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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Systemischer Lupus Erythematodes

Der Systemische Lupus Erythemodes (SLE) ist eine Autoimmunerkrankung, die zu dem
Formenkreis der Kollagenosen (entziindliche Bindegewebserkrankungen) gezahlt wird. Diese
systemisch verlaufende Erkrankung kann eine Anzahl verschiedener Organe betreffen, wodurch
es zu einer Vielzahl an unterschiedlichen Symptomen und Erscheinungsformen kommt. Der SLE
ist eine chronische Erkrankung, die lebensbedrohlich verlaufen kann, wenn wichtige Organe

betroffen sind.

1.1.1 Epidemiologie

Menschen beider Geschlechter, jeden Alters und aller ethnischer Gruppen kdnnen von einem
SLE betroffen sein. Zu 90 % sind jedoch Frauen im gebéarfahigen Alter erkrankt. So wird die
Spitze des Erkrankungsalters zwischen 17 und 40 Jahren angegeben [1]. Interessanterweise
scheint das Erkrankungsalter in Entwicklungslandern niedriger zu sein, was womaoglich auf die
dortige geringere Lebenserwartung zuriickzufiihren ist [2]. Aktuelle Studien geben eine
Inzidenzrate von 1-10 Neuerkrankten pro 100.000 Menschen pro Jahr an sowie Prévalenzraten
von 20-70 pro 100.000 Einwohner [2-8]. Uber die letzten 50-60 Jahre ist ein Anstieg der
Inzidenzrate um mehr als das 10fache zu verzeichnen [9].

Die hochste Prévalenz unter den ethnischen Gruppen tritt bei Afroamerikanern und bei in
industrialisierten Landern lebenden Asiaten auf. Interessanterweise lassen sich in Westafrika
nicht vergleichbar hohe Prévalenzraten finden [10]. Dies mag einerseits darauf hinweisen, dass
neben genetischen auch Umweltfaktoren in der Atiologie des SLE eine Rolle spielen und
andererseits, dass einfache diagnostische Mdglichkeiten in Entwicklungslandern nicht zur
Verfligung stehen und dort eventuell unverhaltnismagig seltener die Diagnose eines SLE gestellt

wird.

1.1.2 Atiologie

Die Atiologie des Systemischen Lupus Erythematodes ist trotz vieler Forschungsergebnisse
bisher weitgehend unklar. Vermutet wird, da auch Mausmodelle des SLE darauf hinweisen, dass
es durch Interaktion von Suszeptibilitdtsgenen und Umweltfaktoren zu einer vielschichtigen
Fehlreaktion des Immunsystems kommt.



Einleitung

Auf einen Einfluss genetischer Faktoren deuten eine familidre Haufung sowie ein erhohtes
Vorkommen bei eineiigen Zwillingen hin [11]. Auch sind bei Untersuchungen von
Familienmitgliedern Erkrankter H&ufungen (noch) nicht pathogener Immunfehlreaktionen
beschrieben worden. Nur sehr selten kann ein einzelnes Gen fur die Krankheitsentstehung allein
verantwortlich gemacht werden. Vielmehr wird eine polygene Vererbung bezlglich eines
erhdhten Erkrankungsrisikos vermutet. Bei einem Teil der SLE-Patienten scheinen jedoch einige
Gene fur die Krankheitsentstehung entscheidend mitverantwortlich zu sein [12]. Mit einem SLE
assoziiert wurden beispielsweise vermehrt die HLA-Merkmale —Al, -B8 und -DR3 gefunden
[13]. Eine starke Korrelation fand sich ebenfalls zwischen dem Auftreten primarer
Immundefizite und einem SLE sowie Lupus-ahnlicher Erkrankungen. Insbesondere sind hier
Defizite friiher Faktoren des klassischen Aktivierungsweges des Komplements aufgefallen. So
konnte in einer Studie gezeigt werden, dass Patienten mit einem homozygoten Mangel des C1g-
Molekiils in 93 % der Falle einen SLE entwickelten [14].

Zu den charakteristischen exogenen Ausldsern eines SLE zahlen UV-Exposition und hormonelle
Umstellungsphasen wie Schwangerschaft und Ostrogenapplikationen. Durch die Einnahme
einiger Medikamente kann ein Lupus-ahnliches Bild hervorgerufen werden. Fraglich bleibt, ob
virale Infektionen wie beispielsweise mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) oder auch Impfungen

zu einer Entstehung eines SLE beitragen [15, 16].

1.1.3 Klinische Symptome und Diagnostik

Eine Besonderheit des SLE ist der schubférmige Verlauf mit unvorhersehbaren Exazerbationen
und Remissionen.

Der Systemische Lupus Erythematodes zeigt ein sehr breites Spektrum an Symptomen, welche
von allgemeinen Beschwerden wie plétzlich auftretendes Fieber (ber Schwéche und
Gewichtsverlust reichen. Haufig kommt es im Rahmen des SLE zu Gelenkbeschwerden.
Ebenfalls betroffen sein kénnen Herz, Lunge, Haut, ZNS und insbesondere die Nieren.

Die 1997 neu modifizierten diagnostischen Kriterien des American College of Rheumatology
(ACR) werden zur Klassifikation eines SLE herangezogen [17, 18].

Sind vier dieser Kriterien erfillt, I&sst sich von der Diagnose eines SLE sprechen.
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Tabelle 1: ACR Kriterien

ACR Kriterien zur Klassifikation des systemischen Lupus Erythematodes:

1. Schmetterlingserythem
. diskoider Lupus
. Photosensibiliat der Haut

. Orale oder nasale Schleimhautulzerationen

2
3
4
5. Nichterosive Arthritis von zwei oder mehr Gelenken
6. Serositis (Pleuritis, Pericarditis)

7. Renale Funktionsstorung (Proteinurie > 0,5 g/d oder Zylindurie)

8. Neurologische Stérungen (Krampfanfélle, Psychosen)

9. Hamatologische Veranderungen (Zytopenien)

10. Immunologische Veranderungen (a-dsDNS-AK, anti-Sm- oder Phospholipid-AK)

11. Antinukledre Antikdrper (ANA)

1.1.4 Morbiditat und Mortalitat

Wie in vielen Studien gezeigt werden konnte, hat sich in den letzten Jahrzehnten die
Uberlebensrate des SLE sehr verbessert. Allerdings beziehen sich diese Daten vor allem auf die
kurze und mittlere Uberlebensrate. Die Langzeitiiberlebenswahrscheinlichkeit ist weiterhin
deutlich eingeschrankt gegentiber der normalen Bevolkerung [19, 20]. So besteht fur einen bei
Diagnosestellung 20 jahrigen Patienten eine Wahrscheinlichkeit von 1:6, bis zu seinem 35.
Lebensjahr an den Folgen der Erkrankung zu sterben [21]. Zu vermerken ist, dass Patienten
innerhalb des ersten Erkrankungsjahres zumeist durch Folgen schwerer Krankheitsaktivitat
insbesondere einer Nieren- oder einer ZNS-Beteiligung des Lupus sterben. Im spateren
Krankheitsverlauf hingegen liegen den Sterbeféllen eher Komplikationen der langanhaltenden
und chronischen Erkrankung sowie insbesondere der Therapie durch Immunsuppressiva zu
Grunde [21-23]. Ausdruck dessen kdnnen beispielsweise eine terminale Niereninsuffizienz, ein
gesteigertes Risiko fiir Infektionen [24-26], Artheriosklerose [27] und Tumorerkrankungen sein
[22]. Daher sollte neben der Therapie der Grunderkrankung und der Kontrolle der
Krankheitsaktivitdt unbedingt das Verabreichen einer optimierten kleinsten effektiven Dosis an
Immunsuppressiva und Steroiden im Vordergrund stehen. Um dieser Tatsache gerecht zu
werden, sollte versucht werden die Therapie auf den individuellen Krankheitsverlauf und
begleitende Risikofaktoren eines jeden einzelnen Patienten abzustimmen. Es sollte eine Unter-

genauso wie eine Ubertherapie vermieden werden.
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1.2 Lupus-Nephritis

Die Lupus-Nephritis (LN) ist eine sehr schwere Erkrankung und ein wichtiger Organbefall im
Rahmen des Systemischen Lupus Erythematodes. In 60-90 % der SLE Patienten kommt es im
Laufe der Erkrankung zu einer Beteiligung der Nieren [28-31]. Ein hoheres Risiko hierfr
besteht bei afrikanischer und asiatischer Herkunft der Patienten [21, 32, 33].

Eine Beteiligung der Nieren ist mit einer deutlich schlechteren Prognose verbunden. Betroffene
Patienten zeigen eine 5 Jahres Sterbewahrscheinlichkeit von bis zu 18 %. Weitere 10-15 %

entwickeln trotz Therapie im Verlauf der Erkrankung eine terminale Niereninsuffizienz [31, 34].

1.2.1 Pathogenese

In der Pathogenese der LN kommt es vermutlich durch das initiale Vorhandensein von
Autoantikdrpern zur Formation pathogenetischer Immunkomplexe. Durch die Ablagerung dieser
an die Basalmembran der Nierenglomeruli kommt es in der Folge zu der Entstehung einer
Nierenentziindung. Dabei spielt die Aktivierung des Komplements sowie die Ausschiittung von
Chemokinen und anderen chemotaktisch wirksamen Substanzen eine Rolle. Diese Mediatoren
minden gemeinsam in eine Rekrutierung von Leukozyten sowie deren Aktivierung und
Proliferation. Die infiltrierenden Leukozyten, in der Mehrzahl Makrophagen und T-Zellen,
unterstltzen durch das Ausschitten proinflammatorischer Zytokine das entztindliche Geschehen
und fihren darauf folgend zu Gewebeschadigung und Fibrose, welche bis hin zur

Glomerulosklerose und dem Verlust der Organfunktion fiihren kann.

Im weiteren Verlauf wird vereinfachend darauf zurtickgegriffen, die Nierenentziindung in vier

Phasen einzuteilen: die Initial-, die Amplifikations- sowie die Progressions- und Terminalphase.

Initialphase
Hyperaktive B-Zellen haben in der Pathogenese des SLE eine wichtige und entscheidende

Bedeutung. Sie produzieren die fir den SLE charakteristischen Autoantikorper. Diese sind
zumeist gegen nukleédre Strukturen wie beispielsweise doppelstrdéngige DNA, das nukledre
Glykoprotein Sm-Antigen sowie Nukleosomen aber auch Strukturen wie den Komplementfaktor
C1q gerichtet.

Einer der Griinde fir das Vorkommen von Auto-Antikdrpern mag das Vorhandensein von sonst
verborgenen kryptischen‘ Antigenen sein. Hierflr macht man einerseits eine gestorte und
unterdriickte zellulare Apoptose und andererseits eine verminderte Clearance des vermehrt

vorkommenden apoptotischen Materials verantwortlich.
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Zahlreiche unterschiedliche Mechanismen wie beispielsweise eine abnorme T-Zell-Rezeptor-
Funktion, eine defekte Expression des Fas-Liganden und eine damit einhergehende
Beeintrachtigung der Fas-Rezeptor-Bindung sowie eine Uberexpression des bcl-2 Onkogens
fihrte in Mausmodellen zu einem Auftreten von SLE &hnlichen autoimmunen Krankheitsbildern
[35, 36].

Diese gestorte Apoptose fiihrt zum Einen zur Persistenz autoreaktiver T-Zellen und andererseits

zum vermehrten VVorhandensein strukturell abnormer immunkompetenter Nukleosomen [37].

Die im Blut zirkulierenden autoreaktiven T-Helferzellen werden durch diese abnorme
Expression der Kernantigene wiederum aktiviert und tragen ihrerseits durch die Produktion von

unter anderem IL-10 zu der Aktivierung autoreaktiver B-Lymphozyten bei [38].

Wie bereits erwahnt spielt vermutlich auch eine verminderte Clearance eine Rolle in der
Pathogenese der LN. Hierfiir ist eine verminderte Phagozytose verantwortlich. Fir diesen
Vorgang ist das Komplement von entscheidender Bedeutung. In einigen Studien stellte sich diese
Annahme unterstlitzend heraus, dass insbesondere der klassische Aktivierungsweg fiir den Lupus
bedeutend zu sein scheint. So birgt auch ein genetisches Defizit von Komplementfaktoren dieses
Pfades ein stark erhohtes Risiko an SLE zu erkranken. Die starkste Assoziation wird hierbei mit
einem C1q-Defizit gesehen [39, 40].

Drei mogliche Hypothesen, wie es zu der Ablagerung von Autoantikdrpern kommt, sind:
Erstens, dass die beschriebenen Autoantikorper als bereits formierte Antigen-Antikorper-
Komplexe oder zweitens durch Kreuzreaktivitdt an glomeruldre Strukturen wie das a-Aktinin
und Laminin binden. Eine dritte Mdglichkeit konnte das Binden der positiv geladenen Histone

an das negativ geladene Heparansulfat (HS) der glomeruléren Basalmembran sein [41-46].

In den unterschiedlichen histologischen Klassen der LN kommt es zu Ablagerungen der
Immunkomplex an verschiedenen Seiten der Basalmembran mit daraus folgenden geringfugigen

Unterschieden der nachfolgenden Lasionen [47, 48].

Bei der LN der Klasse V neigen die Antikdrper als kleine kationische Komplexe eher zu einer
Ablagerung in den subepithelialen Raum, wo sie durch das Vermitteln eines lytischen Membran-
attackierenden-Komplexes die Podozyten angreifen und es zu einer Unterbrechung der Integritat

der Basalmembran und in der Folge hieraus zu einer Proteinurie kommt.
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Bei der LN der Klasse 1V kommt es eher zu einer Ablagerung groRer Immunkomplexe, die
vorzugsweise subendothelial zu finden sind. Diese Immunkomplexe haben zumeist direkten
Kontakt sowohl zu den intrinsischen Zellen als auch durch endotheliale Poren zu humoralen und
zellul&ren Bestandteilen des Immunsystems im zirkulierenden Blut.

Hierdurch kommt es zu einer Aktivierung des Komplementsystems an den Immunkomplexen.
Patrouillierende Leukozyten werden so mit ihren Fc-Rezeptoren sowie Rezeptoren wie fiir den
Komplementfaktor C3b angelockt und aktiviert [49, 50].

Haben die Immunkomplexe einmal durch das Binden von Komplementfaktoren deren Kaskade
angeworfen, kommt es in der Folge zu Rekrutierung und Aktivierung von T-Zellen, zur
Migration von Makrophagen sowie zur Stimulation intrinsischer glomeruldrer Zellen zu
proliferieren.  Am Ende der Komplementkaskade steht die Formierung der terminalen
Komplementkomponete C5b-C9 sowie des Membran-attackierenden-Komplexes, welche

scheinbar direkten schadigenden Einfluss auf das Endothel sowie die Basalmembran haben [51].

Neben dem Geschehen im Nierenparenchym selbst kommt es in den GefaBen durch eine
Schéadigung des Endothels zur Aktivierung von Thrombozyten und angrenzenden glomeruléren
Zellen. Zusatzlich scheinen dort auch noch penetrierte Antikorper Einfluss auf lokale
Immunmodulatoren wie z.B. Bradykinin, Interleukine, endotheliale und homoostatische
Faktoren zu nehmen. Dies resultiert gemeinsam in die Bildung von Mikrothromben und eine
lokale Induktion des Connective Tissue Growth Factors (CTGF), wodurch es in der Folge zu
einer Reduktion der glomeruldren Filtration kommt [52-54].

Zusammengenommen fihrt dies zu Veranderungen in den GefdRen der Nieren und in Folge

dessen zu mikrovaskuldren Zylindern und thrombotischen Mikroangiopathien.

Amplifikationsphase

Die eingewanderten Leukozyten (hauptsachlich T-Zellen und Makrophagen) proliferieren und
tragen ihrerseits durch die Produktion proinflammatorischer und profibrotischer Zytokine sowie
durch Chemokine und Wachstumsfaktoren (FGF, TGF, TNFa, PDGF) zu einer Fortfihrung der
Entzindungsreaktion bei. Sie sezernieren extrazellulare Matrixkomponenten und sondern
Sauerstoffradikale sowie zelltoxische Molekiile wie beispielsweise TNFa und IFNy ab [55-57].
Durch die Schadigung des Gewebes wird die Entzindungsreaktion wiederum durch einen
positiven Riickkopplungsmechanismus selbst aufrecht erhalten und die primére Schadigung wird
um ein Vielfaches verstarkt.
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Es wird vermutet, dass diese primdre Glomerulopathie durch das Voranschreiten der
Entzindungsreaktion zu einer sekundaren Beteiligung des Interstitiums fuhrt. Ein mdglicher
Grund hierfiir mag durch Verletzung der Bowmann’schen Kapsel fehlgeleitetes Ultrafiltrat sein
[58]. Die eingewanderten Leukozyten verursachen in der Folge eine ausgepréagte

Fibroblastenproliferation und gesteigerte Matrixproduktion [59].

Progressions- und Terminalphase

Wird dieser Entzindungsprozess aufrechterhalten, kommt es in der Folge zu einer chronisch
progredienten Gewebeschédigung. Neben dem Untergang intrinsischer Zellen kommt es durch
fortbestehende Matrixproduktion zu einer Erweiterung des interstitiellen Raumes. Ubersteigt
dies eine kritische Grenze kommt es zu einer Gewebeischdmie und zu einer daraus folgenden
weiteren Gewebeschadigung [60]. Katabole Enzyme tragen ihrerseits zu einer entstehenden
Fibrosierung der Nieren bei. Im Endstadium der Erkrankung kommt es zu einer

Glomerulosklerose und zum Verlust der Organfunktion.
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Abbildung 1: schematische Darstellung der Pathogenese der Lupus-Nephritis
NO: Sickstoffmonoxid; T, aktivierte T-Zellen; DC: dendritische Zellen; Mo: Monozyten
Die Graphik wurde mit Hilfe des Softwareprogrammes GIMP sowie Powerpoint erstellt.
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1.2.2 Rolle der T-Zellen bei der Lupus-Nephritis

Ein charakteristisches Erscheinungsbild insbesondere der LN Klasse IV ist die Préasenz von T-
Zellen und Makrophagen in sowohl dem glomerularen als auch dem interstitiellen Kompartiment

der Nieren.

T-Zellen scheinen dabei besonders entscheidend in der Entwicklung einer Glomerulonephritis zu
sein. Sie initiieren, fiihren und modifizieren die adaptive Immunantwort. So konnte Heymann et
al. und auch C. Kurts in Studien zeigen, dass das Transfundieren von antigenspezifischen T-
Zellen in zuvor gesunde Mé&use ausreicht Krankheit zu verursachen und zur Entstehung von

Nierenentziindung und glomerulédrem Schaden fihrt [57, 61].

Da auch in Gesunden bis zu 10 % niedrigaffine Selbstantigen erkennende T-Zellen
nachgewiesen werden konnen, leitet dies zu der Frage, wie es im Rahmen des SLE zu einer

Aktivierung dieser Zellen kommt, wie sie im gesunden Individuum nicht geschieht [62].

Eine Theorie beinhaltet, dass die Aktivierungsschwelle der T-Zellen erniedrigt ist. Oder eine
intrinsische Hyperreaktivitat dieser Zellen vorliegt [63].

Vieles spricht dafur, dass eine Infektion Einflussfaktor fir das Durchbrechen der Selbsttoleranz
sein konnte. Mikrobielle Peptidantigene konnen Anteile enthalten, welche Abschnitte von
korpereigenen Antigenen gleichen. Da in diesem Fall die gegen Infektionsantigene gerichteten
T-Lymphozyten auch Autoantigene erkennen kdnnen (wenn auch mit geringer Affinitat), kann
es parallel zu einer Reaktion gegen diese Autoantigene kommen. Ein Teil der bei der
Immunreaktion gegen den Infektionserreger aktivierten Lymphozyten wandelt sich in
Gedéachtniszellen um. T-Ged&chtniszellen besitzen als wichtige Eigenschaft eine deutlich
verminderte Aktivierungsschwelle. Auch sind diese nicht auf kostimulatorische Signale
angewiesen. Da aktivierte Gedéchtniszellen selbst ein Milieu schaffen, das die Entstehung
weiterer Gedachtniszellen begunstigt, kommt die Autoimmunreaktion nicht mehr zum Stillstand
und erhélt sich somit selbst aufrecht.

Einige tierexperimentelle Befunde legen nahe, dass eine Autoimmunerkrankung dann ausbricht,
wenn in dem betroffenen Organ eine kritische Anzahl autoreaktiver (Gedachtnis-) T-

Lymphozyten Uberschritten wird [64].
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Aber auch eine Fehlregulation ausgeschutteter Zytokine und anderer kostimulatorischer Signale
wie CD40, CD80 und CD86 scheinen Einfluss auf eine abnorme Aktivierung autoreaktiver

Lymphozyten zu nehmen [65, 66].

Verhindert man das Einwandern von Leukozyten in die Niere durch Blockierung von
Chemokinrezeptoren und anderen chemotaktisch wirksamen Stoffen, so schiitzt dies die Niere
vor Schadigung. Dies unterstiitzt beispielsweise die Beobachtung, dass Mause, welche ein
genetisches Defizit des MCP-1 aufweisen, eine verminderte Proteinurie sowie ein verlangertes
Uberleben aufweisen [67].

