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Zusammenfassung

IFN-o nimmt in der Pathogenese des systemischen Lupus erythematodes (SLE) eine
Schliisselrolle ein und wird daher als therapeutisches Ziel avisiert. Zielstellung dieser Arbeit
war es, einen Interferon-Surrogatmarker zu etablieren, der die Krankheitsaktivitit und die
Wirkung neuer IFN-suppressiver Therapien bei SLE-Patienten widerspiegelt.

Mithilfe der Affymetrix GeneChip Technologie wurden genomweite differentielle
Genexpressionsanalysen hoch aufgereinigter Blutmonozyten von 9 SLE-Patienten und 8
Normalspendern erstellt. Siglec-1 (Sialoadhesin, CD169), ein Interferon-induziertes
Adhisionsmolekiil, wurde ausgewihlt und in der Durchflusszytometrie auf inflammatorischen
und residenten Blutmonozyten bei 52 SLE-Patienten und 38 Kontrollen als Interferon-
Surrogatmarker beurteilt.

Blutmonozyten weisen eine prominente IFN-Signatur in der differentiellen
Genexpressionsanalyse beim SLE auf. Siglec-1 wurde als das am stidrksten hochregulierte
IFN-induzierte Oberflichenprotein identifiziert. Der Prozentsatz Siglec-1 positiver
(exprimierender) Monozytensubtypen korrelierte mit der Krankheitsaktivitit (SLEDAI) und
mit dem Komplementverbrauch von C3 und C4. Die Hohe der Anti-dsDNA-Antikorpertiter
korrelierte dagegen nur mit dem Prozentsatz Siglec-1 positiver residenter, nicht aber dem der
inflammatorischen Monozyten. Eine drastische Reduktion von Siglec-1 auf beiden
Monozytensubpopulationen  konnte  beispielhaft durch  die @ Gabe  ultrahoher
Glukokortikoiddosen bei vier aktiven SLE Patienten gezeigt werden.

Erstmals konnte durch die Kombination von Zellseparation und Genexpressionsanalysen das
monozytire Adhédsionsmolekiil Siglec-1 als Biomarker beim SLE identifiziert werden. Siglec-
1 wurde auf Proteinebene mittels Durchflusszytometrie als IFN-induzierter Aktivitdtsmarker
validiert und konnte zukiinftig helfen, unter IFN-inhibitorischen Therapien individualisierte

Dosisanpassungen vorzunehmen.
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1 Einleitung
Der systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine chronische, in Schiiben verlaufende
Autoimmunerkrankung, die zu den systemischen Bindegewebskrankheiten gezihlt wird und
vornehmlich junge Frauen im gebédhrfahigen Alter betrifft.
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten in den letzten Jahren prominente Typ I Interferon-
Signaturen im Blut, in entziindeten Gelenken, der Haut und in den Nieren bei SLE-Patienten
nachweisen '. Die Serumspiegel von IFN-a korrelieren zudem mit der Krankheitsaktivitiit,
dem Komplementverbrauch und den Antikorpertitern gegen doppelstringige DNA °.
Dementsprechend wurde Typ 1 Interferon als neues therapeutisches Ziel avisiert. Die
Inhibition eines aktivierten IFN-Systems ist bei SLE-Patienten bisher nur fiir ultrahohe
Glukokortikoidgaben bewiesen ', bei Hydroxychloroquin und Immunglobulinen ist diese
Wirkung zumindest indirekt belegt °. Neuere therapeutische Ansatzpunkte beinhalten unter
anderem monoklonale Antikorper gegen IFN-a (MEDI-545) oder
Signaltransduktioninhibitoren wie KN-93 *.
Monozyten / Makrophagen tragen zur Pathogenese mit einer erhohten Apoptoserate, einer
Phagozytoseschwiche und der IFN-o -abhingigen Reifung zu Autoantigen-prisentierenden
dendritischen Zellen entscheidend bei °. Dabei wurde bisher in den Untersuchungen an SLE-
Monozyten nicht zwischen den zwei im Blut existierenden Monozytensubtypen
unterschieden. Zum einen existieren CD14"/CD16  inflammatorische Monozyten, die das
Blut als Vehikel in Entziindungsregionen benutzen und zum anderen CD14"/CD16" residente
Monozyten, die die Gewebemakrophagen des Blutes darstellen.
Wir verglichen erstmals in einer Studie genomweite Genexpressionsanalysen von hochreinen
und schonend isolierten CD14" Blutmonozyten von 9 aktiven SLE-Patienten und 8 passenden

gesunden Kontrollen mit dem Ziel:

