI (4′,6-Diamidin-2-

phenylindol) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, 1 μl von 300nM), um bereits 

abgestorbene Zellen auszuschließen, erfolgte die zeitnahe durchflusszytometrische 

Analyse. 

 

6.5 Expression von STAT1 und STAT3 in B- und T-Zellen 

Frisches Vollblut (200 µl) wurde mit BD Phosflow Lyse/Fix Buffer (BD Biosciences, 

San Jose, CA, USA) für 10 min bei 37°C lysiert und anschließend zwei Waschschritten 

mit eiskaltem PBS Dulbecco (Biochrom GMBH, Berlin, Germany) unterzogen 

(Zentrifugation 530 xg, 8 min, 4°C). Im nächsten Schritt erfolgte die Permeabilisierung 

der Zellmembran, um die Färbung intrazellulärer Proteine zu ermöglichen. Hierfür 

wurde Perm Buffer III (BD Biosciences, San Jose, CA, USA, 30 min, auf Eis) genutzt. 

Anschließend erfolgten zwei Waschschritte mit PBS Dulbecco angereichert mit 

Fetalem Kalbserum (FCS, Biowest, Nuaillé, France) (530 xg, 8 min, 4°C). Im nächsten 

Schritt wurden die Zellen in 50 µl PBS/0,5% BSA und 10 µl Brilliant Buffer (BD Horizon, 

San Jose, CA, USA) resuspendiert und auch hier erfolgte ein FcR-Block (FcR blocking 

reagent, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, NRW, Germany). 

 

Für die Färbung wurden folgende Antikörper eingesetzt: 

Anti-CD14-APCCy7, Anti-CD3-PB, Anti-CD4-PerCp, Anti-CD19-PECy7, Anti-CD20-

BV510 und Anti-CD27-APC (BD Pharmingen, San Jose, CA, USA) für die 

grundlegende Immunphänotypisierung nach aktuellen Richtlinien [23] beispielhaft 

dargestellt in Abb. 6-1 und die Kombination aus Anti-STAT1-PE/Anti-p-STAT1-FITC 

oder Anti-STAT3-FITC/Anti-p-STAT3-PE für 1 Stunde. Es erfolgte die 

durchflusszytometrische Analyse für STAT1, pSTAT1, STAT3 und pSTAT3 MFIs in 

CD3+CD4-, CD3+CD4+, CD20+CD27-, CD20+CD27+ und CD20lowCD27high Zellen.  



13 

 

 

Abb. 6-1 „Gating-Strategie“ Die Identifizierung der Lymphozyten erfolgt mittels Forward versus Side 

Scatter (FSC vs. SSC) Plot, gefolgt von Dubletten-Ausschluss im FSC-H (H, Height) gegen FSC-A (A, 

Area). Monozyten wurden als CD3- CD14+ Events gegated. CD14-, CD19-, CD3+ Zellen wurden weiter 

differenziert in CD4- und CD4+ T-Zellen. Die CD19+ Population wurde mithilfe von CD20 und CD27 in 

naive (CD19+ CD20+ CD27-), memory (CD19+ CD20+ CD27+) B-Zellen und Plasmablasten (CD20low 

CD27high) diskriminiert. Originalabbildung aus Aue et al, Rheumatology (Oxford) 2020 [1] 

Der Forward versus Side scatter Plot (FSC vs. SSC) ermöglicht bei der 

Immunphänotypisierung die gewünschten Zellpopulationen anhand von Größe und 

Granularität (Komplexität) zu identifizieren. Somit können im ersten Schritt 

Lymphozyten detektiert werden. Als nächstes werden sog. Dubletten ausgeschlossen, 

da diese Ergebnisse signifikant verfälschen können. Hierfür wird konventioneller 

Weise der FSC-H (H, Height) gegen FSC-A (A, Area) Plot verwendet. Für die 

Phänotypisierung von Monozyten (u.a. für die Analyse von Siglec-1, CD169) erfolgte 

die Differenzierung von CD14+ Zellen gegen CD14- und CD3+/-. Die CD3+ Population 

wurde anschließend von der CD19+ differenziert und als CD3+CD4- bzw. CD3+CD4+ 

T-Zellen analysiert. Die CD19+ Population wurde mithilfe von CD20- und CD27-

Oberflächenantigenen in B-Zellen diskriminiert: Naive (CD19+ CD20+ CD27-), 
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memory (CD19+ CD20+ CD27+) und Plasmablasten als CD20 low - also niedrig – und 

CD27 high - also hoch. 