T-Zellen spielen nicht nur eine entscheidende Rolle als Helfer der Aktivierung und der
Aufrechterhaltung von autoreaktiven B-Zellen sondern auch als Zellen, welche effektiv zur
Vermittlung von Gewebeschaden beitragen [68].

Diese Annahme unterstiitzt eine Studie, in der die T-Zell-Aktivierung durch die Gabe des
Blockers CTLA4Ig und einer zusétzlichen Cyclophosphamidgabe (welche ebenfalls Einfluss auf
die T-Zell-Aktivierung zu haben scheint) verhindert wurde. Hierbei kam es trotz weiterem
Vorhandensein von Immunkomplexen und unbeeintrachtigter a-dsDNS-spezifischer B-Zellen zu
einer deutlich verzdgerten Mortalitat der behandelten Mé&use. In einer weiteren Studie zeigte sich
hierdurch eine reduzierte glomeruldre Inflammation sowie eine Abnahme der schweren
Proteinurie [69, 70].

Eine starkere Proliferation von CD4+T-Zellen zu einem frihen Zeitpunkt der Erkrankung hat
eine Long-Term Effekt auf das Verbleiben der pathogenen T-Zellen in der Niere und damit auf
einen schwereren Krankheitsverlauf [71].

In immunhistologischen Untersuchungen von Nierenbiopsien konnte in einigen Studien gezeigt
werden, dass die Anzahl der CD4+T-Zellen gegenuber den anderen Zellgruppen Uberwiegt [72-
75].

Die Anzahl infiltrierender Leukozyten insbesondere der T-Zellen im Interstitium der Nieren
korreliert mit der Klinik und Prognose der Erkrankung und ist ein besserer und
aussagekraftigerer Pradiktor fur das Entstehen eines Nierenversagens als glomerulare
Veranderungen [48, 72, 76, 77].
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1.3 Diagnostik einer Lupus-Nephritis

Um eine frihzeitige Therapie der LN zu gewahrleisten und eine chronische Schadigung der
Nieren zu verhindern, ist die schnelle Diagnosestellung von besonderer Bedeutung. Eine
Herausforderung stellt hierbei dar, dass sich eine Nierenbeteiligung auch schleichend
manifestieren kann.

In der Klink verwandte Kriterien zur Diagnosestellung sind das Vorkommen von Proteinurie,
Hématurie, Pyurie und Harnzylindern sowie ein positiver Nierenbiopsiebefund. Zusatzlich
werden allgemeine Lupus-Aktivitatszeichen wie erhohte a-dsDNS-AK Titer sowie eine
Verminderung der Komplementfaktoren hinzugezogen. Es hat sich gezeigt, dass insbesondere
anti-C1g-AK, anti-Nukleosomen-AK und anti-a-Aktinin-AK mit dem Vorkommen einer
Nierenbeteiligung assoziiert sind.

Die Urinanalyse ist somit zentraler Bestandteil der nicht-invasiven Diagnostik, doch mitunter ist
es schwierig an Hand dieser Befunde eine chronische Schadigung von einer akuten Entziindung
abzugrenzen.

Derzeit existieren verschiedene Methoden, um eine Proteinurie festzustellen: die Untersuchung
mittels eines Urinteststreifens, die Bestimmung des Protein/Kreatinin-Quotienten sowie der
bisherige Goldstandard, die Untersuchung des 24-h-Sammelurins. Die Veroffentlichung von
Abebe J. et al. zeigt, dass Urinteststreifen bezuglich des Anzeigens einer Proteinurie lediglich
eine Sensitivitat und  Spezifitat von 81 % und 47 % aufweisen [78]. Ahnliche Angaben
bestatigen weitere Veroffentlichungen [79]. Bei der 24-h-Sammlung des Urins kommt es
mitunter zu Schwankungen bei wiederholten Testungen, die nicht zuletzt auf Sammelfehlern und
Unterschiede in physischer Aktivitat zurtickzufiihren sind. Um diese Schwankungen zu
nivellieren, wird empfohlen den Mittelwert dreier Messungen heranzuziehen, doch diese
Methode ist bereits bei einfacher Durchfiihrung sehr aufwendig.

Auch der Nachweis einer Leukozyturie mittels eines Teststreifens ist nur eingeschrénkt
aussagekraftig. Der Teststreifen zeigt die Anwesenheit der Indoxyl-Esterase aus lysierten
Granulozyten und Makrophagen an. Leukozyten platzen besonders schnell in alkalischem Urin
sowie in Urin geringer Dichte. Hingegen wird die Lyse bei hoher Dichte verhindert. In der
Literatur wird eine Sensitivitat und Spezifitit von 75-83 % und 66-70 % angegeben [80, 81].

Ein weiterer wichtiger Bestandteil der Urinanalyse ist die Urinmikroskopie. Bei dieser Methode
ist es besonders wichtig, dass es zu einer schnellen Untersuchung der Proben kommt, da
Bakterienwachstum mogliche Befunde tberdecken kann. Ein Einfrieren der Proben ist nicht
moglich, da ausgefallte Kristalle eine spatere Untersuchung unméglich machen. Die akurate
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Beurteilung des Sediments erfordert Sorgfalt, ein schnelles Vorgehen sowie gute
Qualitatskontrollen und personliche Erfahrung des Untersuchenden.

Die Nierenbiopsie liefert als Goldstandard einen genaueren Einblick in das aktuelle Geschehen
in den Nieren.

Eine renale Biopsie bei Lupus Patienten ist weltweit als indiziert anerkannt, wenn Patienten
Auffalligkeiten in den Urinuntersuchungen aufweisen oder eine verminderte renale Funktion
vorliegt. Die Biopsie ist bisher die einzige Moglichkeit den aktuellen Status der Inflammation zu
erfassen und aus dem histologischen Bild Schlisse ber die Prognose an Hand des
Chronizitétsindexes zu ziehen.

An Hand des histologischen Bildes ist es allgemein blich die Lupus Nephritis in Gruppen der
2003 entwickelten Klassifikation der International Society of Nephrology/Renal Pathology
Society (ISN-RPS) einzuteilen. Dies ist fur die Entscheidungsfindung einer geeigneten und an

die Erkrankung angepassten Therapie von entscheidender Bedeutung.
Tabelle 2: Klassifikation der Lupus-Nephritis, ISN/RPS 2003

Klasse Glomeruléare La&sionen
Klasse | minimale mesangiale  normale Glomeruli in der Lichtmikroskopie, aber mit
LN mesangialen Immunablagerungen in der

Immunfluoreszenz
Klasse Il mesangiale nur mesangiale Hyperzellularitat oder mesangiale
proliferative LN Matrixexpansion in der Lichtmikroskopie mit
mesangialen Immunablagerugnen
Klasse Il fokale LN aktive oder inaktive, (segmental oder globale) endo- oder
extrakapillare GN, < 50 % aller Glomeruli betreffend,
typischerweise mit subendothelialen Immunablagerungen
Klasse IV  diffus proliferative aktive oder inaktive diffuse, (segmental oder globale)
LN endo- oder extrakapillare GN, > 50 % der Glomeruli
involviert, mit diffusen subendothelialen
Immunkomplexablagerungen
Klasse V' membrandse LN globale oder segmentale subepitheliale
Immunablagerungen, weist eine fortgeschrittene Sklerose
auf
Klasse VI  fortgeschrittene > 90 % der Glomeruli sind global sklerosiert
sklerosierende LN
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Durch das Vergleichen serieller Biopsien konnte gezeigt werden, dass es im Verlauf der
Erkrankung zu einem Wechsel der Klassen kommen kann [82].

In Anbetracht der Tatsache, dass das histologische Bild einer Nierenentziindung sich nicht
ausschliel3lich homogen darstellt, sondern sich zumeist inselhafte Ansammlungen finden lassen,
ist es fraglich, ob durch das blinde Entnehmen einer Biopsie eine reprasentative Anzahl an
Glomeruli in der Mehrzahl der Eingriffe entnommen wird und in wie fern diese eine Aktivitat
und Chronizitat der Nierenbeteiligung widerspiegeln [83].

In einigen Studien wurde gezeigt, dass serielle Biopsieentnahmen eine bessere Aussagekraft
besitzen als die initiale Biopsie [82, 84]. Da es allerdings im Rahmen einer solchen
Probenentnahme zu Nebenwirkungen und Komplikationen kommen kann und es sich um ein
invasives Geschehen handelt, ist ein mehrmaliges Wiederholen dieses Eingriffes in der
Klinischen Praxis nicht umsetzbar.

Um eine Nierenbeteiligung schnell zu erkennen, diese unter Therapie monitoren zu kénnen und
so einen Rickfall sowie ein suffizientes Ansprechen auf die Therapie einschétzen zu kénnen, ist

es von grofiter Bedeutung klinische Marker fur einer Nierenentziindung zu entwickeln.
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1.3.1 Biomarker in der Forschung

1.3.1.1 MCP-1

MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) ist ein auf Leukozyten chemotaktisch wirksamer
Faktor, welcher im Rahmen der Induzierung von Entziindung und Schaden der Nieren eine Rolle
spielt [85]. In SLE Mausmodellen fuhrte ein genetisches Ausschalten oder eine Blockade des
Rezeptors fir MCP-1 zu einer vergleichsweise verminderten glomeruldren und interstitiellen
Entzindung und daraus folgend zu geringerem Nierenschaden [67, 86]. Auch in humanen
Nierenbiopsien konnte eine erhthte Expression von MCP-1 gezeigt werden [87].

Zwei Publikationen konnten zeigen, dass MCP-1 in Urin von SLE Patienten erhoht nachweisbar
ist und mit der Starke der Proteinurie sowie der Schwere der glomeruléren Lé&sionen korreliert
[88-90]. Chan et al. untersuchte die MCP-1 mRNA Expression im Urin von Lupus Patienten.
Auch er konnte mit Hilfe seiner Ergebnisse eine Korrelation der MCP-1 mRNA-Expression mit
der Krankheitsaktivitat sowie mit dsSDNS-AK Titern darlegen.

Eine Untersuchung dieses Markers in einer longitudinalen Studie sowie an grof3eren

Patientenpopulationen steht bisher noch aus.

1.3.1.2 NGAL

Lipocalin-2 ist ein glykosyliertes Protein geringer GroRe, welches in vielen Organen und
Geweben produziert wird. NGAL (neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin) wird konstitutiv
gering in der Niere exprimiert. Kommt es allerdings zu Gewebeschdden wie z.B. durch
Inflammation im Rahmen eines Lupus Schubes wird Lipocalin-2 hochreguliert. Allerdings
kommt es auch bei anderen pathologischen Ereignissen wie Ischdmie und Infektion zu erhéht
messbaren Werten [91-93]. Bolignano et al. zeigte, dass sowohl Serum als auch Urin NGAL-
Werte besser mit einer verminderten glomeruldren Filtrationsrate korrelieren als Serum
Kreatinin-Werte [94, 95]. Auch longitudinale Studien konnten signifikant hohere Werte in SLE
Patienten mit Nierenbeteiligung messen als in Gesunden und Patienten mit anderen

rheumatologischen Erkrankungen wie der juvenilen idiopathischen Arthritis [96-98].

1.3.1.3 TWEAK

TWEAK (tumor necrosis Factor-Like Inducer of Apoptosis) ist ein multifunktionales Zytokin,
welches zu der TNF-Liganden Superfamilie gehort. Wahrend TWEAK in gesunden Geweben

kaum vorkommt, ist es bei Inflammation und Gewebeschaden erhoht exprimiert [99].
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Es gibt Hinweise darauf, dass eine erhohte TWEAK Expression auf aktivierten T-Zellen in LN
die Apoptose von Makrophagen und Monozyten induziert, welches zu der Initiierung eines SLE
durch gesteigerte Apoptose beitragen mag [100].

Zwei Studien zeigten, dass TWEAK Werte im Urin (UTWEAK) bei Patienten mit akuter LN
signifikant hoher waren als bei Patienten ohne eine Nephritis. UTWEAK Werte Kkorrelierten
dabei mit der Krankheitsaktivitat [101]. 13 Patienten wurden im Laufe eines Schubes gemessen,
wodurch sich ein Anstieg des Markers vor bzw. wahrend des Schubes und ein Abfall der Werte
nach Remission erkennen liel3en.

Es fiel allerdings auf, dass die uTWEAK Werte sich in den gesamten Kontrollgruppen nicht
merklich voneinander unterschieden und sich einige Werte von SLE Patienten mit
Nierenbeteiligung mit denen der Kontrollgruppe Gberschnitten, so dass nicht davon ausgegangen
werden kann, dass dieser Marker spezifisch flr eine Nierenbeteiligung ist.

UTWEAK Werte zeigten keine Hinweise auf die histologischen Klassen einer LN.

1.3.1.4 Im Urin nachweisbare Proteine (urine proteomics)

Suzuki et al. untersuchte in einer ersten Studie acht verschiedene Peptid/Protein Molekdle. Vier
von diesen waren Albumin oder fragmentierte Teile des Albumins. Die vier Weiteren setzten
sich aus Transferrin (TF), al-acid-glycoprotein (AGP), Caeruloplasmin (CP) und Lipocalin-Type
Prostaglandin D-Synthetase (L-PGDS) zusammen. Auch er konnte in einer Population von 32
SLE Patienten signifikant hthere Werte als in den Vergleichsgruppen nachweisen [102]. Zwei
darauf folgende Studien lie3en ahnliche Ergebnisse erkennen [103, 104].

Im Rahmen dieser Studien wurde gezeigt, dass diese Proteine besser mit der Krankheitsaktivitét
korrelieren als im Serum gemessene Kreatinin-Werte oder eine Komplementverminderung.
Transferrin schien hierbei besser als L-PGDS und AGP eine Verschlechterung der
Nierenbeteiligung anzuzeigen. Der VVorhersagewert dieser Proteine bezliglich der Anzeige eines
Schubes wurde nicht untersucht.

Hepcidin ist ein kleines Peptidhormon, welches hauptsdchlich in der Leber produziert wird.
Hepcidin scheint in der Pathogenese der Andamie sowie im Rahmen chronischer Erkrankungen
wie beispielsweise chronischer Nierenerkrankungen eine Rolle zu spielen [105]. In einer
prospektiven Studie von Zhang et al. konnte gezeigt werden, dass 19 von 25 SLE Patienten,
welche einen erneuten Ruckfall ihrer Erkrankung erfuhren, 4 Monate zuvor hohere Werte von

Hepcidin-20 aufwiesen. Diese Werte fielen in Remission wieder ab [106].
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1.3.1.5 Im Urin nachweisbare T-Zellen

In VVorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, die 2009 verdffentlicht wurden, zeigte eine Untersuchung
von 38 Patienten mit SLE, dass CD4+T-Zellen im Urin von Patienten mit akuter Nephritis erhoht
nachweisbar waren im Vergleich zu Patienten ohne renale Aktivitat. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass die Anzahl dieser Zellen mit der Krankheitsaktivitdt gemessen an Hand des
SLEDAI korreliert. Die gemessenen CD4+T-Zellen zeigten zu 50 % eine Expression des
Oberflachenmolekiils CXCR3 verglichen zu einer Oberflachenexpression von nur 22 % auf
peripheren Blutzellen. Hierdurch wird die Annahme unterstiitzt, dass infiltrierende T-Zellen mit
Hilfe von Chemokinen in die entziindeten Nieren gelangen und im Rahmen eines Schubes die
Entziindung im Urin widerspiegeln [73]. Dolff et al. unterstiitzt diese These mit der im Mai 2010
veroffentlichten Studie. Von 35 der insgesamt 43 eingeschlossenen SLE Patienten wurde der
Urin hinsichtlich der vorkommenden Zellzahl untersucht. Neben der im Vordergrund stehenden
erhohte CD8+T-Zellzahlen konnte ein vermehrtes Vorkommen von CD4+T-Zellen im Urin von

Patienten mit akuter LN [107] gezeigt werden.

Tabelle 3: weitere Biomarker in der SLE-Forschung

untersuchter Hauptaussage Referenz

Biomarker

FOXP3 erhdhte Expression bei aktiver LN als bei inaktiver [108]
Vergleichsgruppe, korreliert mit Proteinurie

Urine endotheline-1 erhoht bei Patienten mit LN im Vergleich zu anderen [109]
chronisch entziindlichen Nierenerkrankungen

IL-12 hohere Werte bei SLE Patienten mit einer Nierenbeteiligung  [110]

(in Serum und Urin) als bei Patienten ohne eine Beteiligung der Nieren
VCAM-1, P-Selektin, korrelieren mit Proteinurie und Krankheitsaktivitat, erhoht [111,

TNFR-1 und bei Patienten mit Nierenbeteiligung 112]

CXCL16

TGFp-1 bei aktiver LN erhoht, korreliert mit a-dsDNS-AK und C3- [113]
Werten

IL-6, IL-10 keine gute Korrelation [114]

CXCL10 am hochsten in der Klasse IV der LN, nicht nachweisbar in ~ [113]

gesunder Vergleichsgruppe
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1.4 Chemokine

Chemokine werden zur Familie der Zytokine gez&hlt. Sie sind kleine Proteine mit einem
Molekulargewicht zwischen 8 und 11 kDa. Bislang sind mehr als 50 Chemokine und fast 20
verschiedene Chemokinrezeptoren bekannt [115]. Ihre Hauptaufgabe besteht zu einem Grol3teil
in der direkten Beeinflussung der Leukozytenmigration, in welcher sie mit Selektinen und
Integrinen eng verwoben zusammen wirken. Daneben haben Chemokine auch Einfluss auf die
Aktivierung von Leukozyten und modulieren die Angiogenese [116].

Chemokine werden von einer Vielzahl verschiedener Zellen gebildet. Hierzu zéhlen
beispielsweisen Makrophagen, T-Lymphozyten, Fibroblasten, Epithelzellen und Endothelzellen,
wobei ihre Synthese durch viele verschiedene Faktoren ausgeldst werden kann.

Es ist eine bis zu 70 %-ige Homologie der Aminosauresequenz in dem Aufbau der Chemokine
bekannt. Typischerweise besitzen sie vier charakteristische Cysteinreste, welche intramolekulare
Disulfidbriicken ausbilden und damit fir das Entstehen ihrer spezifischen Tertidrstruktur
verantwortlich sind [117]. An Hand dieser Cysteinreste lassen sich die Chemokine in vier
Gruppen einteilen, wobei das ,X* jeweils fiir eine variable Aminosaure steht: die C-, die CC-, die

CXC- und die CX3C-Subfamilien [118].

In Abhéngigkeit ihrer Funktion kdnnen Chemokine in zwei Gruppen eingeteilt werden, die
homeostatisch und die inflammatorisch wirksamen Chemokine.

Homeostatische Chemokine werden konstitutiv produziert. Sie organisieren und dirigieren die
physiologische Rezirkulation von Lymphozyten, was u.a. eine Rolle bei der zelluldren
Zusammensetzung und Organisation in den sekundaren lymphatischen Organen eine Rolle spielt
(,,housekeeping“-Funktion) [119].

Inflammatorische Chemokine bzw. ihre Rezeptoren sind malgeblich an der Ausbildung
entzindlicher Reaktionen beteiligt. Sie haben nicht nur eine chemotaktische Wirkung, sondern
auch eine starke Fahigkeit Zellen zu aktivieren. Zu ihnen werden vor allem die
Chemokinerezeptoren CXCR1-3, CCR1-6 sowie CX3CRL1 gezahlt.
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1.4.1 Chemokinrezeptoren

Die Wirkung der Chemokine wird (ber Rezeptoren vermittelt. Die Familie der
Chemokinrezeptoren gehort der Untergruppe der G-Protein gekoppelten Rezeptoren an. Sie
verfiigen tber sieben Transmembrandoménen (a-Helices), einen extrazellularen N-Terminus und

einen intrazelluléren C-Terminus [120, 121].

NH,

Chemokinrezeptoren werden fast ausschlielflich auf
: Leukozyten exprimiert. Zu einem kleineren Teil finden
% sie sich jedoch auch auf anderen Zellgruppen wie
14 Exterior beispielsweise den Mesangialzellen der Nieren [122].
| . Zellsubpopulationen zeigen spezifische Expressions-
: rﬁ;gg?rla;]é muster hinsichtlich der Chemokinrezeptoren. Auch passt
S sich die Expression auf Lymphozyten deren
funktionellem Zustand an und ist damit fur deren Reife,
Cytoplasm

C)/ Differenzierung, Aktivitit und Lokalitdt spezifisch
< [115].
coar Bezuglich der Ligandenspezifitdt zeigen die proinflam-

Abbildung 2: typische Struktur eines matorischen ~ Chemokinrezeptoren  eine  breitere

Chemokinrezeptors ) Redundanz als homeostatische Chemokinrezeptoren
Quelle: Mahalingam S, (1999) Chemokines and
chemokine receptors in infectious diseases [123].

Die vor allem an der zellularen Immunreaktion beteiligten Th1-Zellen exprimieren vermehrt
CCR1, CXCR3 und CCR5. Th2-Zellen hingegen tragen vermehrt CCR4 und CCRS8 auf ihrer
Oberflache [124].