1. die unterschiedliche Genexpression zu definieren,
2. einen neuen Krankheitsmarker zu identifizieren

3. und diesen auf beiden Monozytensubpopulationen zu validieren.



2 Material und Methoden

Die Details beziiglich der untersuchten Patienten, der Erstellung der Monozytentranskriptome
und den verwendeten Filterkriterien zur Identifikation differentiell regulierter Transkripte
finden sich in der Originalpublikation iiber Siglec-1 °.

Durchflusszytometrie:

Ausgehend von 4 ml EDTA-Blut wurde die Erythrozyten-bereinigte Leukozytenfraktion
durch Erythrozytenlyse (EL-Puffer; Quiagen, GmbH, Hilden) und zweimaligem Waschen mit
SmM EDTA -versetztem PBS-Puffer (Sigma, Miinchen, Deutschland) gewonnen. Fiir die
Siglec-1 Firbung wurde der Anti-Siglec-1 (CD169) Klon HSN 7D2 (Abcam, Cambridge,
GroB3britannien) verwendet. Ein FITC-konjugierter F(ab”), Anti-Maus IgG (Dianova,
Hamburg, Germany) wurde als Sekundirantikorper benutzt. Mit Immunglobulinen von der
Maus (Dianova) wurden unspezifische Bindungsstellen geblockt, bevor erneut mit den
Zelllinien-spezifischen, direkt-markierten Antikdrpern inkubiert wurde. Danach wurden PE-
konjugierter Anti-CD14- (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) und APC-Cy7-
konjugierter Anti-CD16- Antikorper fiir Farbung der Monoyztensubpopulationen hinzu
gegeben. Die Proben wurden an einem Multiparameter-Zytometer (LSRII; Becton Dickinson)
gemessen und die Siglec-1" inflammatorischen und Siglec-1" residenten Monozyten nach
entsprechendem ,,Gating* erfasst und der Prozentsatz Siglec-1" Monoyzten berechnet.
Statistik:

Die differentiell regulierten Transktipte wurde mit Hilfe der SIPAGENE-Datenbank

(www.bioretis-analysis.de/sipagene) und den dortigen Standardfilterkriterien aus den

eingelesenen Monozytentranskriptomen identifiziert. Analog wurde mit den fremden
Datensédtzen von Dhodapkar et al. zur Definition der Typ I Interferon-Signatur verfahren. Die
Clusteranalysen und die Darstellung der Genexpressionsdaten erfolgten mit Genesis V1.8.2.
Die statistischen Auswertungen von Siglec-1 und den klinischen Parametern wurde mit
GraphPad Prism 4 durchgefiihrt. Die Ergebnisse waren signifikant ab einem P-Wert < 0,05.
Fir die Korrelationsanalysen wurde jeweils der Pearson’sche Korrelationskoeffizient

berechnet.



3 Ergebnisse
3.1 Die Typ I Interferonsignatur in SLE-Monozyten
Der Vergleich der Monoyztentranskriptome von 9 SLE-Patienten und 8 gesunden
Normalspendern erbrachte, dass 96 % der mehr als dreifach hoch regulierten Transkripte

durch Typ I Interferon induziert waren.
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Abbildung 1: Typ I Interferonsignatur in mit IFNa-inkubierten kultivierten von Monozyten
abstammenden Dendritischen Zellen (links) (Dhodapkar et al.) und ex vivo separierten CD14"
Monozyten von Patienten mit SLE im Vergleich zu Normalspendern (ND) (rechts). In der
rechten Signatur sind alle Typ I IFN-induzierten Transkripte mit einem Fold Change (FC) > 3
bei 9 x SLE (w:m=7:2) versus 8 x ND (w:m=6:2) dargestellt. Die 31 identifizierten
Transkripte sind absteigend nach dem FC sortiert. Die Patienten SLE 1, SLE 7 und alle

Normalspender wiesen keine Typ I Interferonsignatur auf.