 

6.6 Gewinnung von PBMCs aus Vollblut 

PBMCs wurden mithilfe von Dichtegradientenzentrifugation aus Vollblut extrahiert. 

Hierfür wurde Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare Bio-Sciences, Chicago, IL, USA) 

genutzt. Dabei wurde Vollblut 1:1 verdünnt in PBS über Ficoll-Paque PLUS geschichtet 

und bei RT für 20 min bei 1800 rpm ohne Bremse zentrifugiert. Anschließend erfolgten 

zwei Waschschritte (1400 rpm, 10 min, RT) und die Zellzahlbestimmung mittels eines 

Horiba ABX Micros 60 (Horiba, Kyoto, Japan). 

 

6.7 IFN-Rezeptorexpression von Monozyten und Lymphozyten 

PBMCs wurden mit PBS/0.5% BSA/EDTA (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, NRW, 

Germany) gewaschen und FcR-Blocking-Reagenz (Miltenyi Biotec Bergisch 

Gladbach, NRW, Germany) hinzugefügt. 

Das Staining erfolgte mit Anti-CD19-PECy7, Anti-CD20-BV510, Anti-CD27-PerCP, 

Anti-CD3-PB, Anti-CD4-Alexa488, Anti-CD14-APCH7, Anti-IFNaR-APC, Anti-IFNgR-

PE (CD119) und zusätzlich 10 μl Brilliant Buffer (BD Horizon, San Jose, CA, USA) pro 

50 µl Zellsuspension für 15 Minuten. Die Immunphänotypisierung erfolgte wie oben 

angeführt (Abb. 6-1). 

 

6.8 Funktionelle Analyse von IFNα und IFNγ Signalwegen 

Die isolierten PBMCs wurden in RPMI (GlutaMAX, Life Technologies, Paisley, 

Scotland) suspendiert und mit IFNα (100 ng/ml) (Recombinant Human, PBL assay 

science, Piscataway, NJ, USA), IFNγ (10 ng/ml) (Recombinant Human, PeproTech, 

Rocky Hill, NJ. USA) oder kombiniert für 5 Minuten stimuliert.  

Die 48h-Langzeitinkubation erfolgte in Zellkultur, in welcher Medium (RPMI,10% Fetal 

Bovine Serum und 1% Penicillin/Streptomycin, Gibco by lifetechnologies/Thermo 

Fisher, Paisley, Scotland) mit IFNα, IFNγ bzw. kombiniert (jeweils 5 ng/ml) eingesetzt 

wurde. Geeignete Zeitpunkte sowie Konzentrationen für die Stimulationen wurden 

anhand repräsentativer Kinetikkurven und Etablierungsexperimenten in Zellkultur 

ermittelt (Abb. 10-1-3). Die Zellen wurden anschließend geerntet, gewaschen und mit 
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den bereits beschriebenen Stainings für STAT gefärbt und mittels 

Durchflusszytometrie analysiert. 

Zur weiteren Untersuchung der pharmakologischen Beeinflussung dieser Signalwege 

wurden PBMCs in Zellkultur mit Fludarabin (100 µM nach Empfehlung des Herstellers) 

gelöst in Dimethylsulfoxid (DMSO) und als Kontrolle nur in DMSO für 48h inkubiert. 

 

6.9 Statistische Auswertung 

Durchflusszytometrische Daten wurden mithilfe von FACSDiva-Software (Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) und FlowJo-Software (Version 10, TreeStar, 

Ashland, OR, USA) ausgewertet. Für die graphische sowie statistische Analyse 

wurden GraphPad Prism (version 7.00, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) und 

Excel (Microsoft Excel 2016, Redmond, WA, USA) eingesetzt. Der sog. Mann-Whitney 

Test wurde für den Vergleich zweier untersuchter Gruppen angewandt. Für die 

Analyse multipler Patientengruppen erfolgte der sog. Kruskal-Wallis post-hoc Dunn’s 

Test. Der Spearman-Korrelations-Koeffizient wurde für die Identifizierung möglicher 

signifikanter Assoziationen zwischen Parametern bzw. Krankheitsaktivitäts-Scores 

eingesetzt. P-Werte von < 0.05 wurden als signifikant gewertet. 