Da Chemokine fur die Migration und Chemotaxis von Leukozyten eine solch grof3e Rolle
spielen, sind diese besonders im Rahmen von entziindlichen Geschehen von immens groRer
Bedeutung. So nehmen Chemokine im Zuge einer LN Einfluss auf die Entstehung und das
Bestehen der Entzindung und in Folge dessen auf Fibrose und die Entwicklung eines
chronischen Nierenversagens [125]. Auf Grund dieses Wissens wurden zun&chst Mausmodelle
und darauffolgend menschliche Nierengewebe auf eine abnorme Chemokinexpression hin
untersucht. Die Pathogenese der LN unterstlitzend fanden sich vornehmlich inflammatorische
Chemokine wie CCR1, CCR2 und CCR5 erhéht exprimiert vor [126-128].
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Tabelle 4: Fur diese Arbeit relevante Chemokinrezeptoren und ihre Liganden

Systematische

Chemokin- . Alte Bezeichnungen der Expressionsprofil des
Bezeichnungen der :
rezeptor : Liganden Rezeptors
Liganden

RANTES, MIP-1a, MCP-3, Mo, akt T-Zellen,

CCR1 CCL2,-3,-4,-5,-7,-23,-14

MPIF-1, HCC1, MCP-1, MIP1p Neutros, Eos

RANTES, MIP-1a, MIP-1§,

CCR5 CCL3,-4,-5,-8 MCP2 Mo, akt T-Zellen, DZ

Mo=Monozyten, akt T= aktivierte T-Zellen, DZ= Dendritische Zellen, Neutros=Neutrophile Granulozyten,
Eos=Eosinophile Granulozyten

1.41.1 CCR1

CCR1, friher als CD191 bezeichnet, bindet vor allem an CCL5/RANTES, CCL3/MIP-1a,
CCL7/ MCP-3, CCL23/ MPIF-1 und CCL14/HCC1 und weniger stark an CCL2/MCP-1 und
CCL4/MIP1B. CCR1 wird zumeist auf Leukozyten, zu einem kleineren Teil aber auch auf
anderen Zellen exprimiert. Auf Monozyten, T-Lymphozyten (v.a. CD45RO+ Gedachtniszellen),
Neutrophilen und Eosinophilen vermittelt er die Infiltration in Entziindungsgebiete.

Eine Relevanz des CCR1 bei Entziindungsreaktionen ist in vivo hinsichtlich verschiedener
Aspekte und bei unterschiedlichen Erkrankungen untersucht worden. Beispiele hierfir stellen
chronische  Nierenerkrankungen wie die obstruktive  Nephrophathie  sowie die
NierentransplantatabstoRung dar [129, 130].

Im Rahmen der LN konnte gezeigt werden, dass ein Blockieren des CCR1 durch den
Antagonisten BX471 eine signifikante Verbesserung hinsichtlich interstitieller entzindlicher
Infiltrate erzielte. In der Folge kam es dadurch zu vermindertem tubuldrem Schaden und
interstitieller Fibrose. Die interstitiellen L&sionen konnten hierdurch von 51 % auf 22 %
reduziert werden. Glomeruldre L&sionen und Proteinurie wurden allerdings nicht beeinflusst
[131].

Anders et al. konnte dies unterstlitzend nachweisen, dass auch eine spat einsetzende Therapie mit
dem CCR1 Antagonist BX471 noch das Krankheitsfortschreiten aufhalten kann, indem vor allem
im Interstitium die Anzahl der CCR1 exprimierender Leukozyten (allen voran die T-Zellen)
abnahm [132].

Furuichi et al. konnte in Biopsien von 12 Patienten mit LN eine erhéhte Anzahl an CCR1-
Expression auf T-Zellen aufdecken. Die Anzahl korrelierte mit der Starke der interstitiellen
Fibrose und der tubul&ren Atrophie [126].
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1.4.1.2 CCRS

CCR5, friuher als CD195 bezeichnet, wird auf Makrophagen, aktivierten T-Zellen und
dendritischen Zellen exprimiert. Neben dem wichtigen Chemokin RANTES binden an CCR5
MIP-1a, MIP-1p und MCP-2.

Sowohl Stasikowska et al. als auch Furuichi et al. konnten in Nierenbiopsien von an SLE
erkrankten Patienten immunhistochemisch eine erhohte Expression von CCR5 nachweisen.
Dieses erhohte Vorkommen auf zumeist CD3+T-Zellen vor allem im Interstitium der
Nierenproben zeigte sich in keinem der gesunden Probanden. Interessanterweise korrelierte diese
erhohte Expression mit den Serumkreatininwerten und den interstitiellen Lasionen der Patienten
[126, 133].

Vielhauer et al. konnte mittels Durchflusszytometrie im murinen Lupusmodell in den Nieren

jedoch nicht im peripheren Blut eine erhohte Anzahl CCR5+T-Zellen nachweisen [134].

Mamtani et al. untersuchte, ob ein bestimmter Phanotyp fir CCR5 mit einem erhdhten Risiko
verbunden ist, an SLE zu erkranken. Der Autor schloss aus dem erhdhten VVorkommen des
Haplotyps HHE und HHG*2 in der Gruppe der Erkrankten, dass dieser Phanotyp das Risiko

negativ zu beeinflussen scheint [135].

In der Veroffentlichung von Turner et al. wurden CCR5 knockout Méause untersucht. In diesem
Experiment konnte gezeigt werden, dass CCR5 defiziente Mduse eine Verschlechterung der GN
entwickelten und eine erhohte Letalitdt aufwiesen. Interessanter Weise fanden sich erhohte
Werte der CCR5 Liganden. Ausgehend von dem Wissen, dass spezifische Chemokine zumeist
an eine groRe Bandbreite von Chemokinrezeptoren binden, ist bekannt, dass die CCR5 Liganden
auch an CCR1 binden. Der Autor schloss aus dieser Beobachtung eine CCR1 vermittelte
vermehrte Rekrutierung der Leukozyten. Unterstiitzt wurde diese Annahme durch die
Beobachtung, dass in der Folge einer zusatzlichen CCR1 Blockade mit BX471 kaum eine T-
Zell-Rekrutierung nachgewiesen werden konnte. Auch Topham et al. hatte zuvor in Mé&usen,
welche ein alleiniges Defizit an CCR1 aufwiesen, entgegen der zuvor gehegten Erwartungen
eine vermehrte Anzahl an rekrutierten Leukozyten nachgewiesen [136, 137].

Bedeutend ist die Funktion von CCR5 als wichtiger Korezeptor neben CD4 flr den Eintritt des
HI-Virus in die Zellen [138].
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1.5 Oberflachenmarker

Als Cluster of Differentiation (CD) werden Oberflachenmolekiile zusammengefasst, welche ein
weites Spektrum an Funktionen abdecken. Es handelt sich hierbei zumeist um
membrangebundene Glykoproteine. In der experimentellen Praxis werden monoklonale AK an
diese Strukturen gebunden, um Zellsubpopulationen sowie den Funktionszustand der
untersuchten Zelle zu analysieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Oberflachenmarker CD69 und CD45RO zur weiteren

Spezifizierung der gemessenen CD3+CD4+T-Zellen herangezogen.

1.5.1 CD45
Bei dem CD45-Molekil handelt es sich um ein 180-220 kD grofRes Glykoprotein, welches

unterschiedliche Isoformen auf der Oberflache von T-Zellen exprimiert. Es wird herangezogen
als phanotypischer Marker fir bestimmte Subpopulationen der T-Zellen. CD45RA kommt
hierbei vor allem auf naiven T-Zellen vor, wohingegen CD45R0O nach Antigenexpression und
Aktivierung typischerweise auf Memory/Effektor-T-Zellen zu finden ist. CD45 beteiligt sich an
der Bildung des signaltransduzierenden Komplexes im Bereich der immunologischen Synapse
und tragt so zu der Aktivierung der T-Zellen bei. So kdnnen T-Zellen, welche kein CD45-
Molekdl tragen nicht tGber ihren TCR aktiviert werden. Es wird vermutet, dass die Anzahl an
CD45-Molekdle, die sich mit dem T-Zellrezeptor/CD3/CD2 und CD4 bzw. CD8-Komplex
verbinden, das Ausmal} der T-Zell-Aktivierung bestimmt [139, 140].

Neben diesen Aufgaben spielt CD45 auch eine Rolle in der Signaltransduktion des Fc-Rezeptors
auf Mastzellen sowie der TLR auf dendritischen Zellen. Zusétzlich zu diesen bereits erwahnten
Aufgaben scheint CD45 auch Einfluss auf die Adhasion und Migration von Leukozyten zu
nehmen [141].

1.5.2 CD69

CD69 ist ein Aktivierungsmarker, welcher sehr schnell in naiven T-Zellen induziert und damit in
der Folge exprimiert wird. Bereits zwei bis vier Stunden nach Stimulation durch ihren Antigen-
spezifischen TCR konnte in T-Zellen ein Transkriptionspeak des CD69-Molekiils beschrieben
werden, der anschlieBend sehr schnell abfallt und innerhalb von 18 h wieder den basal Wert
erreicht hat [142]. In der Arbeit von Ziegler et al. konnte diese Expression vor allem auf o TCR
tragenden T-Zellen gezeigt werden. Dies gilt sowohl fur CD8+ als auch fir CD4+T-Zellen
[143].
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1.6 Fragestellung

Auf Grund der Schwere der Erkrankung einer Nierenbeteiligung im Rahmen des Systemischen
Lupus Erythematodes, den nebenwirkungs- und komplikationsreichen Therapieoptionen sowie
der Tatsache, dass bisher die Nierenbiopsie als Goldstandard der Diagnosestellung gilt, ist das
Forschen nach einem geeigneten Biomarker fiir diese Erkrankung ein sehr wichtiges und
aktuelles Thema.

Die besondere Rolle der infiltrierenden T-Zellen fir die Entstehung und Aufrechterhaltung der
Entziindung einer Lupus-Nephritis mit den Folgen einer Fibrose bis hin zum chronischen
Nierenversagen ist eine anerkannte Hypothese.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Frage beantwortet werden, ob sich die These des
Wiederfindens von CD3+CD4+T-Zellen im Urin erkrankter Patienten mit einer aktiven Lupus-

Nephritis an einer groReren Kohorte verifizieren lasst.

Im Einzelnen wurden folgende Fragen gestellt:

— Sind bei im Schub befindlichen SLE Patienten mit einer Nierenbeteiligung CD3+CD4+T-
Zellen im Urin nachweisbar?

— Sind erhdhte Urin-Zellzahlen in den Vergleichspopulationen nachweisbar?

— Wie verhélt sich das Zelltberleben in Urin?

— Wird das Messen von T-Zellen in Urin beeinflusst durch den Urin pH-Wert sowie die
Regelblutung einer Frau?

— Korreliert die CD3+CD4+T-Zellzahl mit der aktuellen Krankheitsaktivitit der Patienten?

— Wie verhélt sich die CD3+CD4+T-Zellzahl im Krankheitsverlauf?

— Handelt es sich bei den nachgewiesenen Zellen um aktivierte T-Zellen (CD69+)?

— Handelt es sich bei den nachgewiesenen T-Zellen um Memory-Effektor-Zellen
(CD45R0O+)?

— Unterscheidet sich sowohl der Aktivierungsgrad als auch der Prozentsatz an Memory-
Effektorzellen von den im peripheren Blut messbaren CD3+CD4+T-Zellen?

— Weisen die nachgewiesenen T-Zellen eine erhohte CCR1 und CCR5 Chemokinrezeptor-
Expression auf?

— Unterscheidet sich die Chemokinrezeptor-Expression fir CCR1 und CCR5 auf den im

Urin nachgewiesenen T-Zellen von denen im peripheren Blut? Ist diese Chemokin-
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Expression fiir die in die Niere einwandernden T-Zellen spezifisch und spiegelt diese so
den pathophysiologischen Prozess der T-Zell-Rekrutierung wieder?
— Hat der Verbleib von Zellen in Urin Einfluss auf die Expression von Oberflachenmole-

kilen und Chemokinrezeptoren
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211

2.1.2

Geréate und Software

Ultrazentrifuge

Tischzentrifuge Heraeus Fresco 17
Mischgerat Vortex-Genie

Kihlschrank +4°C

Gefrierschrank -20°C

Pipetten

Pipettierhelfer accu-jet®pro

Vakuumpumpe CVC 2000
Durchflusszytometer (FACS): FACSCalibur
FACS-Software: Cell Quest™Pro Version 6.0
FACS-Auswertesoftware: FlowJo Version 5.5.5
PAWS 18

Graph Pad Prism Version 5.0

Glas- und Plastikmaterial

ReaktionsgefaRe (1,5 ml, 2 ml)
Plastikspitzen fur Pipetten
Plastikrohrchen (15 ml, 50 ml)
Rundbodenrdhrchen (5 ml)

Cell Strainer (Zellsieb) 70 um @
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Thermo Scientific
Thermo Scientific
Scientific Industries
Liebherr

Bosch

Eppendorf

Brand

Analis
Becton&Dickinson
Becton&Dickinson
Tree Star, USA
SPSS Inc.
GraphPad Software

Eppendorf
Schubert/Pharmacia
Falcon

Sarstedt

Becton&Dickinson
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2.1.3 Chemikalien und Puffer

PBS (phosphate buffered saline)
1000 ml H20O bidest
8,0 g NaCl
0,2 g KCI
0,2 g KH;PO,
1,42 g Na;HPO4x2H,0
pH auf 7,2 eingestellt, Losung autoklaviert

PBS/BSA
500 ml PBS
2,59 BSA
Losung steril filtriert (0,2 pm @)

Erylysepuffer
500 ml H20 bidest.
0,59 KHCO3
4,15 g NHA4CI
18,5 mg EDTA
Losung mit HCI einstellen auf pH 7,43
Losung steril filtriert (0,2 pm @)

Multistix Urinteststreifen

2.1.4 Antiko6rper und Beads

Beads
Flow Cytometry Absolute Count Standard™

Propidium Jodid (PJ)
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Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Miinchen, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Miinchen, Deutschland

Bayer Diagnostics, Miinchen

Polysciences Europe

Sigma, Miinchen, Deutschland
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Tabelle 5: verwendete Antikdrper

Antikérper | Fluorochrom Isotyp Klon Hersteller
Maus )
CD4 FITC 1gG2b OKT4 BioLegend
Maus )
CD3 PE 19G2a HIT3a BioLegend
Maus )
CD45R0O APC 1gG2a UCHL 1 BioLegend
Maus )
CD69 APC IgG1 FN50 BioLegend
Alexa Fluor® Maus )
CCR1 647 1gG2b TG4/CCR1 | BioLegend
Maus R&D
CCR5 APC I9G1 CTC5 Systems
Maus
1gG2a Cy5 1gG2a DRFZ
(Isotypenkontrolle)
Maus
1gG1 APC lgG1 BD

(Isotypenkontrolle)
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2.2 Methoden

2.2.1 Patienten

In dem Zeitraum von Januar 2009 bis April 2010 wurden 67 Patienten mit Systemischem Lupus
Erythematodes (SLE) in die Studie eingeschlossen. Die Patienten stellten sich entweder zur
Verlaufskontrolle ihrer Erkrankung in der Rheumatologischen Ambulanz der Charité vor oder
befanden sich in stationdrer Behandlung der Rheumatologischen Abteilung (Station 127) der
Charité Universitat Berlin am Campus Mitte.

Die Patienten wurden anhand der ACR Kriterien (American College of Rheumatology) als an
SLE erkrankt diagnostiziert, so dass alle Patienten mindestens 4 dieser Kriterien erfullten.
Daneben wurden Proben von 10 gesunden Probanden als Kontrollgruppe untersucht.

Probanden, bei denen Mischkollagenosen diagnostiziert wurden, sowie solche mit einem akuten
Harnwegsinfekt oder Nebendiagnosen, welche die Nieren beeintrédchtigen, wurden
ausgeschlossen. Ebenfalls wurden Patientinnen, die ihre Regelblutung hatten, nicht mit
einbezogen.

Sieben Patienten wurden im Verlauf ihrer Erkrankung zu dem Zeitpunkt O bei Beginn der
Studienteilnahme, nach 3 Monaten sowie vier der Patienten zusatzlich nach 6 Monaten
untersucht.

Fur die Durchfiihrung der Studie wurde ein aktueller Ethikantrag (EA1/034/10) durch die
Mitglieder der Ethikkommission bewilligt. Die Patienten wurden aufgeklart und gaben

schriftlich ihr Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie.

2.2.2 Patientengruppeneinteilung

Die Population von 67 SLE Patienten wurde im Nachhinein in zwei Gruppen unterteilt.

SLE Patienten mit Nierenbeteiligung (SLE NB+) und SLE Patienten ohne eine
Nierenbeteiligung (SLE NB-).

Um diese Aufteilung vornehmen zu kdnnen, wurden der Krankheitsverlauf des Systemischen
Lupus Erythematodes bis zum Zeitpunkt der Studienteilnahme, bis dahin auffallig gewordene
Urinuntersuchungen, stattgehabte Nierenbiopsien und die klinische Einschatzung der
rheumatologichen und nephrologischen Abteilung der Medizinischen Klinik am Campus Mitte
einbezogen. In die Patientengruppe SLE NB+ wurden 44 Patienten mit im Verlauf ihrer

Erkrankung durch eine Nierenbiopsie gesicherten Beteiligung der Nieren einbezogen.
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In die Patientengruppe SLE NB- wurden 23 Patienten aufgenommen, welche bis zum Zeitpunkt

der Studienteilnahme keine Anzeichen einer Nierenbeteiligung aufwiesen.

2.2.3 Kontrollgruppe und Proben zuséatzlicher Tests

In die Kontrollgruppe wurden zehn freiwillige Probanden unterschiedlichen Alters und
scheinbarer Gesundheit aufgenommen. Es wurde darauf geachtet, dass sowohl die Alters- als
auch die Geschlechterverteilung der Patientenpopulation entspricht. Rekrutiert wurden die
Freiwilligen mittels Aushangen, Emails tber Verteiler der Universitat und der Mitarbeiter sowie

Mundpropaganda.

Fur die Untersuchung der Urinproben wahrend der Regelblutung wurden zehn weitere
Probandinnen gefunden. Auch diese Untersuchungsgruppe entsprach den oben genannten
Kriterien, wobei sie allerdings verstandlicherweise einen geringeren Altersdurchschnitt aufwies.
Ausgehend von der Annahme, dass die Regelblutung am zweiten Tag am starksten ist, wurden

alle Messungen zu diesem Zeitpunkt durchgefiihrt.

Ebenfalls freiwillig und aufgeklart tber etwaige Risiken wurden fur den Kinetik Test peripheres
Blut sowie Spontanurin von sechs weiteren Probanden zur Verfligung gestellt. Auch diese gaben
zum Zeitpunkt der Studienteilnahme keine Erkrankungen an und wurden als gesund

eingeschatzt.

2.2.4 Bestimmung der Krankheitsaktivitat

Die Krankheitsaktivitat der Patienten wurde mit Hilfe des Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index (SLEDAI) bestimmt.

Bei dem SLEDAI handelt es sich um einen globalen Index, der die Krankheitsaktivitat der
letzten 10 Tage bewertet. Die Deskriptoren reprasentieren 9 potenziell vom SLE betroffene
Organsysteme. Dabei werden 24 gewichtete klinische Symptome und Befunde sowie
Laborparameter erfasst. Hierbei wird das ZNS und Gefallsystem mit jeweils 8 Punkten
bemessen, 4 Punkte fur das renale und muskuloskeletale System, 2 Punkten flr Haut-
/Schleimhaut- und das immunologische System sowie 1 Punkt fir den konstitutionellen und
h&matologischen Status.

Die hierbei genutzten immunologischen Laborparameter wurden durch das Rheumatologisch-
Immunologische Labor der Charité unter der Leitung von Dr. Dr. Karl Egerer erhoben.
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Tabelle 6: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDALI)
Kategorie Punkte

Anfall

Psychose
Psychoorganisches Syndrom
Sehstérungen
Hirnnerven-Storung
Lupus-Kopfschmerz
Zerebrovaskuldrer Insult
Vaskulitis

Acrthritis

Myositis

Harnzylinder

Hé&maturie

Proteinurie

Pyurie

Erythem

Alopezie
Schleimhaut-Ulcera
Pleuritis

Perikarditis
Komplementverminderung
erhohte dsDNA-Antikorper
Fieber

Thrombozytopenie
Leukopenie

RPIRPIRPINNDNININDINDN A APPSO OO OO OO 0000 0

Die maximale zu erreichende Punktzahl ergibt somit 105. In der Praxis weisen jedoch wenige
Patienten Punktzahlen von mehr als 45 auf. Leichte bis mél3ige Erkrankung entspricht einem
SLEDAI-Punktwert von < 10. SLEDAI-Werte > 10 entsprechen starkerer Krankheitsaktivitét
[144, 145].

Die aktuell verwendete Version des 1992 erstmalig beschriebenen Index ist der SLEDAI-2k
[146]. Dieser Score wurde ausgewahlt, da er sich auch als zuverlassig erwiesen hat, wenn ihn
Arzte verwenden, die wenig Erfahrung mit der Beurteilung der Krankheitsaktivitat von SLE-
Patienten besitzen [147].