Eine exakte Definition der Typ I IFN-Signatur in Monozyten (Abbildung 1) gelang durch den

Vergleich mit den frei zugédnglichen Transkriptomdaten von Dodapkar et al., welche



Monozyten inkubierten und die Transkriptome mit dem Affymetrix HG-U133 Plus 2
GeneChip vor und nach einer Inkubation durch Interferon-a verglichen .

Die Grofle der Typ I Interferonsignatur in den SLE-Monozyten variiert naturgeméfl nach den
zugrunde liegenden Filterkriterien fiir die gewiinschte Transkriptomanalyse. Bei einem FC > 3
bestand die Typ I Interferon-Signatur aus 31 Transkripten. Sialic acid binding Ig-like lectin 1
(Siglec-1, Sialoadhesin, CD169) war dasjenige fiir ein Oberflichenprotein kodierende
Transkript, welches am stirksten durch Typ I IFN in Monozyten beim SLE induziert war.
Daher wurde Siglec-1 ausgewihlt, um es als Interferon-surrogatmarker in der
Durchflusszytometrie auf inflammatorischen und residenten Monozyten zu validieren und den

moglichen klinischen Informationsgehalt bei Patienten mit SLE zu bestimmen.

3.2  Induktion von Siglec-1 durch IFN-alpha
Vor der geplanten Validierung von Siglec-1 wurde unabhéngig gepriift, ob Siglec-1 tatsédchlich
durch IFN (hier IFN-02a) induziert wird. Bei einer neu diagnostizierten Patientin mit der
Erdheim-Chester-Erkrankung wurde vor Therapiebeginn mit IFN-a2a und nach 9 Tagen die
Siglec-1-Expression auf sowohl inflammatorischen als auch residenten Monozyten in der
Durchflusszytometrie bestimmt. Die Patientin erhielt drei mal wochentlich 3x1076
internationale Einheiten IFN-02a. Die Frequenz Siglec-1" inflammatorischer Monozyten stieg
von 15,3 % vor Therapie auf 93,5 % und die Frequenz Siglec-1" residenter Monozyten von
5,1 % auf 57,4 % innerhalb der 9 Tage an. Wie bereits aus der Analyse der
Genexpressionsdaten und auch der Literatur bekannt, wird Siglec-1 durch IFN-a induziert .
Aufgrund der unterschiedlichen Streulichteigenschaften von Granulozyten, Monozyten und
Lymphozyten konnte zudem gezeigt werden, dass Siglec-1, wie ebenfalls in der Literatur vor

beschrieben ®, im Blut ausschlieBlich auf Monozyten exprimiert wird (Daten nicht gezeigt).

3.3  Siglec-1 zeigt die Aktivierung des Typ I Interferonsystems an

Im Weiteren wurden der Prozentsatz Siglec-1" inflammatorischer und residenter Monozyten
in 52 SLE-Patienten und 38 passenden Normalspendern gemessen und verglichen. Siglec-1
war im Durchschnitt bei den SLE Patienten im Vergleich zu den Normalspendern auf
inflammatorischen Monozyten um den Faktor 3 und auf residenten Monozyten um den Faktor
4 erhoht (Abbildung 2). Der Nachweis einer Uberexpression von Siglec-1 auf beiden
Subpopulationen zeigt, dass sowohl inflammatorische als auch residente Monozyten beim
SLE zu der vorab identifizierten Interferonsignatur beitragen.