 

7 ERGEBNISSE 

 

7.1 Signifikant erhöhte STAT1-Gesamtexpression in SLE B- und T-Zellen 

STAT1 und STAT3 in ihren intrazellulären Proteinspiegeln, sowie in ihrem aktivierten 

bzw. phosphorylierten Zustand wurden untersucht. Hierfür wurde die totale Expression 

von STAT1 über Messung einer Bindung am N-Terminus und die Phosphorylierung 

über die Bindungsstelle pY701 und von STAT3 über die Bindung an Met1-Asn175 und 

pY705 detektiert. Diese Untersuchungen wurden bei SLE-, RA- und pSS-Patienten 

und HD durchgeführt und konventionelle naive (CD20+CD27–) und Memory B-Zellen 

(CD20+CD27+), Plasmablasten (PB) (CD20lowCD27high) sowie CD3+CD4+ und 

CD3+CD4– T-Zellen analysiert. 

Hierbei zeigten sich hochgradig signifikant erhöhte STAT1-Proteinspiegel in allen 

untersuchten B-Zell-Subpopulationen – also in naiven-, Memory B-Zellen sowie 

Plasmablasten von Lupus-Patienten im Vergleich zu HD (Abb. 7-1), aber auch im 

Vergleich zu den anderen untersuchten Autoimmunerkrankungen. Patienten mit RA 
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und pSS zeigten bezüglich STAT1 eine ähnliche Expression wie gesunde Spender 

(Abb. 7-2). Interessanterweise zeigte sich pSTAT1 lediglich in naiven SLE-B-Zellen 

signifikant erhöht. 

 

Abb. 7-1 STAT1- und STAT3-Expression in B-Zellen von HD und SLE (A) Repräsentative 

Histogramme der basalen Spiegel von STAT1, pSTAT1, STAT3 und pSTAT3 in CD19+ B-Zellen von 

SLE-Patienten (orange), HD (schwarz) und die jeweiligen Isotypkontrollen (grau). (B) Expression von 

STAT1 und pSTAT1 bzw. (C) STAT3 und pSTAT3 in CD20+CD27–, CD20+CD27+ und 

CD20lowCD27high B Zell-Subpopulationen von SLE (orange) verglichen mit HD (schwarz). Mann-

Whitney-Test; ****P≤0.0001. Originalabbildung aus Aue et al, Rheumatology (Oxford) 2020 [1] 

Erhöhte STAT1-Spiegel fanden sich auch in T-Zellen (CD3+ CD4+/-) der SLE-

Patienten (Abb. 7-2), übereinstimmend mit bereits publizierten Daten [24]. 

Für STAT3 zeigten sich bezüglich basaler Proteinexpression leicht erhöhte Werte, 

insbesondere in T-Zellen von Lupus-Patienten (Abb. 7-2, F), jedoch weitestgehend 

vergleichbare Level bezüglich der basalen Phosphorylierung aller untersuchter 

Kohorten in den jeweiligen Zellpopulationen (Abb. 7-2). 
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Abb. 7-2 Gesamtübersicht der STAT1- und STAT3-Expression in B- und T-Zellen aller 

untersuchter Gruppen  (A - E) STAT1, pSTAT1 und (F – K) STAT3 und pSTAT3 in B- und T- Zell 

Subpopulationen von HD (schwarz) und Patienten mit RA (grau), pSS (blau), SLE (orange). Mann-

Whitney-Test für 2 Gruppen bzw. Kruskal-Wallis für multiple Gruppen; *P≤0.05, **P≤0.01, ***P≤0.001, 

****P≤0.0001. Modifizierte Abbildung aus Aue et al, Rheumatology (Oxford) 2020 [1] 
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7.2 STAT1-Expression korreliert mit IFN-Signatur und Lupusaktivität 

Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob die erhöhten basalen STAT1-Spiegel, im 

Kontext zur Krankheitsaktivität der Patienten mit SLE stehen. Hier zeigte sich für alle 

untersuchten B- (Naive: CD20+CD27 (P<0.0001, r = 0.8766); Memory: CD20+CD27+ 

(P<0.0001, r = 0.8556); Plasmablasten: CD20lowCD27high (P<0.0001, r = 0.9396)) 

sowie T-Zell-Subpopulationen (T-Zellen: CD3+CD4- (P<0.0001, r = 0.8455) und 

CD3+CD4+ (P=0.0001, r = 0.8039)) eine signifikante Korrelation der intrazellulären 