2.2.5 Bestimmung der renalen Krankheitsaktivitat

Um die Krankheitsaktivitat des Systemischen Lupus Erythematodes ins Besondere in Hinblick
auf die Nierenbeteiligung zum Zeitpunkt der Studienteilnahme beurteilen zu kénnen, wurde ein
renaler SLEDAI erhoben. Dieser stutzt sich auf die im Systemic Lupus Erythematosus Disease

Activity Index vorhandenen nierenbezogenen Punkte.
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Tabelle 7: renaler SLEDAI

Deskriptior Definition Punkte
Harnzylinder granulare Zylinder oder Erythrozyten-Zylinder 4
>5 Erythrozyten im Mikroskopierfeld bei 400facher
Hamaturie VergroBerung; Steine, Infektionen oder andere Ursachen 4

mussen ausgeschlossen werden

>0,5g/24 Stunden; neu beginnend oder Steigerung in jlngster

Proteinurie Zeit um mehr als 0,5g / 24 Stunden

>5L eukozyten im Mikroskopierfeld bei 400facher

Pyurie VergréRerung; Ausschluss einer Infektion

Insgesamt ergab sich so eine maximal zu vergebende Punktzahl von 16.

Die hierfiir notwendigen Parameter wurden, wenn vorhanden aus den klinischen Daten erhoben.
Hierbei wurden insbesondere die durchgefiihrten 24-h-Sammelurinmessungen sowie
Urinmikroskopien vorrangig beriicksichtigt. Zusatzlich, um fehlende Daten zu ergénzen, wurde

bei jeder untersuchten Urinprobe eine eigene Untersuchung mittels Urinteststreifen durchgefihrt.

2.2.6 Probengewinnung

Die an der Studie teilnehmenden Probanden wurden Uber die Studie und deren Zweck sowie
etwaige Risiken einer peripheren Blutentnahme aufgeklart und unterschrieben eine
Einwilligungserklarung.

Den Probanden wurde durch Punktion einer peripheren Vene 6 ml heparinisiertes Vollblut im
Rahmen der Routineblutentnahme entnommen. Des Weiteren wurden zur gleichen Zeit 1-2
Becher Spontanurin abgegeben. Hierbei wurde darauf geachtet, dass eine Mindestmenge von
100 ml Urin nicht unterschritten wurde. Bei den Proben der stationdren Patienten handelte es
sich um Morgenurinproben. Aus organisatorischen Griinden war es bezogen auf die ambulanten
Patienten nicht gewahrleistet die Urinproben zu einem einheitlichen Tageszeitpunkt zu
gewinnen.

Die Proben wurden in wunser Labor transportiert und innerhalb weniger Stunden
weiterverarbeitet.

Die 17 zur Studienteilnahme zeitgleich durchgefiihrten Nierenbiopsien (aufgefiihrt in Abschnitt
3.6) wurden im Institut fir Pathologie des Campus Mitte der Charité unter der Leitung von Prof.

Dr. Dietel pathologisch-anatomisch begutachtet.
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2.2.7 Durchflusszytometrie

2.2.7.1 Prinzip des Durchflusszytometers

Der Durchflusszytometrie (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting) liegt das Prinzip eines
optischen Messsystems fiir einzelne in einem Flissigkeitsstrom fokussierte Partikel zugrunde,
deren quantitative Fluorochromierung gemessen wird. Dies bedeutet, dass mit geeigneten
Fluorochromen gekoppelte Partikel ihrer Anzahl entsprechend detektiert werden kdnnen [121].
Das Messverfahren kann fur eine Vielzahl von Untersuchungszielen herangezogen werden wie
beispielsweise der Zelltypisierungen und Zellzyklusanalysen. Haufigste Nutzung ist sicherlich
das Darstellen von Zelleigenschaften und Zellsupopulationen mittels fluoreszenzmarkierter
Antikorper.

Die mit Antikorpern markierten Zellen werden in einem Flissigkeitsstrom einzeln in einer Reihe
an einem Laserstrahl vorbeigeleitet.

Durch den Fluoreszenfarbstoff freigesetzte Photonen werden mittels des Photodetektors
aufgezeichnet. Deren Anzahl verhélt sich nun proportional zur Menge an gebundenen
Antikdrpern auf der Zelle und erlaubt somit z.B. eine Aussage Uber die Expression von
Oberflachenmolekiilen sogenannten Cluster of Differenciation (CD) auf den untersuchten Zellen.
Beim Auftreffen des Laserstrahls auf die Zelle kommt es weiterhin zur Beugung und Streuung
des Lichtes. Das Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC) entspricht hierbei der Granularitat und
Komplexitat der Zellen, wohingegen das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC) Aufschluss
uber die ZellgroRe gibt [148].

An Hand dieser Informationen konnen die Lymphozyten von anderen Zellen und Zelldebris

unterschieden werden.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung eines FACS-Gerates
(Homepage der FACS Core Facility der Universitat Mainz: http://www.facslab.toxikologie.uni-
mainz.de/images/Bild1a.png)

2.2.7.2 Vier-Kanal-Durchflusszytometer

Die Oberflachenantigene konnen entweder in der direkten oder der indirekten Farbung
nachgewiesen werden.

Bei der direkten Fluoreszenzfarbung werden monoklonale Antikorper, welche bereits direkt mit
dem jeweiligen Fluorochrom konjugiert sind, verwendet. Es handelt sich dabei also nur um einen
Farbeschritt.

Bei der indirekten Farbung wird zun&chst ein spezifischer Antikdrper zu dem
Untersuchungsmaterial gegeben, an welchen dann in einem zweiten Schritt ein weiterer
fluorochrommarkierter Antikorper bindet. Eine gleichzeitige FACS-Messung mit verschiedenen
Fluoreszenfarbstoffen ist, obwohl sich die eingesetzten Farbstoffe mit derselben Wellenlange
anregen lassen, moglich, da ihre Emissionsspektra Maxima unterschiedlicher Wellenlédngen

aufweisen.

32


http://www.facslab.toxikologie.uni-mainz.de/images/Bild1a.png
http://www.facslab.toxikologie.uni-mainz.de/images/Bild1a.png

Material und Methoden

In dem verwendeten Durchflusszytometer FACSCalibur konnen vier verschiedene

Fluoreszenzfarbstoffe zur selben Zeit detektiert werden.

Tabelle 8: Verwendete Fluorochrome

Fluorochrom Kanal Absorptionsmaxima Emission
FITC FL1 495 nm 519 nm
PE FL 2 480 nm 578 nm
PJ FL 3 550 nm 617 nm
APC FL 4 650 nm 660 nm
Alexa Fluor 647 FL 4 650 nm 668 nm

Zur Markierung der gesuchten Oberflachenantigene wurden ausschlieBlich direkt markierte
monoklonale Antikorper verwendete. In Tabelle 4 ist aufgefiihrt mit welchen Farbstoffen diese
verbunden waren.

Die optimale Antikorperkonzentration wurde vorher durch eine Titrationsreihe an Hand von
Vollblutproben ermittelt.

Tabelle 9: Farbeschema

Alexa
Tube | FITC PE PJ APC Fluor 647
1 CD4 1:10 CD3 1:10 PJ 1:500
2 CD4 1:10 CD3 1:10 PJ 1:500 | CD45R0O 1:10
3 CD4 1:10 CD3 1:10 PJ 1:500 CD69 1:10
4 CD4 1:10 CD3 1:10 PJ 1:500 CCR1 1:10
5 CD4 1:10 CD3 1:10 PJ 1:500 CCR5 1:10

2.2.7.3 Fc-Rezeptorblockade

Um ein unspezifisches Binden der Antikdrper an Fc-Rezeptoren anderer Zellen und somit eine
hohe Hintergrundfarbung zu verhindern, wird die Zellsuspension mit einem Uberschuss an
Immunglobulin préinkubiert, welches keine Spezifitat fir das zu untersuchende Antigen besitzt.
So werden die Fc-Rezeptoren geséttigt und stehen im Folgenden nicht mehr fiir die unspezifische
Bindung zur Verfiigung. Aus diesem Grund wurde jede Probe vor dem eigentlichen Farbeschritt

mit humanem 1gG inkubiert.

2.2.8 Isolierung und Farbung der Leukozyten aus der Vollblut-Probe

e 4 ml einer heparinisierten Vollblutprobe wurden im Verhaltnis 1:20 mit Erylysepuffer
versetzt und 20 min bei + 4 °C kihl gestellt.
e Um die Zellen von dem Uberstand zu trennen, wurde die Probe bei 1300 U/min und 4 °C

8 min zentrifugiert (Ultrazentrifuge) und der Uberstand verworfen.
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2.2.9

Das Zellpellet wurde in 5 ml PBS/BSA Pufferlosung resuspendiert und mit je 1ml auf
finf 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefale verteilt.

Die Reaktionsgefalle wurden erneut 8 min bei 4 °C und 2300 U/min zentrifugiert
(Tischzentrifuge Heraeus Fresco 17) und der Uberstand mit Hilfe der Vakuumpumpe
CVC 2000 abgesaugt.

AnschlieRend wurde das Pellet auf Eis mit jeweils 100 pl Antikdrperlésung, bestehend
aus PBS/BSA und humanem IgG im Verhéltnis 1:10, resuspendiert und die Antikorper
entsprechend dem Farbeschema in Tabelle 4 hinzugeflgt.

Darauf folgte eine Inkubationszeit von 20 min bei 4 °C.

Waschschritt: Den Zellen wurde jeweils 1 ml PBS/BSA zugegeben, woraufhin sie 8 min
bei 4 °C und 2300 U/min zentrifugiert wurden (Tischzentrifuge Heraeus Fresco 17).

Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen in 500 pul PBS/BSA resuspendiert,
10ul Flow Cytometer Count Standard hinzugefiigt und unmittelbar im Anschluss daran

die durchflusszytometrische Analyse durchgefthrt.

Isolierung und Farbung der Urinprobe

Die Urinprobe wurde mittels Multi-Urinstix auf Blut, Leukozyten, Nitrit, Protein und den
pH-Wert hin untersucht und die Ergebnisse dokumentiert.

AnschlieRend wurde der gesamte Urin in 50 ml Falcons uberfiihrt, das Gesamtvolumen
notiert und die Proben 8 min bei 4 °C und 1300 U/min zentrifugiert (Ultrazentrifuge).
Der Uberstand wurde dekantiert und bei -20 °C eingefroren.

Nun folgte ein Waschschritt: Das Pellet wurde in 15 ml PBS/BSA resuspendiert und ein
weiteres Mal 8 min bei 1300 U/min zentrifugiert (Ultrazentrifuge). Der Uberstand wurde
verworfen.

AnschlieBend wurde das Zellpellet in 4 ml PBS/BSA resuspendiert und die
Gesamtflussigkeit zu gleichen Teilen auf vier 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefélie verteilt
und 8 min bei 2300 U/min zentrifugiert (Tischzentrifuge Heraeus Fresco 17).

Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 100 pl Antikorperlésung, bestehend aus
PBS/BSA und humanem IgG im Verhaltnis 1:10, resuspendiert, wozu die Antikorper
entsprechend dem Férbeschema in Tabelle 4 hinzugefugt wurden. Dieser Pipettierschritt
wurde auf Eis durchgefiihrt.

Waschschritt: Den Zellen wurde jeweils 1 ml PBS/BSA zugegeben, woraufhin sie 8 min

bei 4 °C und 2300 U/min zentrifugiert wurden (Tischzentrifuge Heraeus Fresco 17).
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Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen in 500 pl PBS/BSA resuspendiert,
10ul Flow Cytometer Count Standard hinzugefugt und unmittelbar im Anschluss daran

die durchflusszytometrische Analyse durchgefthrt.

2.2.10 Untersuchung zum zellularen Uberleben in Urin

Um das Zelllberleben in Urin zu untersuchen und die Frage beantworten zu koénnen, ob die

Expression von Oberflachenmarkern durch Urin induziert wird wurde ein Kinetikversuch tber
24 Stunden durchgefihrt.

Hierfur wurden sechs 300 ml Urinproben (U1-U6) zunédchst 8 min bei 4 °C und 1300
U/min zentrifugiert (Ultrazentrifuge) und anschlieBend der Uberstand der jeweiligen
Proben von dem Zellpellet getrennt
sechs Proben mit jeweils 5 ml heparinisiertem Vollblut (PB1-PB6) wurden im Verhaltnis
1:20 mit Erylysepuffer versetzt und 20 min bei +4 °C kuhl gestellt.
Um die Zellen von dem Uberstand zu trennen, wurden die Blutproben anschlieRend bei
1300 U/min und 4 °C 8 min zentrifugiert (Ultrazentrifuge). Der Uberstand wurde
verworfen.
Das Zellpellet wurde in 10 ml PBS/BSA Pufferldsung resuspendiert und nochmalig bei
1300 U/min und 4 °C 8 min zentrifugiert (Ultrazentrifuge). Der Uberstand wurde
verworfen.
Nun wurden die Pellets der Blutproben in jeweils 5ml PBS aufgenommen.
Jeweils 45 ml Urinlberstand der Proben U1l bis U6 wurden in sechs 50 ml Falcons
uberfiihrt und je 1 ml Zellsuspension der dazugehdrigen Blutprobe PB1 bis PB6
hinzugegeben.
Zu den Zeitpunkten Oh, 2h, 5h, 8h, 10h und 24h wurden jeweils Probe 1 bis Probe 6 wie
folgt behandelt:
— Um die Zellen von dem Uberstand zu trennen, wurden die Proben bei 1300 U/min
bei 4 °C 8 min zentrifugiert (Ultrazentrifuge) und der Uberstand verworfen.
— Das Zellpellet wurde in 6 ml PBS/BSA Pufferldsung resuspendiert und mit je 1ml
auf finf 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefale verteilt.
— Die ReaktionsgefaRe wurden erneut 8 min bei 4 °C und 2300 U/min zentrifugiert
(Tischzentrifuge Heraeus Fresco 17) und der Uberstand mit Hilfe der

Vakuumpumpe CVC 2000 abgesaugt.
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2.2.11

Anschlielend wurde das Pellet auf Eis mit jeweils 100 pl Antikorperldsung,
bestehend aus PBS/BSA und humanem IgG im Verhéltnis 1:10, resuspendiert und
die Antikorper entsprechend dem Féarbeschema in Tabelle 4 hinzugefugt.

Darauf folgte eine Inkubationszeit von 20 min bei 4 °C.

Waschschritt: Den Zellen wurde jeweils 1ml PBS/BSA zugegeben, woraufhin sie
8 min bei 4 °C und 2300 U/min zentrifugiert wurden (Tischzentrifuge Heraeus
Fresco 17).

Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen in 500 pl PBS/BSA
resuspendiert und unmittelbar im Anschluss daran die durchflusszytometrische

Analyse durchgefihrt.

Farben toter Zellen mit Propidium Jodid

Eine intakte Zellmembran ist fir Propidium Jodid (PJ), welcher auch als Totfarbstoff bezeichnet

wird, nicht durchldssig. Dieser Farbstoff kann somit nur in die DNA von Zellen einlagern, deren

Membran stark geschadigt ist. Durch diese Farbung der DNA abgestorbener Zellen ist nun eine

einfache Unterscheidung lebender Zellen von toten Zellen méglich. Eine 0,1 mg/ml PJ Lésung

wurde kurz vor der Analyse der Zellen in einem Verhaltnis von 1:500 in die Zellsuspension

gegeben und gut vermischt. Nicht mehr intakte Zellen erschienen im Fluoreszenzkanal 3 (FL3)

des Durchflusszytometers positiv.
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2.2.12 Auswertung und Gatingstrategie

Fur die Auswertung der gemessenen Daten standen verschiedene Darstellungsformen zur
Verfligung.

Benutzt wurde ein Punktehistogramm (Dot-Plot), in welchem zwei Parameter, das VVorwarts- und
Seitwartsstreulicht, zueinander in Beziehung gesetzt werden. Zur Anwendung kamen ebenfalls
ein Dichteplot, bei welchem mehrfach Uberlagerte Punkte innerhalb eines Dot-Plots mit

verschiedenen Farben sichtbar gemacht werden sowie die Histogramm-Darstellung.

2.2.12.1 Lymphozytengate

Die zu untersuchende Zellpopulation, die Lymphozyten, wurde, um sie von anderen Strukturen
und Zellsubpopulationen abzugrenzen, im Dichteplott des Vorwaérts-Seitwérts-Scatters anhand
ihrer spezifischen GroRen- und Granularitaitsmerkmale erkannt und in der Folge in einem
weiteren Fensters dargestellt. Dieses Vorgehen wird als ,,Gating* bezeichnet. Die folgenden
Analysen der FACS-Bilder wurden nur flr Messdaten innerhalb des eingegrenzten Bereiches
durchgefiihrt.

In der Darstellung der Urinproben ist das Setzten eines Leukozytengates aufgrund von vermehrt
vorkommendem Zelldebris und Aggregaten erschwert. Um sicher zu gehen, keine Lymphozyten
falschlicherweise auszugrenzen, wurde das Lymphozytengate der Blutprobe in etwas

ausgeweiteter Form als Vergleich fiir die Messung der Urinprobe herangezogen.

A B

SSC-H:: 8SC-Height
SSC-H:: SSC-Height

0 200 400 600 800 1K
FSC-H:: FSC-Height FSC-H: FSC-Height

Abbildung 4: Darstellung der Lymphozyten in einem Pseudocolour Punktehistogramm
A) Lyphozyteneingrenzung einer Blutprobe; B) erweitertes Lymphozytengate einer Urinprobe
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2.2.12.2 Weitere Analyse der Lymphozytenpopulation

Aus dem Primérfenster FSC/SSC wurde die eingegrenzte Lymphozytenpopulation auf weitere
Fenster zur Analyse der spezifischen Marker Ubertragen. Zunéchst wurde CD3 gegeniiber PJ
dargestellt, um nur lebende T-Zellen im weiteren Verlauf zu untersuchen.

Um nun die Anzahl der CD3+CD4+Zellen zu ermitteln, wurden diese beiden Marker
gegenubergestellt und die positiven Zellen mit einem Gate umzogen.

Ausgehend von diesem Gate wurden die Marker CD45R0O, CD69, CCR1 und CCR5 gegen CD3

aufgetragen.

A B

FL2-H:: FL2-CD3 PE

FL2-H:: FL2-CD3 PE
=

FL3-H: FL3-PJ FL1-H: FL1-CD4 FITC

Abbildung 5: Darstellung der Lymphozyten in einem Pseudocolour Punktehisogramm
A) Darstellung der Lymphozyten in einem Live-Gate; Ordinate: CD3 PE Abszisse: PJ-Lebendfarbstoff
B) Darstellung der lebenden CD3+CD4+Lymphozyten; Ordinate;: CD3 PE Abszisse: CD4 FITC
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2.2.13 Quantitative Bestimmung der Zellen

Um die absolute Zellzahl quantitativ bestimmen zu koénnen, wurden zwei verschiedene
Methoden verwandt, Berechnung mittels True-Count-Beads und eine Berechnung tber das

Ursprungsvolumen.

2.2.13.1 Berechnung mit Hilfe von Beads

Bei den Beads handelte es sich um einen Flow Cytometer Count Standard, eine Suspension mit
einer bekannten Anzahl an Partikeln pro ml Volumen. Diese Partikel sind mit verschiedenen
multiplen Fluorochromen gelabelt, deren Kombination es mdglich macht durch einen
gewohnlichen Argon Laser (488nm) angeregt zu werden und in den Kanalen FL1, FL2 und FL3
detektiert werden zu koénnen. Die Partikel des Absolute Count Standards besitzen ungefahr die
GroRe eines humanen Lymphozyten (7-9 pum) und befinden sich in einer steril filtrierten und
isotonisch gepufferten Losung (pH 7,4). Da die Konzentration der Suspension mit 1 x 10°
Beads/ml bekannt war, konnte mit Hilfe der Anzahl an aufgenommen Beads die absolute

Zellzahl/pl berechnet werden (siehe Formel 1).

Formel 1: Berechnung der absoluten Zellzahl mit Hilfe von Beads

bsolute Zellzahl Zell
absolute Zellzahl _ gemessene Zellen

ul gemessene Beads

10 000 Beads

Faktor = —
500 pl Staining Volumen

2.2.13.2 Berechnung tUber das Volumen

Die zweite Methode bestand darin die absolute Zellzahl Gber das VVolumen zu berechnen. Hierfir
wurde das Ursprungsvolumen der Probe in Bezug zu dem Aufnahmevolumen und der insgesamt
gemessenen Zellzahl gesetzt. Voraussetzung hierfir war die gesamte Probe ohne Verluste

aufzunehmen. Siehe hierzu folgende Formel 2.

Formel 2: Berechnung der absoluten Zellzahl an Hand des Volumens

Anzahl der Zellen  Anzahl der gemessenen Zellen

® 100
100 ml Urinmenge in ml
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2.2.14 Statistische Auswertung

Da bei den vorliegenden Patientendaten auf Grund der geringen Fallzahlen meist von keiner
Normalverteilung der Ergebnisse auszugehen war, wurden in diesen Féllen an Stelle von
Mittelwerten Medianwerte angegeben. Fir die nicht-normalverteilten Werte wurde im
Folgenden fiir den Vergleich der Medianwerte der Test nach Mann-Whitney-U verwendet. Fur
die normalverteilten Daten wurde ein T-Test fiir unabhdngige Stichproben durchgefunhrt.

Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 festgelegt. Um Korrelationen zu berechnen wurde der
bivariate  Spearman’s rho-Test verwendet. Eine Korrelation wurde ab einem

Korrelationskoeffizienten r > + 0,3 angenommen.