Basierend auf den vorliegenden Messwerten war es moglich, eine Indikatorgrenze zu



berechnen, ab der von einer Aktivierung des Typ I Interferon-Systems in dem untersuchten
Kollektiv und mit der verwendeten Methodik ausgegangen werden kann. Da die Streuung der
Expression von Siglec-1 bei den Normalspendern deutlich geringer auf den residenten
Monozyten (Varianz = 56,7; Variationskoeffizient =79,6) als auf den inflammatorischen
Monozyten (Varianz = 452,9; Variationskoeffizient = 108,3) war, wurden die Siglec-1-Werte
der residenten Monozyten benutzt, um jene gesuchte Indikatorgrenze zu berechnen. Berechnet
man fiir die Normalspender den Durchschnitt der Siglec-1-Werte auf residenten Monozyten
(D = 9,46 %) und addiert dazu die zweifache Standardabweichung (2xSD = 15,04 %), so
erhilt man eine Indikatorgrenze von 24,5 % fiir das Vorliegen eines aktivierten I[FN-Systems
oder das Vorhandensein erhohter Typ I Interferon-Spiegel der Patienten im Vergleich zum

untersuchten Kontrollkollektiv.
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Abbildung 2: Prozentualer Anteil Siglec-1" inflammatorischer und residenter Monozyten
bei Normalspendern und SLE-Patienten. Der Prozentsatz an Siglec-1" inflammatorischen
Monozyten war in der Mehrheit der SLE-Patienten (D, = 63,3 %; SD = + 30,8 %) im
Vergleich zu Normalspendern (D = 19,6 %; SD = + 21,3 %) hoch reguliert. Ebenso war der
Prozentsatz an Siglec-1" residenten Monozyten bei den SLE-Patienten (D, = 38,0 %; SD = +
24,04 %) im Vergleich zu Normalspendern (D, = 9,5 %; SD = £+ 7,5 %) erhoht. Die p-Werte
wurden mit dem t-Test fiir unabhéngige Stichproben berechnet. Eine Grenzwert von Siglec-1
> 24,5 % wurde berechnet, um eine Aktivierung des Typ I Interferon Systems anzuzeigen

(siehe gestrichelte Linie).



Wendet man diesen Schwellenwert von ~ 25 % Siglec-1" residenter Monozyten fiir die
analysierten SLE-Patienten und Normalspender an, so wiesen 31 von 47 (entspricht 65,6 %)
SLE Patienten zum Zeitpunkt der Blutentnahme ein aktiviertes Interferonsystem auf. Im
Vergleich dazu wiesen nur 2 von 38 (entspricht 5,3 %) der Normalspender ein (anscheinend

nur schwach) aktiviertes Interferonsystem auf (Abbildung 2).