STAT1-Spiegel zur Expression von Siglec-1 (CD169) auf der Zelloberfläche von 

CD14+ Monozyten (Abb. 7-3). Somit besteht ein eindeutiger Kontext zwischen 

gesteigerter Interferonsignatur, Krankheitsaktivität und STAT1-Expression in 

Lymphozyten. Des Weiteren korrelierten die STAT1-Daten in B- und T-Zellen auch mit 

den SLEDAI-2K Werten der Patienten, womit der Zusammenhang zur rein klinischen 

Aktivität der Erkrankung ebenfalls deutlich wird (Abb. 7-3). 

 

7.3 Induktion von pSTAT1 nach IFNα-Stimulus in SLE-Plasmablasten 

Um die erhöhten intrazellulären STAT1-Werte in SLE-Lymphozyten und -Monozyten 

(Daten nicht angezeigt) auch in einen funktionellen Kontext zu setzen, wurden 

Veränderungen in der Aktivierung bzw. Phosphorylierung von STAT1 und STAT3 nach 

kurzzeitiger (5 min) Stimulation mit Typ I (α) und Typ II (γ) IFN untersucht. Die 

individuelle Differenz aus basaler Phosphorylierung (5 min RPMI) und jener nach 

Stimulus ist in Abb. 7-4 dargestellt. Hierbei zeigte sich insbesondere eine signifikante 

Steigerung in der STAT1-Aktvierung von SLE-Plasmablasten nach Inkubation mit 

IFNα. In Kontrast dazu löste IFNγ einen deutlich erhöhten Anstieg von pSTAT1 in 

CD14+ Monozyten von Lupus-Patienten aus, wie bereits in der Literatur beschrieben 

wurde [25]. Für pSTAT3 fand sich stattdessen eine gewisse Tendenz zu geringerer 

Aktivierung der SLE-Zellpopulationen nach Stimulation mit Typ I IFN im Vergleich zur 

Aktivierung bei HD. 

Um einen möglichen Einfluss unterschiedlicher Dichteverhältnisse der IFN-

Rezeptoren auf der Zelloberfläche als Ursache für eine veränderte Signaltransduktion 

zu detektieren, wurde in einem nächsten Schritt die Expression der IFNα- und IFNγ-

Rezeptoren (IFNAR, IFNGR) auf allen dargestellten Zellpopulationen analysiert. 

Hierbei fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen HD und SLE-Patienten 

(Abb. 7-5). 
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Abb. 7-3 Erhöhtes STAT1 in SLE-Lymphozyten korreliert mit Siglec-1 und SLEDAI Korrelation von 

STAT1-Expression in (A) CD20+CD27- naiven (P<0.0001, r=0.8766), CD20+CD27+ memory 

(P<0.0001, r=0.8556) und CD20lowCD27high (P<0.0001, r=0.9396) B-Zellen sowie (C) CD3+CD4- 

(p<0.0001, r=0,8455) und CD3+CD4+ (p=0.0001, r=0,8039) T-Zellen von SLE-Patienten (orange) und 

im Vergleich HD (schwarz) mit Siglec-1 (CD169) und (B+D) mit den jeweiligen SLEDAI-2K Werten. 

Spearman-Koeffizient (r) wurde ermittelt um Korrelationen zu detektieren. *P≤0.05, **P≤0.01, 

***P≤0.001, ****P≤0.0001. Modifizierte Abbildung aus Aue et al, Rheumatology (Oxford) 2020 [1] 
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Abb. 7-4 Gesteigerte pSTAT1-Aktivierung in SLE-Plasmablasten nach Stimulation mit IFNα 

PBMCs von 6 HD (schwarz) und 6 Patienten mit SLE (orange) wurden mit IFNα, IFNγ oder in 

Kombination für 5 Minuten inkubiert. (A) pSTAT1- oder (B) pSTAT3-Werte der unstimulierten Kontrollen 

(5 min RPMI) wurden von den stimulierten Proben subtrahiert, um den individuellen Anstieg der 