Sensitivitats- und Spezifitats-Berechnungen

Um eine Berechnungen der Sensitivitdt und Spezifitdt durchzufihren, wurden zundchst
Kreuztabellen, auch sogenannte Vierfeldertafeln, mit Hilfe des SPSS-Programmes erstellt.
Hierbei wurden Patienten mit einem SLEDAI-Punktwert > 10 mit einer erhohten
Krankheitsaktivitdt und im Schub befindlich definiert. Pateinten mit einem SLEDAI-Punktwert
< 10 wurden zusammengenommen als gesund bzw. als gering aktiv erkrankt angesehen. Als

erhohte Zellzahl wurde ein Grenzwert von 800 CD3+CD4+T-Zellen pro 100 ml Urin festgelegt.

Tabelle 10: Vierfeldertafel
Anzahl der positiven und negativen Testergebnisse bei gleichzeitiger Kenntnis des "wahren" Sachverhaltes

Wahrheit
Testergebnis i _
negativ positiv
negativ n(-1-) n(-1+)
positiv n (+-) n (++)

Ausgehend von der Tabelle 10 lassen sich die Sensitivitat P (+|+) und Spezifitat P (-]-) wie folgt

berechnen:
B n(+ +)
P+ ) (B + (=1
_ n(—| —)
S ey T s ey

Fur die zusammengenommenen statistischen Berechnungen sowie das Erstellen der Graphiken
wurde PAWS Version 18 (Chicago, Illinois, USA) sowie GraphPad Prism Version 5.0 (San
Diego, California, USA) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Patienten

67 Patienten im Alter von 22 his 71 Jahren und einem Altersmedian von 44 Jahren wurden in
zwei Gruppen ,,Patienten mit Nierenbeteiligung® (NB+) und ,,Patienten ohne Nierenbeteiligung*

(NB-) eingeteilt. Unter den Patienten fanden sich 11 Mé&nner und 56 Frauen.

/ 67 Patienten \

Altersmedian 44 Jahre
Altersmittelwert 42,97 Jahre
Spannweite: 22 — 71 Jahre
m/w: 11/56

- )

( NB- N NB+ )

23 Patienten 44 Patienten
Altersmedian 47 Jahre Altersmedian 43 Jahre
Altersmittelwert 44,17 Jahre Altersmittelwert 42,31 Jahre
Spannweite: 23 — 67 Jahre Spannweite: 22 — 71 Jahre

K m/w: 4/19 j K m/w: 7/37 /

3.1.1 Patientengruppe mit Nierenbeteiligung

In die Gruppe ,,Patienten mit Nierenbeteiligung* (NB+) wurden 44 Patienten im Alter von 22 bis
71 Jahren und einem Altersmedian von 43 Jahren aufgenommen. Hierunter befanden sich 7
Manner und 37 Frauen. 17 von ihnen waren in der Ambulanz vorstellig geworden, 24 waren zum
Zeitpunkt der Studienteilnahme stationdr auf der rheumatologischen Station der Charité am
Campus Mitte gewesen und drei Patienten hatten stationdr auf der nephrologischen Station des
Universitatskrankenhauses gelegen.

Bis auf 3 der Patienten war die gesamte restliche Population zum Zeitpunkt der Studienteilnahme

immunsupprimiert. Die jeweiligen Aufnahmegriinde sind der Tabelle 11 zu entnehmen.
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Tabelle 11: Aufnahmegrund der Patienten mit Nierenbeteiligung

Haufigkeit Prozent

Verlaufskontrolle 17 39,5
Schub 8 18,2
V.a. Schub 5 11,6
Infusionstherapie 11 25,6
Reevaluation der 2 4,7
Erkrankung

Anderes 1 2,3
Gesamt 44 100,0

34 Patienten der Gruppe NB+ hatten zu einem friheren Zeitpunkt ihrer Erkrankung eine
Nierenbiopsie erhalten. Da bekannt ist, dass sich das histologische Bild einer LN im Verlauf der
Erkrankung veréndern kann und moglicherweise auch die Einnahme von Medikamenten eine
Rolle spielt, wurden in dieser Studie nur zeitgleiche sowie innerhalb der letzten 3 Monate vor
Studienteilnahme durchgefiihrte Biopsien als reprasentativ fiir die aktuelle Krankheitsaktivitat
gewertet und im Rahmen der vorliegenden Arbeit berticksichtigt. 10 Patienten hatten zur selben

Zeit der Probenmessung eine Nierenbiopsie erhalten.

3.1.2 Patientengruppe ohne Nierenbeteiligung

Die Gruppe ,,Patienten ohne Nierenbeteiligung™ (NB-) umfasste 23 Patienten im Alter von 23 bis
67 Jahren und einem Altersmedian von 47 Jahren. Zwischen den beiden Patientenpopulationen
war zum Zeitpunkt der Messung kein signifikanter Altersunterschied festgestellt worden, was
durch den T-Test fur unabhangige Stichproben gezeigt werden konnte (T-Wert = 0,5229;

p = 0,6029).

In der Patientengruppe NB- befanden sich 4 Manner und 19 Frauen. 7 der Patienten befanden
sich zum Zeitpunkt der Studienteilnahme in stationdrer Behandlung auf der Rheumatologischen
Station der Charité am Campus Mitte. 16 Patienten dieser Gruppe stellten sich in der Ambulanz
vor. Alle der Patienten befanden sich zum Zeitpunkt der Studienteilnahme in
immunsupprimierender Behandlung. Da keiner der Patienten bis zum Zeitpunkt der
Studienteilnahme Auffalligkeiten bezogen auf die Niere aufgewiesen hatte, wurde im bisherigen
Krankheitsverlauf bei keinem der Patienten eine Nierenbiopsie durchgefthrt.

In der Tabelle 12 sind die jeweiligen Griinde des Vorstellens in der Klinik aufgefihrt.
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Tabelle 12: Aufnahmegrund der Patienten ohne Nierenbeteiligung

Haufigkeit Prozent

Verlaufskontrolle 15 65,2
V.a. Schub 2 8,7
Infusionstherapie 1 4,3
Reevaluation der 3 13,0
Erkrankung

Anderes 2 8,7
Gesamt 23 100,0

3.1.3 Gesunde Kontrollgruppe

In die gesunde Kontrollgruppe wurden 10 Probanden eingeschlossen. Bei keinem
Studienteilnehmer dieser Gruppe war zum Zeitpunkt der Messung eine Grunderkrankung
bekannt. Die Probanden waren zwischen 22 und 58 Jahren alt, wodurch sich flr deren
zusammengenommene Population ein Altersmedian von 36 Jahren ergab. Zwischen der
gesunden Kontrollgruppe und den an Systemischem Lupus Erythematodes erkrankten Patienten
ergab sich kein signifikanter Unterschied in der Altersverteilung, welches mit Hilfe eines T-
Testes fiir unabhangige Stichproben tberpriift wurde (T-Wert = 0,4662; p = 0,6425).
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3.2 Zelluberleben in Urin

Um Rickschlisse ziehen zu kdnnen, wie sich das Zelluberleben in Urin im Rahmen der
Untersuchung verhdlt und die Frage beantworten zu kdnnen, ob dieses uber den Verlauf von
Stunden hin abnimmt, wurde ein Kinetik-Test durchgefihrt. Weiterhin sollte analysiert werden,
ob die untersuchten Oberflachenmarker und Chemokinrezeptoren bei dem Verbleib von Zellen
in Urin induziert werden.

In diesem Versuch wurde erylisiertes Vollblut in 300 ml Urin Gber 24 h inkubiert und zu den
Zeitpunkten 0 h, 2 h, 5 h, 8 h, 10 h und 24 h die Anzahl der lebenden T-Zellen, die Anzahl der
lebenden CD3+CD4+T-Zellen sowie deren Expression der Oberflaichenmarker CD45RO und
CD69 und der Chemokinrezeptoren CCR1 und CCR5 gemessen.

Aus dieser Untersuchung ergab sich, wie sich der Abbildung 6 entnehmen lasst, dass die Anzahl
der lebenden CD3+T-Zellen in allen sechs Proben tber den Verlauf von 24 Stunden rapide
abnahm. Im Mittel aller Proben kam es dabei zu einer Reduzierung der zum Zeitpunkt Oh
gemessenen Zellzahl um 84,24 %. Schon nach 2 Stunden war eine Verminderung der lebenden

Zellen um 34,8 % zu vermerken.

& 400000
) -o— Probe 1
:\_'l - Probe 2
QC_) 300000 -4= Probe 3
'8 -¥- Probe 4
g 200000 -~ Probe 5
i: === Probe 6
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© 100000
=
©
c
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Zeit in h
Abbildung 6: Anzahl der lebenden T-Zellen tGber den Verlauf von 24 Stunden

Daraus ergab sich wie zu erwarten auch eine Abnahme der lebenden CD3+CD4+T-Zellen. Auf
Grund der besonderen Bedeutung dieser fur die vorliegende Arbeit werden sie in der Abbildung
7 gesondert dargestellt. Rechnerisch ergab sich fiir diese Zellpopulation tiber den Verlauf von 24
Stunden im Mittel eine Abnahme der Zellzahl um 82,75 %.
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Abbildung 7: Anzahl der lebenden CD3+CD4+ T-Zellen tiber den Verlauf von 24 Stunden

Ebenfalls wurde eine eventuelle Induktion der Oberflichenmarker sowie der
Chemokinrezeptoren durch das Verbleiben der Zellen in Urin Gberprift.

Fir den CD45R0O Oberflachenmarker konnte in keiner der Proben eine verénderte Expression
Uber den Zeitraum von 24 Stunden festgestellt werden. Um dies statistisch zu uberprufen,
wurden die relativen Expressionswerte der einzelnen Proben zu den verschiedenen Zeitpunkten
miteinander in Bezug gesetzt und mittels eines T-Testes fir verbundene Stichproben auf einen

signifikanten Unterschied hin getestet. Es ergab sich hieraus kein signifikanter Unterschied.

Tabelle 13: statistische Werte der CD45RO-Expression Uber 24 Stunden

Probe T-Wert p-Wert
Probe 1 0,14 0,89
Probe 2 0,01 0,99
Probe 3 0,11 0,92
Probe 4 0,01 0,99
Probe 5 0,48 0,65
Probe 6 0,31 0,77

Auch die Expression des Oberflaichenmolekills CD69 auf den CD3+CD4+T-Zellen nach
Verbleib derer Gber den Zeitraum von 0 h, 2 h, 5 h, 8 h, 10 h und 24 h in Urin ergab keine

signifikanten Unterschiede.
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Tabelle 14: statistische Werte der CD69-Expression tber 24 Stunden

Probe T-Wert p-Wert
Probe 1 0,01 0,99
Probe 2 0,00 1,0
Probe 3 0,05 0,96
Probe 4 0,04 0,97
Probe 5 0,35 0,74
Probe 6 0,02 0,98

Betrachtet man die Expression der

Chemokinrezeptoren CCR1 und CCR5 auf den

CD3+CDA4+T-Zellen in diesem Versuch, so zeigt sich optisch in den Graphiken der Abbildung 8

ein scheinbarer Anstieg der Expressionswerte. Statistisch ergab sich jedoch sowohl fir die CCR1

als auch fur die CCR5 Expression kein signifikanter Unterschied innerhalb der sechs

gemessenen Proben tber den Zeitraum von 24 Stunden.

Tabelle 15: statistische Werte der CCR1- und CCR5-Expression tiber 24 Stunden

CCR1 CCR5

Probe T-Wert p-Wert T-Wert p-Wert

Probe 1 0,01 0,99 0,01 0,99

Probe 2 0,14 0,95 0,04 0,97

Probe 3 0,01 0,99 0,01 0,99

Probe 4 0,01 0,99 0,04 0,97

Probe 5 0,08 0,94 0,01 0,99

Probe 6 0,00 1,0 0,00 1,0
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c 804 = 804 -8~ Probe 2
c [
.% ,g -4 Probe 3
3 601 a 601 -¥ Probe 4
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Abbildung 8: CCR1 und CCRS5 Expression Uber den Verlauf von 24 Stunden
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3.3 Einflussfaktoren auf den Nachweis von Zellen in Urin

3.3.1 Urin pH-Wert

Betrachtet man die pH-Werte aller gemessenen Proben, so ergibt sich fir diese eine
Normalverteilung mit einem Mittelwert von 6,13.

Im Folgenden wurden die gemessenen pH-Werte gegeniber der Anzahl an lebenden T-Zellen
aufgetragen und dies an Hand des Spearman’s rho Testes auf eine mdgliche Korrelation hin
untersucht. Als Ergebnis hieraus ergab sich keine signifikante Korrelation (r = 0,0054;

p =0,9681).

Des Weiteren wurden Gruppen von Urinproben gebildet, welche denselben pH-Wert aufwiesen.
Die Mediane dieser Gruppen wurden mittels des Mann-Whitney-U-Testes auf mdgliche
Unterschiede hin getestet. Auch hierbei ergab sich innerhalb der Gruppen kein signifikanter
Unterschied.

3.3.2 Regelblutung der Frau

Untersucht werden sollte ebenfalls der Einfluss der Regelblutung bei der Frau auf den Nachweis
von lebenden T-Zellen im Urin.

Interessanterweise konnte in keiner der zehn gemessenen Proben eine erhdhte Anzahl lebender
CD3+T-Zellen nachgewiesen werden. Die Proben stellten sich wie die der gesunden

Kontrollgruppe sowie gesunder Patienten dar.
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Abbildung 9: Urinuntersuchungen zum Zeitpunkt der Regelblutung

linke Abb.: Anzahl der lebenden T-Zellen sowie der CD3+CD4+T-Zellen pro 100 ml Urin
rechte Abb.: FACS-BIld einer Urinprobe zum Zeitpunkt der Regelblutung Abszisse: CD4 FITC Ordinate: CD3 PE
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3.4 Berechnung der Absoluten Zellzahl

Die absolute Anzahl an gemessenen Zellen wurde auf zwei verschiedene Weisen berechnet. Eine
Methode hierfur war, einen Flow Cytometer Count Standard (sogenannte Beads) mit den Proben
aufzunehmen. Eine weitere Methode war es, das gesamte VVolumen der Probe aufzunehmen und
so die Moglichkeit zu haben, Uber dieses auf die Zellzahl im Ursprungsvolumen Riickschliisse
ziehen zu koénnen.

Wie der Abbildung 10 zu entnehmen ist, ergaben sich leider deutliche Unterschiede in der
errechneten Zellzahl der beiden Methoden.

Errechnet man die Differenz zwischen den beiden Werten, die sich aus einer Probe ergaben, so
kam es zu einer mittleren Differenz von 18 206 Zellen/100 ml Urin (Medianwert). Der grofite
Unterschied zwischen zwei Werten derselben Probe lag bei 15 578 363 Zellen/100 ml Urin.

Um die absolute Zellzahl mit Hilfe des Count Standards zu berechnen, wird zundchst an Hand
der gemessenen Beads das VVolumen berechnet, welches durch das FACS-Gerat aufgenommen
wurde. Betrachtete man in der vorliegenden Arbeit diese berechneten Volumina, so ergab sich
eine Spanne von 1,4 ul bis 633 pl vermeintlich aufgenommenem Volumen. Da diese Werte nicht
normalverteilt sind wurde der Medianwert errechnet, dieser ergibt ein VVolumen von 249 pl.

In den Mess-Tubes, deren Volumen vollstdndig aufgenommen wurde, befand sich allerdings
jeweils ein Volumen von 500 pl.

Eingeschlossen der Tatsache, dass es zu Schwankungen kommen kann, da das FACS-Gerat zu
Beginn eventuell verzdgert aufzeichnet, ist es wenig plausibel, dass es zu einem Volumenverlust

von 498,6 pl kam. Dies entspréache einem Verlust von 99,7 %.

Aus dieser Beobachtung heraus wurde getestet, ob die Einstellungen des FACS-Gerates so
getroffen wurden, dass der Count Standard von diesem erfasst werden konnte. Dies war der Fall.
Die Beads konnten einwandfrei in einer einzelnen Probe verdiinnt in PBS/BSA detektiert
werden. Auch kam es hierbei zu keinem nennenswerten Verlust.

Bewahrte man den Count Standard allerdings in einem Eppendorf-Gefal} zu sonst gleichen
Bedingungen bei 4°C auf, so konnten in diesem GefaR keine Beads mehr nachgewiesen werden.
Daraus liel3 sich ableiten, dass es zu nicht bekannten Interferenzen gekommen sein muss.

Die Beads der einzelnen Messungen waren zundchst zu den Proben in Eppendorf-GefaRen

gegeben worden, bevor sie dann unmittelbar vor der Messung gemeinsam mit der Probe durch
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ein Zellsieb gefiltert wurden. Moglicherweise kam es hierbei zu einer Ablagerung an der
Plastikoberflache.

Aus den oben gezeigten Daten ist anzunehmen, dass dieses VVorgehen nicht geeignet war und zu
Fehlern in der Berechnung fuhrte.

In den folgenden Angaben der absoluten Zellzahlen wird daher auf die zweite Methode zuriick

gegriffen.
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Abbildung 10: Berechnung der absoluten Zellzahl

Die Abbildung zeigt die beiden verschiedenen Methoden der Errechnung der absoluten Anzahl der CD3+CD4+T-
Zellen pro 100 ml Urin. Links ist dies mittels des Flow Cytometer Count Standards (Beads) rechts mit Hilfe des auf-
genommenen Volumens erfolgt.
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3.5 Durchflusszytometrische Analyse der CD3+CD4+T-Zellen in Urin

Ziel der Arbeit war es, die Anzahl der CD3+CD4+T-Zellen im Urin SLE erkrankter Patienten zu
messen. Weiterhin sollte die Frage beantwortet werden, ob diese Zellzahl mit der aktuellen

Krankheitsaktivitat der Patienten korreliert.

Wie zuvor bereits erlautert, wurden die Patienten in eine Gruppe mit Nierenbeteiligung (NB+)
und eine Gruppe ohne Nierenbeteiligung (NB-) eingeteilt. Aus der gemessenen Anzahl an
CD3+CD4+T-Zellen wurde fur die jeweilige Population der Medianwert errechnet. Dieser sowie

die Spannweite der Messungen sind der Tabelle 16 zu entnehmen.

Tabelle 16: Median und Spannweite der CD3+CD4+T-Zellen der einzelnen Populationen

Population Median Minimalwert Maximalwert
Pat. mit NB (NB+) 41,82 0,00 113352
Pat. ohne NB (NB-) 6,670 0,00 122
gesunde Kontrollgruppe 10,19 0,00 44

In der Gruppe NB+ fanden sich Messungen, in denen eine erhohte Anzahl von Zellen
nachzuweisen war. Im Gegensatz dazu waren sowohl in der Gruppe NB- als auch in der Gruppe
der gesunden Probanden keine erhéhten Zellzahlen in den untersuchten Urinproben nachweisbar.
Setzt man diese Messungen in Bezug zueinander, so ergibt sich zwischen der Gruppe NB+ und
der Gruppe NB- ein signifikanter Unterschied. Gleiches gilt ebenfalls, wenn die Messungen der
Patienten NB+ mit denen der gesunden Kontrollgruppe miteinander verglichen werden. Siehe
hierzu die Abbildung 11.

Auf Grund des deutlichen Unterschiedes der Anzahl an T-Zellen im Urin und vergleichenden
Angaben der Literatur wird in folgenden Abschnitten dieser Arbeit ab einem Wert von > 800
CD3+CD4+T-Zellen /100 ml Urin von einer erhéhten Urinzellzahl gesprochen [73, 107].
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Abbildung 11: CD4+T-Zellen im Urin

Die Abbildung zeigt die Anzahl der CD3+CD4+T- Zellen in 100 ml Urin der Gruppe von SLE Patienten mit
Nierenbeteiligung (NB+), der Gruppe von SLE Patienten ohne Nierenbeteiligung (NB-) sowie der gesunden
Kontrollgruppe.
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3.5.1 Anzahl der T-Helfer Zellen in Abhangigkeit von der Krankheitsaktivitat

Um die Frage beantworten zu kdnnen, ob die gemessene Anzahl der CD4+T-Helfer-Zellen mit
der aktuellen Krankheitsaktivitdt der Patienten korreliert, wurden diese beiden Parameter
miteinander in Bezug gesetzt. Wie in der Abbildung 12 ersichtlich, fand sich eine Korrelation,
welche mit Hilfe des Spearman‘s rho-Testes statistisch tberprift wurde. Hieraus ergab sich ein
p-Wert < 0,0004 und ein r-Wert > 0,417.
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Abbildung 12: Urinzellzahl in Abhangigkeit von der Krankheitsaktivitat
Dargestellt ist die Anzahl der CD3+CD4+T -Zellen in 100 ml Urin bezogen auf die Krankheitsaktivitat der SLE

Patienten. Diese wurde anhand des SLEDAI erhoben.

In der Abbildung 13 ist dieselbe Patientenpopulation aufgetrennt dargestellt. Es wurden
Patienten mit Nierenbeteiligung (NB+) von Patienten ohne Nierenbeteiligung (NB-)
unterschieden und innerhalb dieser Gruppen eine Einteilung getroffen (ber deren
Krankheitsaktivitdt zum Zeitpunkt der Studienteilnahme. Hierbei entspricht ein SLEDAI-
Punktwert von < 10 leichter bis maRiger Erkrankung. SLEDAI-Werte > 10 entsprechen erhohter
Krankheitsaktivitat [144, 145].