3.4  Korrelation mit klinischen Parametern
IFN-Scores, bestehend aus verschiedenen IFN- induzierten Transkripten, korrelieren beim
SLE mit der Krankheitsaktivitiat gemessen am SLEDAI und dem Komplementverbrauch von
C3 und C4, nicht aber mit Anti-dsDNA-Antikorpertitern *'°.
In der vorliegenden Arbeit wurden die Korrelationen der Siglec-1-Expression auf beiden
Monozytensubpopulationen mit der Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG),
Leukozytenanzahl, C3, C4, SLEDAI und Anti-dsDNA-Antikorpertitern untersucht. Von 25
SLE-Patienten wurde der vollstindige SLEDAI erhoben. Bei 2 dieser Patienten konnten in
der Durchflusszytometrie nicht ausreichend residente Monozyten (> 2000 Zellen) erfasst
werden, so dass diese beiden Patienten aus der Analyse fiir residente Monozyten
ausgeschlossen wurden. Die Ergebnisse der Korrelation von Siglec-1 mit dem SLEDAI, C3
und Anti-dsDNA-Antikorpertitern sind in (Abbildung 3) dargestellt. Aulerdem ergab sich,
dass der Prozentsatz an Siglec-1" inflammatorischen Monozyten negativ mit einer Leukopenie
r = -036; p = 0,029 und C4 (r = -047;, p = 0,019), positiv mit der
Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit (r = 0,36; p = 0,029), nicht aber mit dem C-
reaktiven Protein (CRP) (r = 0,21; p = 0,20) korrelierte.
Im direkten Vergleich korrelierte der Prozentsatz an Siglec-1" residenten Monozyten negativ
mit Komplementfaktor C4 (r = -0,44; p = 0,045), positiv mit der BSG (r = 0,36; p = 0,045),
nicht aber mit CRP (r = 0,05; p = 0,78) oder einer Leukopenie (r=-0,19; p =0,27).
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Abbildung 3: Korrelation von Siglec-1 mit dem SLEDAI, C3 und Anti-dsDNA-
Antikorpertitern. Der Pearson’sche Korrelationskoeffizient wurde fiir SLEDAI, C3 und dem
Anti-dsDNA-Antikorpertiter berechnet. Bei den Antikorpertitern sind die Werte auf der
Abszisse als Log2-Werte angegeben, um eine bessere optische Darstellung der Einzelpunke
zu gewihrleisten. Der Prozentsatz an Siglec-1" Monozytensubpoulationen korrelierte positiv
mit dem SLEDAI und negativ mit der Menge an Komplementfaktor C3. Nur Siglec-1"
residente Monozyten korrelierten im Gegensatz zu Siglec-1" inflammatorische Monozyten

hochgradig und signifikant mit Anti-dsDNA-Antikorpertitern.



3.5  Therapieiiberwachung mittels Siglec-1

Der Einsatz von ultrahohen Glukokortikoiddosen hat die Therapie bei hochaktiven
Verlaufsformen des SLE verbessert. AuBler bei den ebenfalls IFN-inhibitorischen
Immunglobulinen ist bisher bei keinem anderen Medikament ein derart zeitnahes
Therapieansprechen klinisch zu beobachten. Bennett et al. zeigten bereits im Jahre 2003, dass
Glukokortikoide in der Lage sind die Interferonsignatur in Blutzellen auszuloschen .

Um zu iiberpriifen, ob auch Siglec-1 die Inhibition von Interferon anzeigen kann, wurde bei 4
hochaktiven SLE-Patienten Siglec-1 vor Therapiebeginn (Tag 0) und unter Therapie (Tag 7)

mit ultrahohen Glukokortikoiddosen gemessen.
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Abbildung 4: Suppression von Siglec-1 durch Hochdosisglukokortikoide. Alle Patientinnen
(SLEDALI 14 bis 22) erhielten fiir 3 Tage 750 mg Urbason und fiir 3 Tage 500 mg Urbason

intravenos.

Bei den 4 im Verlauf gemessenen SLE-Patienten fiihrte die Gabe von ultrahohem Urbason
innerhalb von 7 Tagen zu einer deutlichen Reduktion von Siglec-1 mit Unterschreitung der
Indikatorgrenze fiir ein aktiviertes IFN System von 24,5 % Siglec-1" residenter Monozyten
(Abbildung 4).

Die Suppression von zuvor erhohten Siglec-1-Werten durch ultrahohe Glukokortikoidgaben
zeigt damit die Wirkung einer IFN-suppressiven Therapie auf beiden untersuchten

Subpopulationen zeitnah auf.



4 Diskussion
4.1 Die Typ I Interferon-Signatur in SLE-Monozyten

Bei 7 aktiven SLE-Patienten konnte eine Typ I Interferon-Signatur in Monozyten
nachgewiesen werden. Alle Normalspender und 2 inaktive Patienten wiesen hingegen keine
Interferonsignatur auf. Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit dem Nachweis von
Typ I Interferon-Signaturen im Blut von SLE-Patienten '. Erstmals wurde in dieser Arbeit
jedoch eine rein zellspezifische Interferonsignatur beim SLE beschrieben. Fiir eine exakte
Analyse war dabei der Vergleich von Gruppen mit gleicher Geschlechtsverteilung von
Bedeutung, da sich bereits die Monozytentranskriptome von gesunden Minnern und Frauen
signifikant unterscheiden (Daten nicht gezeigt). Die hier beschriebene Interferonsignatur in
Monozyten unterscheidet sich von den bisher beschriebenen Interferonsignaturen durch den
erstmaligen Nachweis von stark hoch regulierten Transkripten wie zum Beispiel SIGLEC-1,
USP18, IFITM1, RSAD2, HESXI, was letztlich den Nutzen und die Wertigkeit der
Kombination von Zellsortierung und Genexpressionsanalytik unterstreicht.