Phosphorylierung zu identifizieren. STAT1- und STAT3-Phosphorylierung in CD3+CD4–, CD3+CD4+, 

CD20+CD27–, CD20+CD27+, CD20lowCD27high und CD14+ Zellen wurde analysiert. Mann-Whitney-

Test. *P≤ 0.05, **P≤0.01. Modifizierte Abbildung aus Aue et al, Rheumatology (Oxford) 2020 [1] 

 

 

7.4 Reduzierter STAT1-Proteinanstieg nach 48h Inkubation mit IFN 

Um einen Langzeiteffekt von Typ I und II IFN auf B- und T-Zellen zu simulieren, wurden 

jeweils 6 PBMC-Proben von den bereits untersuchten HD und SLE-Patienten mit IFNα 

bzw. IFNγ und als Kontrolle mit Medium für 48 Stunden in Zellkultur inkubiert. Hierbei 

zeigte sich insbesondere in CD20+CD27- und CD20+CD27+ B-Zellen von Lupus-

Patienten im Vergleich zu gesunden Spendern eine Tendenz zu niedrigeren STAT1-

Proteinspiegeln nach IFN-Inkubation – trotz der initial erhöhten Expression (Abb. 7-6).  
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Abb. 7-5 Oberflächliche Expression von Interferonrezeptoren PBMCs der 6 HD und 6 SLE-

Patienten wurden vor Stimulation auf basale Expression der korrespondierenden IFN-Rezeptoren an 

der Oberfläche von B- und T-Zellen sowie Monozyten untersucht. IFNα- und IFNγ-Rezeptor (IFNAR, 

IFNGR). Keine signifikanten Unterschiede. Mann-Whitney-Test. Originalabbildung Aue et al, 

Rheumatology (Oxford) 2020 [1] 

 

 

 

Abb. 7-6 Langzeitinkubation von PBMCs mit Typ I und II IFN PBMCs von 6 HD und 6 SLE-Patienten 

wurden für 48h mit IFNα oder IFNγ inkubiert und B-Zellen auf deren STAT1 bzw. STAT3 

Proteinexpression untersucht. 0, Tag 1; 48, Mediumkontrolle; Mann-Whitney-Test, *P≤0.05, **P≤0.01, 

***P≤0.001, ****P≤0.0001. Originalabbildung aus Aue et al, Rheumatology (Oxford) 2020 [1] 
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In T-Zellen (Daten nicht angezeigt) waren diese Dynamiken zwischen den 

untersuchten Gruppen relativ vergleichbar. Die STAT3-Proteinlevel entwickelten sich 

in dieser Zellkulturstimulation zwischen SLE und HD ebenfalls ähnlich. Bei der Analyse 

von pSTAT1 und pSTAT3 zeigten sich in diesem experimentellen Setting insgesamt 

ähnliche Ergebnisse (Daten nicht angezeigt). 

 

In diesem Langzeitstimulations-Modell wurde auch die Siglec-1 (CD169) Expression 

auf CD14+ Monozyten nach 48 Stunden Inkubation mit IFN Typ I und II untersucht. 

Hierbei zeigte sich eine signifikant erhöhte Expression von Siglec-1 auf CD14+ Zellen 

von SLE-Patienten nach 48-stündiger Stimulation mit 5 ng/ml IFNα (Abb. 7-7). 
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Abb. 7-7 Siglec-1 Expression nach 48h Inkubation mit Typ I und II IFN PBMCs von 6 HD und 6 

SLE-Patienten wurden nach 48h Inkubation mit IFNα, IFNγ oder kombiniert nach Siglec-1 (CD169) 

Expression auf der Oberfläche von CD14+ Monozyten untersucht. Mann-Whitney Test. *P≤0.05. 