Hierbei ist noch einmal deutlich zu erkennen, dass sich in der Population NB- sowohl bei
geringer Erkrankung als auch bei erhohter Krankheitsaktivitat keine relevante Anzahl an

CD4+T-Helfer-Zellen nachweisen lasst.

In der Patientengruppe NB+ mit geringer Krankheitsaktivitat ergab sich ein Medianwert von
17,31 CD3+CD4+T-Zellen/100 ml Urin. Dieser Wert unterschied sich nicht signifikant von der
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gering aktiven wie auch der hoch aktiven Gruppe NB- (p = 0,98; p = 0,5). In der Patientengruppe

NB+ mit erhéhter Krankheitsaktivitat fand sich jedoch ein signifikant erhdhter Medianwert.
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Abbildung 13: Urinzellzahl der Patientensubgruppen

In dieser Abbildung wurde die Anzahl der CD3+CD4+T-Zellen pro 100 ml Urin innerhalb der SLE
Patientengruppen mit (NB+) und ohne Nierenbeteiligung (NB-) mit Berlcksichtigung der Krankheitsaktivitét
gemessen anhand des SLEDAI dargestellt.

Im Folgenden wurde die Patientengruppe NB+ auf Grund ihres aktuellen Erkrankungsstatus
bezogen auf die Nieren eingeteilt in ,,hochaktiv*, ,,gering aktiv* und ,,in Remission‘ befindlich.
Unter die Bezeichnung hochaktiv fielen alle Patienten, welche zwei oder mehr pathologische
Parameter des renalen SLEDAI aufwiesen. Als gering aktiv wurden solche gewertet, die nur eine
der folgenden Pathologien zeigten: Proteinurie, Pyurie, Harnzylinder oder Hamaturie.

Zu der Gruppe ,,in Remission® zéhlten Patienten der Gruppe NB+, die zum Zeitpunkt der
Studienteilnahme keine Auffalligkeiten bezogen auf die Nieren aufwiesen.

Der Abbildung 14 l&sst sich entnehmen, dass in der Gruppe NB+ lediglich die Population der
hochaktiven Patienten erhohte Zellzahlen Gber dem angenommen cut-off-Wert von

800 CD3+CD4+T-Zellen/100 ml Urin aufwiesen.

Zu vermerken ist hierbei, dass eine Patientin mit einer geringen systemischen Krankheitsaktivitat
(SLEDAI < 10) einen renalen SLEDAI-Punktwert von 8 aufwies und somit in die Gruppe der
,hochaktiven* gez&hlt wurde (Urinzellzahl von 400 CD3+CD4+T-Zellen/100 ml Urin).
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Abbildung 14: Urinzellzahl bezogen auf die Aktivitat der Nierenbeteiligung

Dargestellt ist die Anzahl der CD3+CD4+T-Zellen aufgeteilt auf die verschiedenen Patientengruppen; NB+ Patien-
ten mit Nierenbeteiligung; NB- Patienten ohne Nierenbeteiligung; ,,hochaktiv* renaler SLEDAI > 8; ,,gering aktiv*
renaler SLEDAI-Wert von 4; ,,in Remission* renaler SLEDAI-Wert von 0

Um die Gruppe NB+ mit einem SLEDAI-Wert > 10 (dargestellt in Abb. 13) genauer zu
betrachten und der Frage auf den Grund zu gehen, warum in vier der Proben nicht wie erwartet
eine erhohte Anzahl an CDA4+T-Helfer-Zellen nachgewiesen werden konnte, wurde diese
Population noch einmal einzeln in ihrer aktuellen Krankheitsaktivitat nur bezogen auf die Nieren
dargestellt (Abbildung 15). Hieraus ergab sich, dass ein Patient trotz bekannter
Nierenbeteiligung und zu diesem Zeitpunkt erhohter Krankheitsaktivitdt zum Zeitpunkt der
Messung keine Auffalligkeiten im Rahmen der Urindiagnostik aufwies und sich daraus vermuten
lasst, dass die Niere im Rahmen dieses Schubes nicht in Mitleidenschaft gezogen war. Dieser

Patient wies keine erhdhte Urinzellzahl auf.
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Abbildung 15: Urinzellzahl in Abhéngigkeit der renalen Krankheitsaktivitat
Betrachtung des renalen SLEDAI und der Anzahl der CD3+CD4+T-Zellen pro 100 ml Urin der Patienten NB+ und
einem SLEDAI-Punktwert > 10
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3.6 Messungen zum gleichen Zeitpunkt einer Nierenbiopsieentnahme

Die Nierenbiopsie gilt neben dem Klinischen Langzeitverlauf der Erkrankung als ,,Gold-
Standard* der Diagnosestellung einer Nierenbeteiligung im Rahmen eines SLE. Da nur mit Hilfe
einer Biopsie eine Aussage darliber getroffen werden kann, ob tatséchlich eine
Nierenentziindung zu diesem Zeitpunkt vorliegt und wie stark diese ausgepragt ist, galt den
Messungen, die zeitgleich zu einer Nierenbiopsie durchgefiihrt wurden, besondere
Aufmerksamkeit.
Fir diese Untersuchung wurden neben eigens erhobener Messungen zuvor noch nicht
ausgewertete Daten der Arbeitsgruppe einbezogen und analysiert.
Der Abbildung 16 ist zu entnehmen, dass bei dem Ergebnis einer chronisch interstitiellen
Nephritis auf Grund eines Hypertonus keine erhdhte Zellzahl nachweisbar ist.
Die Patienten der beiden ubrigen Gruppen befanden sich zum Zeitpunkt der Probenentnahmen
mit SLEDAI-Punktwerten > 10 in schwer erkrankten Krankheitszustdnden.
Zwolf Patienten wurden mit einer LN Klasse IV der WHO-KIlassifikation eingestuft. In den
Proben all dieser Patienten konnte eine erhdhte Anzahl an CD3+CD4+T-Zellen nachgewiesen
werden.
Die Resultate der Biopsien der letzten Gruppe ergaben eine LN Klasse V der WHO-
Klassifikation. Interessanterweise wiesen drei der Patienten keine erhdhten Zellzahlen in den
untersuchten Urinproben auf.
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Abbildung 16: Messungen zur gleichen Zeit einer Nierenbiopsieentnahme
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3.7 CD3+CD4+T-Zellen im Vergleich zur Leukozyturie

Im klinischen Alltag wird die mittels Urin-Stix festgestellte Leukozyturie neben anderen
Methoden als Parameter herangezogen, um eine aktuelle Nierenbeteiligung im Rahmen eines
Erkrankungsschubes des SLE zu diagnostizieren. Dieser Test beruht auf dem Messen der aus
lysierten Granulozyten und Makrophagen freigesetzten Leukozytenesterase.

In diesem Kapitel wird die so erhobene Leukozyturie mit der CD3+CD4+T-Zellzahl der
Urinproben sowie mit dem SLEDAI-Punktwert der Patienten in Bezug gesetzt und analysiert.

Ob eine Korrelation vorliegt wurde durch die Anwendung des Spearman’s rho Testes iiberpriift.
Aus den Untersuchungen ergaben sich keinerlei Korrelationen (s. hierzu Angaben unter den
Abb.). Die Abbildung 17 zeigt, dass der Teststreifen bei dem Vorkommen von T-Helferzellen im
Urin nur in einem Fall einen positiven Leukozytennachweis erbrachte. Aus der Abbildung 18
lasst sich ebenfalls ersehen, dass der SLEDAI-Punktwert und eine isoliert betrachtete

Leukozyturie mittels eines Urinteststreifens keine Abhangigkeiten voneinander aufweisen.
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Abbildung 17: Leukozytenzahl-Messung mittels eines Urinteststreifens I
Die Abbildung zeigt die Anzahl der CD4+T -Zellen pro 100 ml Urin in Abhangigkeit von der Leukozytenzahl im
Urin, welche mittels eines Urinteststreifens erhoben wurde.
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Abbildung 18: Leukozytenzahl-Messung mittels eines Urinteststreifens 11
Die Abbildung zeigt die Leukozytenanzahl pro pl Urin in Abhéngigkeit von der Krankheitsaktivitat der SLE
Patienten.
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3.8 Berechnung der Spezifitat und Sensitivitat des Verfahrens

Die Spezifitat eines diagnostischen Verfahrens gibt die Wahrscheinlichkeit an, dass eine
,hegative Wahrheit auch als negativ erkannt wird. Fur die vorliegende Arbeit bedeutet dies,
inwiefern Gesunde auch als gesund angezeigt werden.

Die Untersuchung von T-Zellen im Urin an SLE erkrankten Patienten zeigte alle Gesunden bzw.
Patienten mit einem SLEDAI-Punktwert unter zehn als gesund an. Dies beruht auf der Tatsache,
dass sowohl in der gesunden Vergleichsgruppe als auch in der Patientenpopulation, welche keine
erhohte Krankheitsaktivitat aufwies, keine erhohte T-Zellzahl im Urin nachgewiesen werden
konnte. Aus den Daten der Tabelle 17 errechnet sich somit eine Spezifitat des Verfahrens von
100 %.

Tabelle 17: Vierfeldertafel der gesamten Patientenpopulation bezogen auf die systemische
Krankheitsaktivitat (SLEDAI)

SLEDAI
<10 =10 Gesamt
CD3+CD4+T-Zellen keine erhohte Zellzahl 53 6 59
erhéhte Zellzahl 0 8 8
Gesamt 53 14 67

Die Sensitivitat eines diagnostischen Verfahrens gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der eine
,positive Wahrheit“ durch diesen Test auch als positiv angezeigt wird. Berechnet man die
Wahrscheinlichkeit des Testes, eine erhohte systemische Krankheitsaktivitdt anzuzeigen, so

ergibt sich fir die Gesamtheit der 67 Patienten eine Sensitivitat von 57 % (s. Tab. 17).

Tabelle 18: Vierfeldertafel der 44 SLE Patienten mit einer Nierenbeteiligung bezogen auf das Anzeigen der
systemischen Krankheitsaktivitat (SLEDAI)

SLEDAI
<10 > 10 Gesamt
CD3+CD4+T-Zellen keine erhohte Zellzahl 32 4 36
erhohte Zellzahl 0 8 8
Gesamt 32 12 44

Bezogen auf die 44 SLE Patienten mit einer Nierenbeteiligung errechnete sich eine
Wahrscheinlichkeit von 67 %, dass Patienten mit einem SLEDAI-Punktwert iber zehn, und

somit als Patienten mit erhohter Krankheitsaktivitat gewertet, ein pathologisches Ergebnis
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aufweisen (vergl. Tab. 18). Der Tabelle 19 ist die renale Krankheitsaktivitdat der gesamten

Patientenpopulation gemessen anhand des renalen SLEDAI zu entnehmen. Berechnet man aus

diesen Daten die Wahrscheinlichkeit, dass der Test eine erhohte renale Krankheitsaktivitat

anzeigt, so ergibt sich eine Sensitivitat von 73 %.

Tabelle 19: Vierfeldertafel der gesamten Patientenpopulation bezogen auf die renale Krankheitsaktivitat

(rSLEDALI)
rSLEDAI
rSLEDAIvon 0-4 |  rSLEDAI>8 Gesamt
CD3+CD4+T-Zellen keine erhdhte Zellzahl 56 3 59
erhdhte Zellzahl 0 8 8
Gesamt 56 11 67

Heraus zu heben ist, betrachtet man die Gesamtheit der 67 untersuchten Patienten dargestellt in

Tabelle 17 und 19, dass es in keinem der Falle zu einem falsch positiven Testergebnis

gekommen ist.
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3.9 CD3+CD4+T-Zellzahlen im Krankheitsverlauf

Sieben der Patienten sind im Verlauf ihrer Erkrankung mehrmals untersucht worden. Vier
Patienten zu den Zeitpunkten 0, nach 3 Monaten sowie nach 6 Monaten. Drei der Patienten
wurden zum Zeitpunkt O sowie letztmalig nach 3 Monaten bezlglich der T-Zellzahl im Urin
untersucht.

Wie der Abbildung 19 zu entnehmen ist, zeigte sich bei allen Patienten eine Abnahme der
Zellzahl Gber den Beobachtungszeitraum.

In vier Féllen nahm die Zellzahl unter die Grenze von 800 CD3+CD4+T-Zellen/100 ml Urin ab.

Dies war zuvor als Grenze zu erhohter Zellzahl definiert worden (vergl. Kap. 3.5).
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Abbildung 19: Urinzellzahlmessungen im Krankheitsverlauf

In der Abbildung dargestellt ist die CD3+CD4+T-Zellzahl in 100 ml Urin von sieben SLE Patienten zu den Zeit-
punkten 0 sowie nach drei bzw. nach sechs Monaten im Krankheitsverlauf. Die gestrichelt Linie zeigt dabei den
Grenzwert von 800 CD3+CD4+T-Zellen/100 ml Urin an, welcher zuvor als Grenze erhohter Urinzellzahlen
definiert wurde. (Siehe hierzu Kap. 3.5)

Die Abbildung 20 zeigt die Krankheitsaktivitat der im Verlauf beobachteten Patienten zum
letzten Zeitpunkt der durchgefuhrten Messung. Ersichtlich ist hieraus der zuvor bereits in Kap.
3.5.1 beobachtete Zusammenhang zwischen der Urinzellzahl und der Krankheitsaktivitat der

Patienten.
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Abbildung 20: Krankheitsaktivitat im Verlauf
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Dargestellt ist der SLEDAI-Punktwert der im Verlauf beobachteten SLE Patienten. Als noch erhdhte Zellzahl wurde
hierbei eine Zellzahl > 800 CD3+CD4+T-Zellen/100 ml Urin gewertet. Patient Nr. 7 musste hierbei ausgeschlossen
werden, da keine klare Zuordnung zu einer der beiden Gruppen getroffen werden kann.

Der Tabelle 20 ist die im Zeitraum der Beobachtung verabreichte Menge Prednisolon sowie

Cyclophosphamid (Endoxan®) der Patienten zu entnehmen. Auf Grund der geringen Fallzahl

wurde bewusst auf eine Korrelationsanalyse verzichtet.

Tabelle 20: Darstellung der Krankheitsaktivitat sowie die verabreichte Menge immunsuppressiver Therapie

im Beobachtungszeitraum

Pat. | Beobachtungs- SLEDAI SLEDAI verabreichte | verabreichte Zellzahl-
Nr. zeitraum in nach nach 6 Menge Menge verhalten
Monaten 3Monaten Monaten Prednisolon Endoxan®
in mg in mg
1 6 13 10 3062,5 2600 erhoht
2 6 - 14 510 4200 erhoht
3 6 2 0 1125 4800 normalisiert
4 3 4 - 5710 0 normalisiert
5 6 - 4 1130 4000 normalisiert
6 3 7 - 5630 1800 normalisiert
7 3 12 - 4930 800 nicht zuordbar
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3.10 Charakterisierung der T-Zellen an Hand von Oberflachenmarkern

Die in den Urinproben gemessenen CD3+CD4+T-Zellen wurden im Hinblick auf verschiedene
Oberflachenmarker untersucht.
Zundchst galt es die Frage zu beantworten, ob es sich bei diesen Zellen vermehrt um

Memory/Effektor-T-Zellen handelt und in welchem Aktivierungszustand sich diese befinden.

Verwendet wurden hierfir die Marker CD45R0O und CD69.
e CDA45RO ist eine Isoform des CD45 Antigens. Wahrend CD45RA auf naiven Zellen
exprimiert wird, 1&sst sich CD45R0O auf Memory/Effektor-T-Zellen finden.
e CD69 (Very early activation antigen) wird innerhalo von Stunden nach T-Zell

Aktivierung auf den Zellen hochreguliert.

3.10.1 Memory/Effektor T-Zellen

Im Folgenden werden nur die Daten der Proben dargestellt, welche eine Anzahl von
CD3+CDA4+T-Zellen uber dem festgesetzten Wert von 800 Zellen pro 100 ml Urin aufwiesen.

Im Mittel der sieben gemessenen Proben ergab sich eine relative Expression des CD45RO-
Molekiils von 93,47 %.
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Abbildung 21: FACS-Bilder der CD45RO Farbung
in A) ist die CD45RO Farbung einer Urinprobe als Pseudocolour Punkthistogramm dargestellt; in B) ist die
CD45R0O Farbung einer Urinprobe mittels einer Histogramm-Darstellung gegen die Isotypenkontrolle aufgefiihrt
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Vergleicht man die CD45RO Expression der CD4+T-Helfer-Zellen der Urinproben mit denen
der Blutproben, so ergibt sich rechnerisch ein schwach signifikanter Unterschied

(p-Wert = 0,051). Ein Trend ist erkennbar. Siehe hierzu die Abb. 22.
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Abbildung 22: Relative CD45R0O Expression auf Blut- und Urinzellen
In der Abbildung ist ein Vergleich der relativen CD45RO Expression von Blut- und Urinproben der sieben
Patienten, deren CD3+CD4+T-Zellzahl im Urin Giber 800 Zellen/100 ml Urin lagen, dargestellt.
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3.10.2 Aktivierungszustand der CD4+T-Helferzellen

Im Folgenden wurden nur Proben mit einer erhohten Anzahl an gemessenen T-Helferzellen
beruicksichtigt. Als Ergebnis konnte eine deutlich erhéhte CD69 Expression nachgewiesen
werden. Somit handelte sich in der Mehrzahl der nachweisbaren Zellen um aktivierte T-Zellen.
Im Mittel aller Proben errechnete sich ein Medianwert von 77,2 % fir die relative CD69
Expression.

Vergleicht man diese Werte mit der CD69-Expression auf CD4+T-Zellen der Blutproben

derselben Patienten, so ergibt sich ein signifikanter Unterschied mit einem p-Wert von 0,0006.

T
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Abbildung 23: Relative CD69-Expression in Blut und Urin
Vergleich der relativen CD69 Expression der Blut- und Urinproben von Patienten, deren CD3+CD4+T-Zellzahl im

Urin tber 800 Zellen/100 ml Urin lagen
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Abbildung 24: CD69 Farbung
in A) ist die CD69 Farbung einer Urinprobe als Pseudocolour Punkthistogramm dargestellt
in B) ist die CD69 Farbung einer Urinprobe mittels einer Histogramm Darstellung gegen die Isotypenkontrolle auf-

gefuhrt
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3.10.3 Chemokinrezeptoren

3.10.3.1 CCR1

Die Auswertung der Expression des Chemokinrezeptors CCR1 bezieht sich auf die
Urinmessungen, in welchen tiber 800 CD3+CD4+T-Zellen/100 ml Urin nachgewiesen wurden.
Die Ergebnisse dieser Messungen streuen auf Grund von zwei sehr hohen Expressionswerten
sehr stark. Es fanden sich Werte einer relativen Expression zwischen 0,61 % und 94,78 % auf
den T-Helferzellen.

Vergleicht man diese Expressionswerte mit denen auf den CD4+T-Helferzellen des peripheren

Blutes, so ergibt sich rechnerisch ein p-Wert von 0,0519, womit sich ein Trend erkennen l&sst.
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Abbildung 25: CCR1 Farbung
in A) Darstellung der CCR1 Férbung einer Urinprobe als Pseudocolour Punkthistogramm dargestellt
in B) Darstellung einer CCR1 Férbung der peripheren Blutprobe desselben Patienten in einem Pseudocolour Punkt-

histogramm
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Abbildung 26: Relative CCR1 Expression in Blut- und Urinproben
Vergleich der relativen CCR1 Expression der Blut- und Urinproben von Patienten, deren CD3+CD4+T-Zellzahl im

Urin tber 800 Zellen/100 ml Urin lagen
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3.10.3.2 CCR5

Die relative Expression des Chemokinrezeptors CCR5 zeigte einen Medianwert von 30,52 % auf
den untersuchten CD3+CD4+T-Zellen der acht Patienten mit einer Urinzellzahl Giber

800 CD3+CD4+T-Zellen/100 ml Urin. Vergleicht man diese Werte mit denen der Blutproben
derselben Patienten, welche zur selben Zeit entnommen wurden, so ergibt sich zwischen deren
Expressionswerten bei einem p-Wert von 0,0379 ein signifikanter Unterschied. (Siehe hierzu die
Abbildung 28.)
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Abbildung 27: CCR5 Farbung
in A) Darstellung der CCR5 Féarbung einer Urinprobe als Pseudocolour Punkthistogramm dargestellt
in B) Darstellung einer CCR5 Férbung der peripheren Blutprobe desselben Patienten in einem Pseudocolour Punkt-

histogramm
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Abbildung 28: Relative CCR5 Expression der Blut- und Urinproben
Vergleich der relativen CCR5 Expression der Blut- und Urinproben von Patienten, deren CD3+CD4+T-Zellzahl im
Urin (iber 800 Zellen/100 ml Urin lagen

In 30 peripheren Blutproben von SLE Patienten wurde eine Farbung der Chemokinrezeptoren
durchgefihrt. Betrachtet man diese grofere Population, so féllt eine im Allgemeinen sehr

geringe Expression dieser Chemokinrezeptoren auf im Blut zirkulierenden Lymphozyten auf. Im
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Vergleich zu diesen Ergebnissen, welche in der Abbildung 29 verdeutlicht sind, scheinen die
oben beschriebenen streuenden Werte der CCR1 Expression auf den Urinzellen einen Trend

widerzuspiegeln.
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Abbildung 29: Relative Expression der Chemokinrezeptoren auf Blutzellen
Die Darstellung zeigt die relative Expression der Chemokinrezeptoren 1 und 5 auf CD3+CD4+T-Zellen des
peripheren Blutes von 30 SLE Patienten

In der Abbildung 30 sind die Expressionswerte der Chemokinrezeptoren CCR1 und CCRS der
acht Urinproben, welche eine erhdhte Anzahl CD3+CD4+T-Zellen gezeigt hatten, gegeneinander
dargestellt. Auf Grund der geringen Fallzahl ist bewusst auf eine statistische Berechnung
verzichtet worden. In vier der acht Proben war es jedoch zu einer erhdhten Expression des CCR5

und nur zu einer sehr geringen Expression des CCR1 gekommen.
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Abbildung 30: Gegenseitiges Verhéltnis der relativen Expression von CCR1 und CCR5
Die Abbildung zeigt die 8 Proben, deren CD3+CD4+T-Zellzahl {iber der Grenze von 800 T-Helferzellen/100 ml
Urin liegt. Die relative Expression des CCR1 sowie des CCRS5 einer Patientenprobe sind gegeneinander aufgetragen.
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4 Diskussion

Die Lupus-Nephritis (LN) ist ein sehr schweres Erkrankungsbild. Da 60-90 % der SLE Patienten
im Laufe ihrer Erkrankung eine Nierenbeteiligung (NB) entwickeln und sich ihre Prognose
hierdurch deutlich verschlechtert, ist dies ein sehr bedeutender Organbefall und erfordert eine
frihzeitige Erkennung und individuell angepasste Therapie [28-31]. Die derzeit genutzte
Urinanalyse zur Diagnosestellung einer LN macht es unter Umsténden schwierig zu entscheiden,
wie schwer die Nieren tatsachlich betroffen sind, und ob eine intensive Immunsuppression
gerechtfertigt ist. Auch das Unterscheiden chronischer Schaden gegenulber einem neuen Schub
fallt im Krankheitsverlauf mitunter schwer (vergl. Kap. 1.3). Derzeit gilt die Nierenbiopsie als
die beste Moglichkeit, eine Aussage Uber den Status der Nierenerkrankung zu treffen. Da es sich
hierbei jedoch um einen invasiven Eingriff handelt, welcher risikobehaftet ist, besteht groRes
Interesse, neue Marker zur Diagnostik sowie insbesondere zur Verlaufskontrolle der Erkrankung
zu etablieren.