Aktuell ist ein Vergleich von Interferonsignaturen zum Beispiel bei verschiedenen
Krankheitsentititen (z.B. progressive systemische Sklerose, Virusinfekten, SLE), zwischen
ménnlichen und weiblichen SLE-Patienten oder aber auch inflammatorischen und residenten

Monozyten zur Identifikation moglicher Unterschiede noch nicht méglich.

4.2  Siglec-1 als Indikator fiir ein aktiviertes IFN-System beim SLE

Bei den residenten Monozyten der Normalspender war die Messwertstreuung fiir Siglec-1
niedriger als auf den inflammatorischen Monozyten, so dass diese ausgewihlt wurden, um
eine Aktivierung des Interferonsystems anzuzeigen. Die Ursachen fiir diese geringere
Streuung der Siglec-1 Expression auf inflammatorischen Monozyten sind unbekannt. Méglich
ist, dass die im direkten Vergleich weniger differenzierten inflammatorischen Monozyten
sensitiver auf @u3ere Einfliisse wie zum Beispiel IFN-a reagieren.

Basierend auf dem errechneten Schwellenwert von ~ 25 % Siglec-1" residenter Monozyten,
wiesen zwei Drittel der untersuchten SLE-Patienten eine Aktivierung des IFN-Systems auf.
Damit konnte exemplarisch die Identifikation derjenigen Patientengruppe gezeigt werden, die
von neuartigen IFN-suppressiven Therapien zukiinftig profitieren konnte. Die Siglec-1-Werte
sollten jedoch immer im Zusammenhang mit der Klinik des Patienten interpretiert werden
miissen, denn auch Viren, einige Bakterien und mutmallich auch Medikamente (z.B.

Infliximab) konnen zu einer Hochregulation von Siglec-1 fiihren.



4.3  Siglec-1 als Biomarker fiir Krankheitsaktivitit beim SLE

Aus verschiedenen IFN-induzierbaren Transkripten bildeten Feng et al. (OAS1, LY6E, OASL,
MX1, ISG15) und Kirou et al. (PRKR, IFIT1, IFI44) sogenannte IFN-Scores, die dann in
PCR-Analysen aus Vollblut gemessen und mit klinischen Parametern korreliert wurden *'°.
Diese IFN-Scores korrelierten mit dem SLEDAI und dem Komplementverbrauch, allerdings
nicht mit der Bildung von Anti-dsDNA-Autoantikdrpern. Bereits sechs Jahre vorher konnte in
einer damals noch wenig beachteten Arbeit durch Bengtsson et al. gezeigt werden, dass die
reinen IFN-alpha-Spiegel im Blut von SLE-Patienten auch mit der Titerhohe der Anti-
dsDNA-Antikorper korrelieren .