Eigene Abbildung von Originaldaten (kein Bestandteil der Publikation). 
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7.5 Pharmakologische Beeinflussung von STAT1 in vivo und in vitro 

Um zu demonstrieren wie und ob diese erhöhten intrazellulären STAT1-Spiegel 

pharmakologisch moduliert werden können, wurden B- und T-Zellen eines neu 

diagnostizierten und unbehandelten SLE-Patienten untersucht. Hierbei fand sich 

interessanterweise ein deutlicher Abfall der intrazellulären STAT1-Proteinlevel für alle  

untersuchten Zellpopulationen nach Stoßtherapie mit Prednisolon für zwei Tage mit  

jeweils 75 mg (Abb. 7-8). Glukokortikoide können also die STAT1-Expression 

reduzieren. 
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Abb. 7-8 STAT1-Reduktion unter Glukokortikoidgabe in vivo STAT1 in B- bzw. T-Zell- 

Subpopulationen eines erstdiagnostizierten, bisher nicht therapierten SLE-Patienten vor und nach 

Glukokortikoid-Stoßtherapie mit zwei Gaben von 75mg Prednisolon über 2 Tage. Modifizierte Abbildung 

aus Aue et al, Rheumatology (Oxford) 2020 [1] 

 

Als nächstes erfolgten Versuche auch in vitro die Proteingesamtexpression zu 

modulieren. Hierfür wurde Fludarabin, ein Zytostatikum das v.a. in der Chemotherapie 

bei Lymphomen eingesetzt wird, und dafür bekannt ist STAT1 zu inhibieren genutzt 
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[26]. Es wurde in einer Konzentration von 100 µM (Empfehlung des Herstellers) in 

Zellkultur eingesetzt und PBMCs von HD und SLE für 48 Stunden inkubiert.  

Hierbei zeigte sich eine Reduktion von STAT1 und STAT3 in B- und T-Zellen (Abb. 

7-9), wobei sich insgesamt auch deutlich die Zellzahl reduzierte (insb. CD27+ B-

Zellen). 
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Abb. 7-9 STAT1- und STAT3-Expression nach 48h Inkubation mit Fludarabin PBMCs von 4 HD 

und 4 SLE-Patienten wurden mit Fludarabin gelöst in DMSO (100µM) und nur DMSO (Kontrolle) für 48h 

in Zellkultur inkubiert. Eigene Abbildung von Originaldaten (kein Bestandteil der Publikation). 
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8 DISKUSSION 

 

Diese Studie untersuchte STAT1 und STAT3, welche im Kontext der sogenannten 

Interferonsignatur und den damit einhergehenden intrazellulären Signalwegen 

insbesondere bei SLE pathophysiologisch von Bedeutung erscheinen. Hierbei zeigten 

sich signifikant erhöhte Gesamtproteinspiegel von STAT1 in B- und T-Zellen von 

Patienten mit SLE im Vergleich zu den Kontrollgruppen mit RA und pSS sowie HD, 

während pSTAT1 nur in naiven B-Zellen erhöht war. Die Daten weisen auf den Einfluss 

von IFN und eine erhöhte transkriptionelle Aktivität von STAT1 in den Lymphozyten 

bei SLE hin. Keine Unterschiede ließen sich für STAT3 sowie pSTAT3 zwischen SLE 

und HD ableiten. 

 

Diese erhöhten STAT1-Werte korrelierten sowohl mit Siglec-1 (CD169), einem 

Biomarker und Surrogatparameter für IFN-Signatur auf CD14+ Monozyten und 

Indikator für Lupusaktivität, sowie mit dem klinischen Krankheitsaktivitätsscore 

SLEDAI-2K. Somit stehen die erhöhten STAT1-Spiegel in B-Zellen im Zusammenhang 

mit der SLE-Aktivität. 

 

Es fanden sich keine signifikant veränderten Werte bezüglich basaler STAT1-

Proteinexpression in den Lymphozyten von Patienten mit RA und pSS. Speziell bei 

pSS zeigte sich jedoch ein Patient mit erhöhtem Siglec-1, deutlicher Krankheitsaktivität 

und STAT1-Spiegeln weit über denen des Durchschnitts der restlichen Kohorte (Abb. 

7-2). Daher ist davon auszugehen, dass aufgrund der niedrigen Anzahl an 

untersuchten pSS-Patienten in dieser Studie und im Speziellen derer mit deutlicher 

IFN Typ I Signatur, weitere diesbezügliche Analysen erforderlich sind. 