Da sich bei einer LN zum Grofdteil T-Zellen im Interstitium anreichern, wurde die These
aufgestellt, dass die dort vermehrt vorkommenden T-Zellen sich auch im Urin der Patienten
wiederfinden lassen. Ihr Nachweis im Urin wirde einerseits den Pathomechanismus der T-Zell
Rekrutierung in die entziindeten Nieren widerspiegeln, als auch als Marker der

Nierenerkrankung dienen konnen.

4.1 Methodik

Die durchflusszytometrische Untersuchung von Urinzellen wird bereits seit den 90er Jahren fur
verschiedene Erkrankungen experimentell genutzt. Anfange machten dabei Untersuchungen der
NierentransplantatabstofRung. Aber auch bei anderen renalen Erkrankungen wie beispielsweise
der IgA-Nephropathie und der ANCA-assoziierten GN wurde diese Methode bereits
herangezogen um Zellsubpopulationen des Urinsediments genauer bestimmen zu koénnen [80,
81, 149-153].

4.1.1 Einflussfaktoren auf den Nachweis von Zellen in Urin

4.1.1.1 Zelluberleben in Urin

Um zu Priifen inwiefern das Uberleben der Zellen Gber die Dauer des Verbleibens in Urin
beeinflusst wird, wurde ein Kinetiktest durchgefiihrt. Diese Untersuchung zeigte, dass nach dem

Verbleib der T-Zellen im Urin tUber 24 h nur noch 15,76 % lebende Zellen der urspringlich
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vorhandenen Zellzahl zu messen waren. Bereits nach zwei Stunden hatte sich die Anzahl der
lebenden Zellen um 34,8 % vermindert. Dies entspricht den Ergebnissen von Stachowski et al.,
dessen Ergebnisse bereits nach 5 Stunden einen maximalen Verbleib von 33 % der
urspringlichen Zellzahl in Abhdangigkeit von der zusatzlich untersuchten Urin-Osmolalitét
zeigten [153]. Aus den gewonnen Daten liel} sich schlussfolgern, dass eine Verarbeitung der
Urinproben innerhalb der ersten zwei Stunden zu gewaéhrleisten ist, um vergleichbare und
auswertbare Daten zu erhalten. Auch zeigt diese Untersuchung, dass sich nur frischer
Spontanurin nicht aber Sammelurin zur durchflusszytometrischen Analyse eignet.

In zukinftigen Untersuchungen dieser Fragestellung ware es winschenswert, zu jedem
Messzeitpunkt in jeder Probe die Urin-Osmolalitat sowie den Urin pH-Wert zu bestimmen, um

einen moglichen Einfluss dieser Parameter abschétzen zu kénnen.

Da im Zuge der Probengewinnung kein einheitlicher Tageszeitpunkt der Abnahme gewahrleistet
werden konnte, ist nicht auszuschlielen, dass auch der unterschiedlich lange Verbleib des Urins

in der Blase Einfluss auf die zu messende Anzahl an Zellen hat.

In der Untersuchung der Oberflachenmarker einschlieBlich der Chemokinrezeptoren fanden sich
unverénderte Werte Uber die Zeitspanne des Verbleibens in Urin. Daher konnte davon
ausgegangen werden, dass die relative Expression der Marker konstant und untereinander
vergleichbar ist.

4.1.1.2 Urin-pH und Regelblutung der Frau

Sowohl der Urin-pH-Wert als auch die Regelblutung einer Frau wurden als mogliche
Einflussfaktoren auf die Anzahl der lebenden T-Zellen untersucht. Aus den gewonnen Daten
ergab sich keinerlei erkennbarer Einfluss. Die pH-Werte der Urinproben unterlagen einer
Normalverteilung, die nicht mit den Werten der lebenden T-Zellen korrelierte und auch bei dem
Vergleich der einzelnen Mediane der Gruppen ergaben sich keine Unterschiede. Um die Frage
allerdings exakt beantworten zu konnen, hétte es eines Kinetiktests mit Urinproben
unterschiedlicher pH-Werte bedurft.

Der Untersuchungsbefund, dass die Regelblutung einer Frau keinen Einflussfaktor darstellt,
macht das Testverfahren fur die praktisch-klinische Durchfuhrung anwendbar, da somit nicht

eine vermeintlich groRe Gruppe von Patientinnen ausgeschlossen werden muss.
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Da im Urin anders als bei der durchflusszytometrischen Untersuchung von Blut vermehrt
Schleim, amorphe und nekrotische Zellliberreste das FACS-Bild uberlagern kénnen, wurde das
Urinsediment mehrmalig gewaschen und aufgereinigt. Nicht-lymphoide Zellen &ndern h&ufig
ihre durchflusszytometrischen Charakteristika, wenn sie sterben und kdnnen so falschlicherweise
der Lymphozytenpopulation zugerechnet werden [154]. Tote Zellen farben sich hdaufig
unspezifisch an und verursachen so in der FACS Analyse einen vermehrten unspezifischen
Farbehintergrund, der eine exakte Abtrennung der Subpopulationen unmdglich machen kann.
Aus diesen Griinden ist es insbesondere bei der Untersuchung von Urinproben von grof3ter
Bedeutung, ein Live-Gate zu nutzen. Dies gilt insbesondere im Hinblick auf das beschriebene

schnelle Absterben der Zellen in Urin.

4.1.2 Patientenkollektiv

Die 67 in die Studie aufgenommen SLE Patienten wurden auf der rheumatologischen
Bettenstation, der rheumatologischen Poliklinik sowie der nephrologischen Bettenstation der
Charité rekrutiert. Der Frauenanteil von 83,3 % sowie die Altersverteilung entsprechen den in
der Literatur angegebenen epidemiologischen Daten des SLE.

Mit SLEDAI Punktwerten zwischen 0 und 44 ist jede Gruppe der Krankheitsaktivitat vertreten.
68 % der eingeschlossenen Patienten hatten eine Nierenbeteiligung, was dem erwarteten
Prozentsatz entspricht.

Wie Dbereits beschrieben, waren die Patienten zum Zeitpunkt der Studienteilnahme
unterschiedlich schwer erkrankt. Daher unterscheiden sich auch die zu diesem Zeitpunkt
verordneten medikamentosen Therapien. Drei der Patienten wurden zu diesem Zeitpunkt
erstdiagnostiziert und nahmen keinerlei Medikamente ein, hingegen waren andere Patienten in
sehr unterschiedlichen Dosierungen bereits ber verschieden lange Zeitrdume immunsuppressiv
behandelt. Die Art der Immunsuppression wurde im Zuge der Auswertung der Daten nicht
gesondert bertcksichtigt.

Zusammenfassend ist das Patientenkollektiv in Bezug auf Alters- sowie Geschlechterverteilung

und Organmanifestationen als reprasentativ fir den SLE zu betrachten.

4.1.3 Festlegung der Krankheitsaktivitat

Die Krankheitsaktivitat der Patienten wurde anhand des SLEDAI erhoben. Dieser Score gilt auch
als zuverl&ssig, wenn er durch wenig erfahrenes medizinisches Personal bestimmt wird. Um eine
mogliche Nierenbeteiligung festzustellen, wurde jede Urinprobe erganzend zu den klinischen

Angaben der Station auf das Vorliegen einer Proteinurie, Leukozyturie und Hamaturie mittels
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eines Urinteststreifens untersucht. Wie zuvor in Kapitel 1.3 erléutert, weist dieser Test lediglich
eine Sensitivitat von 81 % und Spezifitat von 47 % auf. Um eine Proteinurie nachzuweisen gilt
derzeit der 24-h-Sammelurin als Goldstandart. Eine solche Untersuchung wurde allerdings nicht
bei allen 67 in die Studie eingeschlossenen Patienten durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die
mittels Urinsticks bestimmte Eiweillausscheidung teilweise von der im Sammelurin gemessenen
stark abwich. Dies bestatigt die in der Literatur angegebenen Daten. Aus diesem Grund wurde,
wenn vorliegend, bevorzugt das Ergebnis des 24-h-Sammelurins fir die Erhebung des SLEDAI
berticksichtigt.

In der vorliegenden Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass die untersuchte Leukozyturie
nicht mit der CD3+CD4+T-Zellzahl im Urin Kkorreliert. Ebenfalls besteht keine Abhéngigkeit
zwischen der so gemessenen Leukozyturie und der Krankheitsaktivitat der Patienten. Diese
Untersuchung fiihrt jedoch zu einem Widerspruch, da mangels besserer Parameter die
Leukozyturie fiir die Berechnung des SLEDAI sowie des renalen SLEDAI herangezogen wurde.
Um eine validere Aussage Uber den aktuellen Status der Nierenbeteiligung treffen zu kénnen,
hatte es einer zeitgleichen Nierenbiopsie von jedem der Patienten bei Studienteilnahme bedurft.
Die Indikation zu invasiven Mallnahmen dieser Art alleinig auf Grund einer
Forschungsfragestellung zu stellen, ist nicht mit ethischen Grundsétzen vereinbar. Somit bleibt

letztendlich die Frage, inwiefern die Krankheitsaktivitat richtig eingeschétzt wurde, offen.

4.2 Erhohte T-Zellzahl im Urin von Lupus Patienten

In der Pathogenese der LN kommt es durch die initiale Ablagerung von Autoantikérpern an der
BM der Nierenglomeruli zu einer Aktivierung des Komplementsystems sowie der Aktivierung
und Ausschiittung weiterer proinflammatorischer und chemotaktischer Molekile wie
beispielsweise der Chemokine. Dies fiihrt zu einer Infiltration durch Entzliindungszellen.
Immunhistologische Untersuchungen von Nierenbiopsien bei der LN zeigen, dass es sich bei den
eingewanderten Leukozyten vor allem um CDA4+T-Zellen handelt [72-75]. Ebenfalls konnte
gezeigt werden, dass die Anzahl der infiltrierenden Leukozyten und insbesondere die der T-
Zellen im Interstitium der Nieren mit der Klinik und Prognose der Erkrankung korrelieren [48,
73,76, 77].

In der vorliegenden Studie wurden CD3+CD4+T-Zellen im Urin der Patienten nachgewiesen.
Interessanterweise war dies nur in der Gruppe der SLE Patienten mit einer NB (NB+) der Fall.
Sowohl in der Gruppe der SLE Patienten NB- als auch in der gesunden Kontrollgruppe fanden

sich keinerlei Zellen (vergl. Abb. 11). Dieses Ergebnis ist insbesondere im Hinblick auf die
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Nutzung als diagnostischen Marker von besonderer Bedeutung, da somit in den
Vergleichsgruppen keine falsch-positiven Messergebnissen vorkamen.

Ob das Vorkommen von T-Zellen im Urin spezifisch fir den SLE ist, wurde in dieser Arbeit
nicht untersucht. Anzunehmen ist jedoch insbesondere im Hinblick auf die zitierte Literatur, dass
es auch im Rahmen anderer GN-Formen zu positiven Untersuchungsergebnissen kédme (s. hierzu
Abschnitt 4.1).

Eine fortfuhrende spannende Fragestellung ist, ob sich entsprechend der aufgestellten These in
nicht entzindlich bedingten Nierenerkrankungen wie beispielsweise einer diabetischen

Nephropathie keine T-Zellen im Urin nachweisen liel3en.

4.3 Bezug der Urinzellzahl zur Krankheitsaktivitat

Setzt man die Anzahl der CD3+CD4+T-Zellzahl in Bezug zur aktuellen Krankheitsaktivitat der
Patienten, so korrelieren diese miteinander (p < 0,0004, r-Wert > 0,417) (vergl. Abb.12).

Diese Ergebnisse unterstiitzen die These, dass T-Zellen im Zuge des akuten
Krankheitsgeschehens in entzlindete Nieren rekrutiert werden und dass es im Fall einer schweren
Erkrankung zu einem Ubertreten der Zellen in den Harn kommit.

Dass sich Entziindungszellen im Rahmen von Nierenerkrankungen im Urinsediment nachweisen
lassen, unterstiitzen auch die bereits zuvor erwahnten Arbeiten zu Nierentransplantatabstof3ung
und anderen proliferativen Nierenerkrankungen. Die aufgestellte These bestatigende Ergebnisse
zeigte auch eine Veroffentlichung unserer Arbeitsgruppe, in welcher im Urin schwer erkrankter
SLE Patienten mit einer NB CD4+T-Zellen mit einer vermehrten Expression des
Chemokinrezeptors CXCR3 nachgewiesen werden konnten [73]. Auch die erst kirzlich von
Dolff et al. veroffentlichte Arbeit mit der Urinuntersuchung von 35 SLE Patienten ergab ein
vermehrtes Vorkommen von vor allem CD8+T-Zellen im Urinsediment der Patienten mit einer
NB [107].

Leider gehen aus dieser Verdffentlichung nur Mittelwerte hervor. Hinzu kommt, dass in dieser
Arbeit auf eine Lebendfarbung verzichtet wurde, die als essentiell flr eine Beurteilung der im
Urin vorkommenden Zellen betrachtet wird.

Spannenderweise wird ein &dhnlicher theoretischer Ansatz mit der Untersuchung von
Entziindungszellen in der bronchoalveoldren Lavage bei entzindlichen interstitiellen
Lungenerkrankungen verfolgt. Auch hier werden diese als Spiegelbild der interstitiellen
Leukozyteninfiltrate gewertet [155].
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4.3.1 Betrachtung der Untergruppen

Unterteilt man die Gruppe der Patienten mit NB in solche mit geringer bis mafRiger
Krankheitsaktivitat (SLEDAI < 10) und solche mit hoher Krankheitsaktivitiat (SLEDAI > 10), so
zeigen sich nur bei den aktuell schwer erkrankten Patienten erhéhte Zellzahlen von tber 800
CD3+CDA4+T-Zellen/100 ml Urin. Bei den gesunden Probanden und auch bei den Patienten ohne
eine NB liegen die Werte unter 200 CD3+CD4+T-Zellen/100 ml Urin. Dieser Wert wurde in der
weiteren Auswertung als nicht erhéht und somit als negativer Befund eingestuft. Statistisch
spiegelt ein p-Wert von < 0,0001 den Unterschied zwischen den beiden Gruppen von Patienten
mit NB wieder (vergl. Abb. 13).

Diese untere Grenze des Nachweises von Zellen stimmt mit den Arbeiten von Dolff et al. und
Enghard et al. Gberein [73, 107].

Die Grenze, ab wann von einer erhéhten Zellzahl gesprochen werden kann, wird allerdings
unterschiedlich angegeben. So nutzt Enghard et al. ebenfalls eine Zellzahl > 800 CD4+T-
Zellen/100 ml Urin. Dolff et al gibt in der Gruppe von 11 Patienten mit NB einen Mittelwert von
13400/100 ml Urin an, wobei die Streuung der Daten nicht ersichtlich ist und auf eine Grenze zu

negativen Ergebnissen nicht eingegangen wird.

Neben der bereits beschriebenen Teilung in einen positiven und negativen Nachweis von Zellen
fielen in der Betrachtung der Gruppe NB+ zwei Messungen von Patienten auf, deren SLEDAI-
Punktwert unter 10 lag und deren Zellzahl im Urin mit 390 und 510 CD3+CD4+T-Zellen
zwischen den bereits beschriebenen Grenzen lag (vergl. Abb. 13).

Eine der Patientinnen hatte zwar einen niedrigen gesamt SLEDAI-Wert, wurde jedoch in dem
nur die Niere betrachtenden renalen SLEDAI als ,,hochaktiv (rfSLEDAI > 8) eingestuft.

Es lieBe sich vermuten, dass bei dieser Patientin zum Zeitpunkt der Studienteilnahme ein
entzindliches Geschehen an den Nieren stattfand, welches mittels der derzeitigen diagnostischen
Madglichkeiten nicht eindeutig eingeordnet werden kann. Wie diese Ergebnisse zu interpretieren
sind und inwiefern diese einen Vorhersagewert auf die weitere Entwicklung des SLE und der
Nierenerkrankung haben, bleibt auf Grund der sehr geringen Fallzahl von zwei Werten
ausstehend.

Spannenderweise zeigten sich in der Gruppe der Patienten mit einer NB und einer erhohten

Krankheitsaktivitat allerdings nicht nur wie erwartet positive Messergebnisse. Vier der 12
Patienten hatten keine erhéhten Urinzellzahlen.
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In einer weiteren Betrachtung dieser Gruppe NB+ in Bezug auf ihre aktuelle entziindliche
Aktivitat der Nieren anhand des renalen SLEDAI, zeigte sich, dass zwei der vier negativen
Messungen keine Auffalligkeiten beziglich der standardmafig durchgefiihrten Urinanalysen
aufwiesen (s. hierzu Abb. 14 und 15).

Es bleibt zu UGberlegen, ob es bei jedem SLE Patient, der einmalig eine NB im Zug eines Schubes
gezeigt hatte, bei jedem weiteren Schub in der Zukunft zu einer erneuten NB kommen muss.
Zugegebenermallen ist die Wahrscheinlichkeit einer erneuten Manifestation in einem zuvor
betroffenen Organ womdglich hoher. Es existieren jedoch keine Untersuchungen, die dies
genauer betrachten.

Umgekehrt lasst sich der Fall konstruieren, dass sich bei einem Patienten Auffélligkeiten in der
Urinuntersuchung zeigen, diese jedoch zusammengenommen mit anderen Parametern nicht
einen SLEDAI Punktwert > 10 ergeben und somit in der klinischen Praxis nicht unweigerlich als
erhdhte Krankheitsaktivitét eingestuft werden. Ob sich jedoch eine unterschwellige entziindliche

Aktivitat an den Nieren abspielt, wiirde somit unterschatzt werden.

Ausgehend von diesem Gedankenkonstrukt, dass die systemische und die Nieren-spezifische
Krankheitsaktivitat eines Patienten sich in jedem Schub wieder getrennt voneinander verhalten
konnen, kann die Vermutung gedulert werden, dass die gemessenen Zellzahlen im Urin
eventuell eher die aktuelle Entziindung der Nieren widerspiegelt als der SLEDAI. Auf Grund der
geringen Fallzahl und fehlender Biopsiedaten dieser Patienten bleiben diese Vermutungen

jedoch spekulativ und weisen auf die Notwendigkeit hin gezielt Langzeitverlaufe zu erheben.

4.4 Oberflachenmarker CD45/CD69

Um zu Uberprifen, ob es sich bei den im Urin gefundenen Zellen tatsachlich wie erwartet um
aktivierte und Memory/Effektor T-Zellen handelt, wurden die Oberflaichenmarker CD69 und
CD45RO0 auf den zu untersuchenden Zellen angefarbt.

Wie die Ergebnisse dieser Studie zeigen, fand sich auf den untersuchten Urinzellen eine erhéhte
Expression dieser beiden Oberflachenmarker. Daraus lasst sich schlielen, dass es sich in der
Mehrzahl der Zellen um aktivierte Memory/Effektor T-Zellen handelt. Im Gegensatz dazu
fanden sich diese hohen Expressionsraten von CD69 und CD45RO nicht auf den T-Zellen des
peripheren Blutes derselben Patienten.