Die hier erstellten Korrelationen der Expression von Siglec-1 auf beiden
Monozytensubpopulationen zeigte, dass die Siglec-1" inflammatorischen Monozyten etwas
besser mit dem Komplementverbrauch von C3 und C4 und einer Leukopenie korrelieren.
Siglec-1" residente Monozyten korrelierten hingegen stirker mit dem SLEDAI und exklusiv
oder ausschlieBlich mit den Anti-dsDNA-Antikorpertitern. Im Gegensatz zu den in der
Literatur beschriebenen IFN-Scores korrelierten somit die Siglec-1" residenten Monozyten
auch mit der Titerhohe an Anti-dsDNA-Antikorpern. Dieser Zusammenhang ist vor allem im
Wissen um die Arbeit von Blanco et al. interessant. Demnach differenzieren einige
Blutmonozyten unter dem Einfluss von IFN-alpha zu hochaktiven Antigen-prisentiertenden
Zellen °. Die hohe Korrelation der Siglec-1-Expression auf CD14*/CD16" Monozyten mit den
Anti-dsDNA-Antikorpertitern ldsst zumindest die Vermutung zu, dass die IFN-abhéngige DC-
Differenzierung in vivo zum einen eher fiir residente Monozyten zutrifft und zum anderen eng
mit der Bildung von Anti-dsDNA-Autoantikorpern assoziiert ist. In Einklang mit dieser These
ist, dass residente Monozyten eher in Antigen-priasentierende Zellen differenzieren als

inflammatorische Monozyten .

Siglec-1 hat zudem eine essentielle Rolle in der
Antigenprisentation inne. So ist es in der Lage mit CD43 auf T-Zellen zu interagieren '* und
alleine durch eine Antikorperblockade von Siglec-1 konnte die Graft-versus-Leukidmie-
Reaktion in einem entsprechenden Mausmodell unterbunden werden . Alle diese Hinweise
legen nahe, dass mit den CD14"/CD16%/Siglec-1* Monozyten erstmals Vorldufer von
Autoantigen-priasentierenden Zellen beim SLE ex vivo erfasst wurden, die zur Bildung von

Anti-dsDNA-Autoantikdrpern beitragen.
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4.4  Siglec-1 reflektiert die Wirkung von IFN-Inhibitoren

Die Gabe ultrahoher Glukokortikoiddosen bewirkt eine Unterdriickung IFN-induzierter
Transkripte wie in Genexpressionsanalysen von PBMC’s durch Bennett et al. gezeigt werden
konnte '. Die grundlegenden Mechanismen dieser Glukokortikoidwirkung sind unbekannt.
Eine mogliche Erklarung ist, dass die Glukokortikoide die Differenzierung der
plasmazytoiden dendritischen Zellen inhibieren und deren Apoptose beschleunigen. Genauso
kommen aber auch suppressive genomische Effekte der Glukokortikoide in Betracht.
Aufgrund der enormen Pleiotropie von Glukokortikoiden ist jedoch anzunehmen, dass
mehrere Mechanismen zu der IFN-inhibitorischen Wirkung beitragen.

Fiir die bereits beschriebenen, mittels PCR validierten IFN-Scores wurde die Inhibition durch
Glukokortikoide nicht untersucht *'°. In der vorliegenden Arbeit konnte bei 4 aktiven SLE
Patienten zusitzlich gezeigt werden, dass Siglec-1 durch ultrahohe Glukokortikoidgaben auf
beiden Monozytensubpopulationen supprimiert wird. Damit ist Siglec-1 in der Lage die IFN-
unterdriickende Wirkung einer Medikation aufzuzeigen. Dies ist wichtig, um das Ansprechen
einer neuen IFN-suppressiven Therapie beurteilen zu konnen, denn nach Hua et al. ist die Typ
I IFN-Signatur in nur 90% der Fille durch zirkulierendes IFN-a bedingt '*. Dies wiirde
bedeuten, dass 10% aller SLE-Patienten nicht auf die Gabe von in der Erprobung befindlicher
Antikorper gegen IFN-o (MEDI-545) ansprechen werden. Dieser Umstand konnte neben dem
zu erwartenden fehlenden klinischen Ansprechen auch anhand von Siglec-1 dokumentiert
beziehungsweise frithzeitiger erfasst werden.