 

In funktionellen Untersuchungen konnte zudem demonstriert werden, wie sich STAT1 

in B- und T-Zellen sowie Monozyten von Patienten mit SLE nach Stimulation mit Typ I 

und II IFN verändert. Hierbei zeigte sich erstmalig beschrieben eine gesteigerte 

pSTAT1-Aktivierung nach kurzzeitigem Stimulus mit IFNα in Plasmablasten (CD20low 

CD27high) von SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden. Dieser 

Zusammenhang kann als weiterer Beleg für eine Verbindung aus den wichtigen 

pathophysiologischen Komponenten einer gesteigerten IFN-Signatur, gestörter B-
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zellulärer Funktion und Plasmazellhyperaktivität und damit einhergehender erhöhter 

(Auto-)Antikörper Produktion gesehen werden.  

 

IFNγ, das bekannter Weise insbesondere einen starken stimulierenden Effekt auf 

Monozyten hat [25], bewirkte signifikant gesteigerte Phosphorylierung von STAT1 in 

CD14+ Zellen von Lupus-Patienten. 

 

In den Langzeitinkubationen mit IFNα und IFNγ für 48 Stunden zeigte sich in Lupus B- 

und T-Zellen eine Tendenz zu reduzierten STAT1-Proteinspiegeln - trotz der initial 

erhöhten Expression. Dies könnte einerseits mit einem Sättigungseffekt aufgrund der 

bekannt erhöhten IFN-Spiegel im Serum von Lupus-Patienten [27] zusammenhängen, 

andererseits jedoch auch mit einem neu observierten sogenannten Post-

Aktivierungszustand der Zellen, der insbesondere in SLE-B-Zellen im Zusammenhang 

mit einigen zellulären Signalwegen beobachtet wird [28–30]. 

 

Insgesamt unterstützen diese Daten die bedeutende pathophysiologische Rolle von 

IFN und damit einhergehend veränderter JAK-STAT Signaltransduktion in Lupus. 

Gleichzeitig offenbaren sie potentiell erfolgsversprechende therapeutische Targets in 

Zeiten moderner Möglichkeiten der Immunmodulation durch Biologika. Die Inhibition 

von JAK-Kinasen [31] und das Blocken des IFNAR [17] konnte in ersten Studien 

primäre Endpunkte erreichen. STAT-Proteine und andere transkriptomregulierende 

Moleküle wie Interferonregulationsfaktoren sollten hinsichtlich weiterer 

mechanistischer Ziele und Möglichkeiten für therapeutische Angriffspunkte untersucht 

werden. STAT1 bietet darüber hinaus Möglichkeiten des Einsatzes als Response-

Biomarker, um Patienten zu detektieren, die für solche Therapien mit womöglich 

hohem Ansprechen in Frage kommen. 
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Abb. 10-1 Kinetikkurven für Kurzzeitstimulation mit IFNα anhand PBMCs eines HD. CD3+CD4-, 

CD3+CD4+, CD20+CD27- (Naive B-Zellen), CD20+CD27+ (Memory B-Zellen) und CD20lowCD27high 

(Plasmablasten, PB) Zellen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0, 2, 5, 8, 15, 30 min) mit IFNα 

mit einer Konzentration von 10 ng/ml (schwarz), 100 ng/ml (blau), 200 ng/ml (orange) inkubiert. Eigene 

Abbildung von Originaldaten (kein Bestandteil der Publikation).                                                              
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Abb. 10-2 Kinetikkurven für Kurzzeitstimulation mit IFNγ anhand PBMCs eines HD. CD3+CD4-, 

CD3+CD4+, CD20+CD27- (Naive B-Zellen), CD20+CD27+ (Memory B-Zellen) und CD20lowCD27high 

(Plasmablasten, PB) Zellen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0, 2, 5, 8, 15, 30 min) mit IFNγ 

mit einer Konzentration von 10 ng/ml (schwarz), 100 ng/ml (blau), 1000 ng/ml (orange) inkubiert. Eigene 

Abbildung von Originaldaten (kein Bestandteil der Publikation). 
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Abb. 10-3 Etablierung IFN-Langzeitinkubation Hier erfolgte die Inkubation von PBMCs eines HD für 

24h oder 48h mit IFNα oder IFNγ in unterschiedlichen Konzentrationen (5 oder 10 ng/ml) um geeignete 

Zeitpunkte und Konzentrationen für die Analyse von Siglec-1 in CD14+ Monozyten und STAT1 in B-

Zellen (Naive: CD20+CD27-, Memory: CD20+CD27+) zu ermitteln. Eigene Abbildung von Originaldaten 

(kein Bestandteil der Publikation). 
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