Sakatsume et al. zeigte in seiner Arbeit ebenfalls, dass die Mehrzahl der im Urin nachweisbaren
T-Zellen bei glomerular entzindlichen Erkrankungen (u. a. einschlieBlich der idiopathischen
GN, der IgA Nephropathie, der Purpura Schoenlein Hennoch Nephritis, der ANCA assoziierten
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GN sowie der Minimal Change GN) vom Effektor Typ sind (CD62L-CD45R0O+) und den selben
Phanotyp aufweisen wie die infiltrierenden T-Zellen in und um die Nierenglomeruli [152].
Ahnliche Ergebnisse ergaben auch Untersuchungen der ANCA assoziierten GN durch
Abdulahad et al., bei der ein erhdhtes Vorkommen von Memory-Effektor (CD45RO+CCR7-
CD3+CD4+) T-Zellen im Urin der Patienten nachgewiesen werden konnte [156].

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass die Urinzellen ein Korrelat der in die Niere
eingewanderten Entztindungszellen darstellen und nicht aus eventuell verletzten Gefél3en in den
Urin Ubergetreten sind.

Auch lasst dieses Ergebnis vermuten, dass die Aktivierung der T-Zellen erst in der Niere erfolgt,
und nicht, dass im Blut aktivierte Zellen in die Nieren einwandern. Der Mechanismus der
Aktivierung wurde in dieser Arbeit jedoch nicht ndher untersucht.

Eine Betrachtung, ob die absolute Anzahl der CD69+T-Helferzellen der gesamten
Patientenpopulation eine noch engere Korrelation zu der Krankheitsaktivitat ergibt, wurde auf

Grund einer anstehenden Verdffentlichung in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt.

4.5 Spiegelt die CCR1- und CCR5-Expression auf den T-Zellen den
pathophysiologischen Prozess der T-Zell-Rekrutierung wider?

Der Theorie nach mussten sich auf den im Urin nachgewiesenen Zellen die zur Einwanderung in
entzindete Gewebe erforderlichen Oberflachenmolekule finden lassen. In histologischen
Schnitten Lupus erkrankter Nieren lieR sich eine erhthte CCR1 und CCR5 Expression
nachweisen. Die Blockade des CCR1 durch BX471 fuhrte zu einer deutlichen Verminderung der
Leukozyteninfiltrate. Auch zeigten Studien, dass das Vorkommen eines bestimmten CCR5
Phanotyps mit einem erhthten Risiko, eine LN zu entwickeln, verbunden ist (vergl. hierzu Kap.
1.4.1).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Chemokinrezeptoren auf den Urinzellen im
Gegensatz zu den T-Zellen des Blutes erhdht exprimiert sind. Ein deutlicherer Unterschied fand
sich hierbei fir den Rezeptor CCR5 (p = 0,038).

Spannenderweise zeigte sich, dass nicht zwanglaufig auf ein und derselben untersuchten Probe
beide Chemokinrezeptoren gleichermafen hoch exprimiert sein missen. Vielmehr fanden sich
Proben, bei denen insbesondere einer der beiden Rezeptoren besonders hochreguliert ist (siehe
hierzu Abb. 30). Die Ergebnisse bestatigen, dass sich der pathophysiologische Prozess der
Leukozytenrekrutierung in die Nieren durch die Zellen im Urin widerspiegelt. Weiterfiihrend
kann spekuliert werden, dass die Expression einer der Chemokinrezeptoren ausreicht, um in das

entziindete Gewebe einzutreten.
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Im Hinblick auf das kleine Probenkollektiv mit stark erhéhten Urinzellzahlen sind die Resultate
allerdings nur eingeschrankt verallgemeinerbar. Eine gréf3ere Probensammlung stand fur die
Untersuchung der Chemokinrezeptoren auf den Blutzellen zur Verfligung. Hier fand sich
eindricklich eine homogen geringe Expressionsrate der Chemokinrezeptoren.

Offen fur zukinftige Untersuchungen bleibt, ob sich auch eine Blockade des CCR5 als

therapeutische Intervention nutzen lieRe.

4.6 Nierenbiopsien zum Zeitpunkt der Messungen

Aus der Schwierigkeit heraus, eine Aussage Uber das aktuelle Geschehen in den Nieren treffen
zu konnen, wurden die Messungen mit vorhandenen zeitgleichen Nierenbiopsien verglichen. Die
Ergebnisse dieser Untersuchung legen eindrticklich dar, dass in der Gruppe der WHO LN KI. IV
alle 12 Proben eine erhohte Urinzellzahl aufweisen. In der Gruppe der LN KI. V zeigen drei der
vier Proben keine relevanten Zellzahlen im Urin. Auch bei dem Biopsieergebnis einer
chronischen Nephritis finden sich keine Zellen im Urin,

Eine mdgliche Erklarung dieser Untersuchungsergebnisse liegt mdglicherweise in den
unterschiedlichen histologischen Korrelaten der Klassen der LN. So schadigen bei der LN KI. IV
die Immunkomplexablagerungen zundchst das Endothel. Folge hiervon ist eine Exsudation und
Leukozytenakkumulation in den betroffenen Glomeruli und ihrer Umgebung. Im Gegensatz dazu
kommt es bei der KI. V vor allem zu cytotoxischen Schadigungen der Podozyten und daraus
folgend zu einer membrandsen Schadigung sowie einer nicht exsudativen Entziindung der
Glomeruli. Das heilit Leukozyteninfiltrate sind insbesondere ein Zeichen der Kl. IV der LN.
Dem Nachweis von Leukozyten im Urin der erkrankten Patienten liegt die Annahme zu Grunde,
dass genau diese eingewanderten Leukozyten in den Urin ausgewaschen werden. Mit dieser
Theorie ware vereinbar, dass dies nicht der Fall ist, wenn keine groBeren Leukozyteninfiltrate
vorhanden sind.

Diese Theorie bestatigt auch eine Untersuchung von Hotta et al., der nur in proliferativen
Glomerulonephritiden nicht aber in non-proliferativen erhohte Anzahlen von Makrophagen in
dem Urin der Patienten nachweisen konnte [157].

Um zu erklaren, wie es bei einer der Proben, die zum Zeitpunkt der Studienteilnahme als KIl. V
diagnostiziert wurde, doch zu einem Nachweis erhéhter Zellzahlen im Urin kam, hilft vielleicht
die Erklarung, dass die Nierenbiopsie nur den Bereich der Niere widerspiegelt, welcher biopsiert
wurde. Es ist nicht selten, dass es insbesondere bei langerem Krankheitsverlauf zum Vorliegen
beider Formen einer KI. IV und KI. V zur gleichen Zeit kommt [158]. Auch ist bekannt, dass es

nicht zu einem homogenen entziindlichen Geschehen in der gesamten Niere kommen muss.
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Dieses globale Geschehen kann eine Nierenbiopsie eines Bereiches der Nieren nicht
widerspiegeln.

Wichtig sind diese Ergebnisse der Arbeit insbesondere im Hinblick darauf, dass vor allem die
LN KI. IV einen schweren und mit unter schnellen Krankheitsverlauf hat. Insbesondere fiir diese
Untergruppe sind eine schnelle Diagnosestellung und ein schneller Therapiebeginn von groRer

Bedeutung.

4.7 Urinzellzahlen im Krankheitsverlauf

Die Untersuchung der Urinzellzahlen im Krankheitsverlauf zeigte, dass es in allen Féllen tber
den Beobachtungszeitraum von drei bzw. sechs Monaten zu einem Abfall der T-Helferzellen
kam.

Vier der Patienten waren zum Abschluss der Untersuchung unter den Grenzwert von 800
CD3+CD4+T-Zellen abgefallen und zeigten eine deutliche klinische Besserung. Zwei Patienten
wiesen auch noch nach 6 Monaten deutlich erhéhte Urinzellzahlen auf. Beide Patienten hatten zu
diesem Zeitpunkt auch noch einen erhdhten SLEDAI-Punktwert und damit eine erhohte
Krankheitsaktivitt.

Bezieht man die Ergebnisse des vorhergehenden Abschnittes mit ein, so scheinen Patienten mit
einer LN der KI. IV im Verlauf ihrer Erkrankung entsprechend ihrer Krankheitsaktivitat Zellen
im Urin zu zeigen. Insbesondere diese Gruppe, deren immunsuppressive Therapie von
immenser Bedeutung flr die Erhaltung der Organfunktion ist, konnte so im Verlauf der Therapie
beobachtet werden. Die Hoffnung besteht durch diesen zusétzlichen Parameter eine bessere
individuelle Anpassung der Therapie zu ermoglichen und so eine Unter- genauso wie eine
Ubertherapie zu vermeiden.

In den untersuchten Krankheitsverlaufen konnte auf Grund der geringen Fallzahl keine genauere
Betrachtung des Zusammenhangs zwischen verabreichter Therapie und einem Abfall der
Zellzahl erfolgen.

Nicht auszuschlieBen ist, dass der Nachweis von Lymphozyten in Urin auch Ausdruck eines
chronischen Schadens ist.

Da es sich in der untersuchten Population um eine sehr geringe Fallzahl handelt, ist zu beachten,
dass die Ergebnisse nur eingeschrankt interpretier- und verallgemeinerbar sind. Die immense
Bedeutung der Langzeitverlaufe neben zeitgleich durchgefiihrten Nierenbiopsien macht eine

Fortfiihrung der Untersuchung notwendig.
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4.8 Sensitivitat und Spezifitat der CD3CD4-Messung als
diagnostisches Verfahren

Mit Hilfe der Sensitivitdt und Spezifitdt eines Verfahrens ist es moglich, dessen Gite zur
Krankheitsklassifikation ndher zu beschreiben. Ist fur ein Messverfahren die Summe von
Sensitivitat und Spezifitat kleiner als Eins so sind Fehlklassifikationen wahrscheinlicher als
richtige Einstufungen. Ein solches Verfahren ist nicht brauchbar. Ist die Zahl allerdings groRer
als Eins so hat das Messverfahren einen gewissen Klassifikationswert. Ab welchem Wert ein
Verfahren als gut eingestuft werden kann, ist pauschal nicht zu sagen und wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Chiang et al. schlagen beispielsweise flr die Sensitivitat einen Wert von
0,90 und fur die Spezifitat einen Wert von 0,95 vor. Copeland et al. berichtet hingegen von
Werten, die weit darunter liegen [159].

Fur das untersuchte Verfahren der T-Zell Messung in Urin von Lupus Patienten ergab sich eine
Spezifitat von 100 %. Die Sensitivitat wurde bezogen auf 44 Patienten der Gruppe NB+ mit
einem Wert von 67 % errechnet. Ein Problem dieser Berechnungen besteht darin, dass ein
SLEDAI Punktwert > 10 als Bezugspunkt fur das Erkranktsein herangezogen wurde. Ziel des
Testes ist es allerdings nicht, einen erhohten SLEDAI anzuzeigen, sondern den aktuellen
Erkrankungsstatus der Nieren. Da jedoch nicht von allen Messungen eine parallele Nierenbiopsie
vorhanden ist, welches als bestes diagnostisches Mittel hierfiir in Frage kdme, ist der errechnete
Wert nur eingeschrankt aussagekraftig. Um diesem Tatbestand Rechnung zu tragen, wurde auch
eine Berechnung mit dem renalen SLEDAI als Bezugspunkt durchgefiihrt, wobei dies eine

Sensitivitat von 73 % ergab.

4.9 Vergleich zu bereits vorhandenen Biomarkern

Auf Grund der Aktualitat dieses Themas ist eine grole Zahl an Biomarkern fir eine LN
beschrieben. Aus den meisten Veroffentlichungen gehen nur die Mittelwerte mit der
Standardabweichung der Marker hervor. Die Spannweite und insbesondere die Streuung der
einzelnen Daten ist somit zumeist nicht ersichtlich. Die Einzelwerte der untersuchten
Populationen sind in der Mehrzahl der Studien nicht publiziert. So ist eine positiv/negativ
Aussage mit einem Cut-off-Wert des untersuchten Markers haufig nicht zu treffen. Es bleibt die
Frage offen, inwiefern ein spezifischer Wert etwas Uber die Erkrankung eines einzelnen
Patienten aussagt.

GroRere longitudinale Studien mit Patienten unterschiedlicher Herkunft stehen noch aus. Auch

eine Untersuchung durch verschiedene unabhdngige Forschungsgruppen ware erstrebenswert.

78



Diskussion

Ein neuer Biomarker sollte sich an Hand einer guten Sensitivitat und Spezifitat des Verfahrens
messen kdnnen.

Es sollte auch die Frage falsch positiver sowie falsch negativer Testungen beantwortet werden.
Bestehen bleibt das Problem, dass ohne eine Biopsie die histologischen Klassen nicht
voneinander unterschieden werden konnen. Und somit die Biopsie vorerst als ,,Goldstandard*

bestehen bleibt.

4.10 Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich im Urin von SLE Patienten
CD3+CDA4+T-Zellen finden lassen und diese mit der Krankheitsaktivitat korrelieren. Die
Urinzellzahl scheint die Leukozyteninfiltration in den entziindeten Nieren beim SLE
widerzuspiegeln und somit insbesondere fir die mitunter schwer verlaufende LN der KI. IV ein
zukunftsversprechender Marker zu sein. Moglicherweise lie3e sich die Effizienz von Therapien
gegen eine GN, welche mit einer Leukozyteninfiltration einhergeht, hierdurch monitoren und
eine Exazerbation ohne das Durchfiihren einer Rebiopsie diagnostizieren.

Mit einer Spezifitat von 100 % und einer Sensitivitat von 67 - 73 % besteht ein ausreichender
Klassifikationswert dieses Messverfahrens.

Da berichtet wurde, dass es nicht selten zu einem Wechsel der WHO Klassen im Laufe der
Erkrankung kommen kann, und die Nierenbiopsie einen lokalen Einblick in das Erkrankungsbild
der Nieren liefert, besteht die Hoffnung, durch die Analyse der in den Urin ausgeschwemmten

Zellen einen globalen Marker zu erhalten.

In zuklnftigen Studien miusste hinreichend untersucht werden, welche Bedeutung eine
Urinzellzahl zwischen den angegeben Grenzen hat und welchen préadiktiven Vorhersagewert
diese Untersuchung fur einen drohenden Schub besitzt.

Weiterhin gilt es, die Frage zu untersuchen, was eine nach Abschluss der Akuttherapie erhohte
T-Zellzahl im Urin bedeutet. Vermuten liel3e sich eine Wertung als fehlendes Ansprechen auf die
Therapie oder aber als ein Ausdruck einer chronischen Schédigung der Nieren.

Um die Aussagekraft dieses Messverfahrens im Hinblick auf die offen gebliebenen Fragen
weiter zu prifen, ist es von Bedeutung weitere Untersuchungen an einem gr6Reren
Patientenkollektiv fortzufiihren und diese insbesondere mit zeitgleichen Nierenbiopsien und
Langzeitverlaufen in Bezug zu setzen.

Ziel weiterfuhrender Projekte ist es ebenfalls, die Spezifitat fir das Auftreten einer Lupus-

Nephritis im Gegensatz zu anderen GN sowie der diabetischen Nephropathie zu untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Die Lupus-Nephritis (LN) ist ein schwerwiegender Organbefall des SLE, der die Prognose der
Patienten mal3geblich verschlechtert. Im Zuge dieser Entziindung kommt es insbesondere bei der
LN der WHO Klasse IV vermehrt zu einer Anreicherung von vor allem T-Zellen im Interstitium
der Nieren. Auf Grund dessen wurde die These aufgestellt, dass die vermehrt vorkommenden T-
Zellen sich auch im Urin der Patienten wiederfinden lassen und somit einerseits den
Pathomechanismus der T-Zell Rekrutierung in die entzlindeten Nieren wiederspiegeln als auch
als Marker fir die Erkrankung der Nieren dienen kénnen.

Es wurden 67 Blut- und Urinproben von SLE Patienten der Charité im Rahmen dieser Studie
durchflusszytometrisch untersucht. Des Weiteren wurden 10 gesunde Probanden als
Kontrollguppe rekrutiert.  Urinproben bei  nachweislichem Harnwegsinfekt wurden
ausgeschlossen. Von diesen 67 Patienten wiesen 44 eine Nierenbeteiligung auf, 23 der
teilnehmenden Patienten hatten zu keinem Zeitpunkt des SLE eine Nierenerkrankung im Sinne
einer LN gezeigt. Zu den Kriterien eine Nierenbeteiligung festzustellen zéhlten eine parallel
durchgefihrte Nierenbiopsie zum Zeitpunkt der Studienteilnahme, welche Zeichen einer LN
belegt, sowie eine abnorme Urinanalysen wie eine vermehrte Proteinurie, Hadmaturie, Pyurie und
das Vorkommen von Harnzylindern bei Patienten, die in einer friiheren Nierenbiopsie eine LN
gezeigt hatten. Die aktuelle Krankheitsaktivitat der Patienten wurde an Hand des SLEDAI
ermittelt.

Als Ergebnis zeigt sich ein vermehrtes Vorkommen von CD3+CD4+T-Zellen bei SLE Patienten
mit einer Nierenbeteiligung. Weder in der Gruppe der Patienten ohne eine Nierenbeteiligung
noch in der gesunden Kontrollgruppe finden sich erhohte Urinzellzahlen (p = 0,003).
Spannenderweise besteht eine sehr enge Korrelation der Anzahl der T-Helferzellen mit der
Krankheitsaktivitat der Patienten (p-Wert < 0,0004; r-Wert > 0,417).

Die Hypothese dieser Arbeit unterstiitzend lassen sich in der Gruppe der Patienten mit einer
Nierenbeteiligung die erhohten Urinzellzahlen nur bei Patienten mit einer aktuell aktiven
Erkrankung nachweisen (p < 0,0001). Bei den gemessenen Urinzellen handelt es sich in der
Mehrzahl um aktivierte Memory/Effektor T-Zellen, deren Anteil im peripheren Blut zum
gleichen Zeitpunkt sehr gering ist (p = 0,006 und p = 0,051). Ebenfalls sind die
Chemokinrezeptoren 1 und 5 auf den T-Zellen des peripheren Blutes sehr geringe exprimiert.
Bei Betrachtung dieser beiden Rezeptoren auf im Urin nachgewiesenen T-Zellen findet sich fur
CCR5 eine signifikant hohere Expression (p = 0,038), fiir CCR1 lasst sich ein Trend zu Gunsten

eines vermehrten Vorkommens auf Urinzellen beobachten (p = 0,052).
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Mit dem histologischen Bild sowie dem vermuteten Pathomechanismus der verschiedenen WHO
LN Klassen Ubereinstimmend, zeigen sich in der Betrachtung der zeitgleich durchgefiihrten
Nierenbiopsien erhohte Urinzellzahlen in allen 12 Fallen einer LN Klasse IV. In der WHO
Klasse V waren drei der vier Messungen negativ. Auch bei dem Nachweis einer chronischen
Nephritis lieBen sich keine Urinzellen nachweisen.

In der Beobachtung von sieben der Patienten lber einen Zeitraum von 3 bzw. 6 Monaten zeigt

sich bei allen korrelierend zu ihrer Krankheitsaktivitat eine Abnahme der Urinzellzahl.

Prift man das Vorkommen von CD3+CD4+T-Zellen im Urin von SLE Patienten als einen
Biomarker der LN, so errechnet sich fir dieses Verfahren eine Spezifitait von 100 %. Die
Sensitivitat kann mit Werten zwischen 67 und 73 % angegeben werden. Es ergeben sich hierbel
vier falsch-negative und null falsch-positive Testergebnisse.

Ziel fortflihrender Studien sollte es sein, Untersuchungen an einer grofReren Patientenpopulation
durchzufiihren, um die Ergebnisse aussagekraftiger und eventuell fir die klinische Praxis

anwendbar zu machen.
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7 Anhang

Abkurzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

Abb. Abbildung

ACR American College of Rheumatology
a-dsDNS-AK anti-Doppelstrang- Desoxyribonukleinsdure Antikdrper
AK Antikorper

ANA Antinukledre Antikorper

ANCA Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikorper
APC Allophycocyanin

APC Antigen —Présentierende Zellen

BCR B-Zell-Rezeptor

BSA Bovines Serumalbumin

C3,C4 Komplementfaktoren 3 bzw. 4

CCR1, CCR5 Chemokinrezeptor, Subgruppen 1 bzw. 5
CD Cluster of Differentiation

CTGF Connective Tissue Growth Factors

DC Dendritische Zellen

DNA Desoxyribonukleinséure

FACS Fluorescense-Activated Cell Sorting
FITC Fluoresceinisothiocyanat

FL Fluoreszenskanal

FSC Forward Scatter

g Erdbeschleunigung

GBM Glomeruldre Basalmembran

GN Glomerulonephritis

h Stunde

HS Heparansulfat

HLA Humanes Leukozyten Antigen

IFN Interferon

Ig Immunglobulin, Subtypen: IgM, 1gG, IgA
IL Interleukin
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ISN-RPS
LN
MCP-1
MHC
Mo

n

NB-
NB+
NGAL
NO

PBMC
PBS

PE

PJ

"

SLE
SLEDAI
SPSS
SSC

Tact

Te

TCR

T

TNF
Treg
TWEAK
WHO
ZNS

International Society of Nephrology/Renal Pathology Society
Lupus-Nephritis
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