Im klinischen Alltag findet in der Betreuung von SLE Patienten ein stindiges Abwigen
zwischen dem Ausmal an (nebenwirkungsbehafteter) Immunsuppression und dem Risiko fiir
eine Zunahme der Krankheitsaktivitdt statt. Hier konnte Siglec-1 als zusitzlicher
Laborparameter moglicherweise dem behandelnden Arzt in Zukunft helfen, eine optimale
Behandlung zwischen minimaler Inhibition des Interferonsystems (z. B. durch
Glukokortikoide, Hydroxychloroquin oder MEDI-545) und gleichzeitiger Vermeidung von
Krankheitsschiiben im Verlauf zu realisieren. Die langfristige Suppression des IFN-Systems
birgt aber mutmaBlich auch die Risiken einer erhohten Tumorinzidens und von protrahierten
viralen oder bakteriellen Infektionen in sich . Diese Risiken konnten durch Vermeidung
einer zu starken Unterdriickung von IFN minimiert werden. Ob die Expression von Siglec-1
auf residenten Monozyten die Uberdosierung neuer IFN-inhibierender Medikamente anzeigen
kann, ist aktuell jedoch noch unklar. Grundsitzlich wiren individuelle Dosisanpassungen mit
Hilfe von Siglec-1 dhnlich der Marcumarisierung zur Quickeinstellung moglich, wobei der

therapeutische Zielbereich noch in groer angelegten Studien exakt definiert werden miisste.
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4.5  Methodenvergleich mit anderen Interferon-Surrogatmarkern

Fiir die Evaluationen der IFN-Scores durch Feng et al. und Kirou et al. wurden jeweils 2x
1076 Leukozyten separiert und dann mittels quantitativer RT-PCR die Transkriptmenge der
entsprechenden Interferon-Surrogatmarker bestimmt. Diese Methodik besitzt schwerwiegende
Nachteile, die kurz erldutert werden sollen. Zum einen ist nicht bekannt, welche im Blut
zirkulierenden Zellen die speziellen IFN-induzierten Transkripte exprimieren und mit welchen
relativen Beitrag. Zum anderen sind eine Lymphopenie, Leukopenie oder auch eine
Monozytopenie typische Blutbildbefunde beim SLE, die unter anderem in Abhingigkeit vom
Aktivitdtszustand eines Patienten variieren konnen.

Entwickelt beispielsweise ein SLE-Patient einen Schub mit Leukopenie oder Lymphopenie,
so dndert dies die Blut- und Leukozytenzusammensetzung wesentlich. Dies kann
irrtimlicherweise dazu fiithren, dass ein hochaktiver SLE-Patient mit Blut-/Knochenmark-
Beteiligung einen (falsch) niedrigen IFN-Score aufweist, da diejenigen Zellen die mit ihren
IFN-induzierten Transkripten zum IFN-Score am meisten beitragen, in ihrer Anzahl absolut
reduziert sind. Ein anderer Patient oder der gleiche Patient zu einem anderen Zeitpunkt wiirde
bei einer geringeren Aktivierung des IFN-Systems aber einer entsprechend hoheren Anzahl
derjenigen Zellen, die die IFN-induzierte Transkripte exprimieren, dann einen (falsch) hohen
IFN-Score aufweisen. Eine zellspezifische Erfassung IFN-induzierter Transkripte wire die
Methode der Wahl. Genau diese notwendige Bedingung erfiillt die Siglec-1-
Expressionsanalyse auf Monozyten in der Durchflusszytometrie.

Alle Interferon-Surrogatmarker wurden bisher nur in Querschnittsstudien evaluiert. In der
klinischen Praxis hingegen ist die Beurteilung der Patienten im zeitlichen Verlauf von oberster
Bedeutung. Auch in diesem Fall wird die zellspezifische Erfassung IFN-induzierter
Transkripte notwendig sein, um wissenschaftlich korrekt die folgerichtige Frage beantworten
zu konnen, ob die Interferon-Surrogatmarker auch longitudinal mit der Krankheitsaktivitit
korrelieren oder sogar Krankheitsschiibe vorhersagen konnen. Gleichsam sollte fiir diese
Fragestellungen der differentielle Krankheitsaktivitidtsindex der Britisch Isle Lupus
Assessment Group (BILAG) benutzt werden, da mit diesem Verdnderungen der

Krankheitsaktivitit genauer erfassbar sind als mit dem SLEDALI
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