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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Systemischer Lupus Erythematodes

Der systemische Lupus erythematodes, kurz SLE, ist eine Autoimmunerkrankung, die zur
Gruppe der Kollagenosen gezdhlt wird. Kollagenosen sind eine heterogene Gruppe von
Autoimmunerkrankungen, bei denen ein systemischer Befall von Bindegewebe und
Blutgefdlen typisch ist. Im Krankheitsverlauf des SLE kommt es zur Schidigung
verschiedenster Organe aufgrund einer systemischen Ablagerung von Immunkomplexen,
bestehend aus Autoantikorpern, DNA, Fibrin, und Komplement. Diese Ablagerungen gehen
typischerweise mit einer Vaskulitis und Perivaskulitis der kleinen Arterien und Arteriolen
einher. Die Bandbreite der klinischen Manifestationen des SLE reicht von einfachem
Hautauschlag, Arthritis, Andmie, Thrombozytopenie bis hin zu Serositis, Nephritis,
generalisierten Krimpfen und Psychosen. Somit sollte bei fast allen komplexen Erkrankungen
stets differentialdiagnostisch an die Moglichkeit des Vorliegens eines Lupus erythematodes

gedacht werden [1].

Priavalenz: In Nordeuropa sind annidherungsweise 40/100.000 Menschen von dieser
Autoimmunerkrankung betroffen [2]. Im Vergleich zu anderen ethnischen Gruppe wie den
schwarzhédutigen Amerikanern (Priavalenz >200/100.000) erkranken Europdern folglich
deutlich seltener [2]. Mit einer Pravalenz von 50/100.000 Einwohner zeigt Deutschland fiir
Mitteleuropa eine durchschnittliche Erkrankungshéufigkeit. Die Neuerkrankungsrate liegt bei
5-10 Fillen im Jahr pro 100.000 Einwohner [3]. Uber 90% der Erkrankten sind Frauen im
Alter zwischen dem 25 und 30 Lebensjahr [4].

Atiologie und Pathogenese: Pathogenetisch liegt beim SLE eine fehlerhafte Unterscheidung
des Immunsystems zwischen korpereigenen Antigenen, sogenannten Autoantigenen, und
korperfremden Antigenen vor. Infolge dieser fehlerhaften Toleranz gegeniiber korpereigenem
Gewebe kommt es zur Schiddigung desselben durch das Immunsystem, wobei der exakt
zugrunde liegende Pathomechanismus bis heute nicht eindeutig identifiziert werden konnte.
Wie bei vielen anderen Autoimmunerkrankungen geht man auch hier von der Annahme aus,
dass es sich um eine multifaktorielle Erkrankung handelt: Es muss sowohl eine genetische
Pradisposition mit bestimmten Risikogenen, als auch eine Exposition mit verschiedenen

Umweltfaktoren vorliegen. Die genetische Préadisposition ist sehr komplex und bis heute noch
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nicht vollstindig gekldrt. Zu den bisher erkannten genetischen Risikofaktoren gehort unter
anderem der homozygote Mangel des Komplementfaktors C1q, der bei 90% aller Betroffenen
einen SLE zur Folge hat [5, 6]. Auch ein Fehlen der kurzen Pentraxine Serum Amyloid
Protein (SAP) und c-reaktives Protein (CRP) kann einen SLE bedingen [7, 8]. Sowohl der
Mangel an SAP und CRP als auch das Fehlen von funktionellem Clq fiihrt zu einer
verschlechterten Clearance apoptotischer Zellen. Anndherungsweise 75% aller SLE Patienten
haben mindestens ein humanes Leukozytenantikdrper-Gen, welches das Risiko der
Ausbildung des SLE erhoht (Subpopulationen von DR2, DR3, DR4 oder DRS) [9, 10].
Allerdings erhoht jedes dieser Allele das Risiko nur um ungefihr das Zweifache im Vergleich
zur restlichen Population. Weitere identifizierte pradisponierende Risikogene sind beteiligt an
verschiedenen Vorgédngen des Immunsystems. Zu nennen wire hier beispielsweise die
Interleukin-10 abhingige B-Zell-Reifung mit dem Risikogen der B-Lymphozyten-
Tyrosinkinase [11], die Entfernung apoptotischer Zellen durch das Mannose-bindende Lektin
(MBL) und die Antwort auf Interferone durch den interferon-response-factor 5 (IRF5) sowie
dem Signalgeber STAT4 [12-14]. Allerdings gibt es keinen identischen genetischen
Polymorphismus der bei allen SLE Patienten vorliegt.

Die Tatsache, dass 90% aller SLE-Patienten weiblich sind [15], stiitzt die Annahme dass
neben den  genetischen  Pridispositionen auch  die  geschlechtsspezifischen
Hormonunterschiede eine entscheidende Rolle spielen.

Zu den moglichen exogenen Risikofaktoren werden Quarz, Haarfarbemittel, Pestizide,
Rauchen, Losungsmittel, Allergene, Erndhrung, Schwermetalle, Stress, UV-Licht, Impfstoffe,
und Hormone gezihlt. Zudem gelten Infektionen mit bestimmten Bakterien oder Viren, wie
dem Epstein-Barr-Virus (EBV) [16], dem Zytomegalievirus (ZMV), dem Varizella-Zoster-
Virus (VZV) und verschiedenen weiteren Retroviren als Risikofaktoren fiir die Ausbildung
eines SLE [17]. Die Rolle der Hormone bei der Pathogenese ist noch nicht vollstindig geklart.
Entweder sind weibliche Geschlechtshormone ein Ausloser bei der Krankheitsentstehung oder
minnliche Geschlechtshormone haben einen schiitzenden Einfluss auf den Organismus. Fiir
den krankheitsforderenden Einfluss weiblicher Geschlechtshormone spricht, dass das Hormon
Ostradiol vermutlich eine verlingerte Lebenszeit der autoreaktiven T- und B-Lymphozyten
bedingt, und hierdurch die Entstehung von Autoimmunerkrankungen fordert [18]. Zudem
leiden Frauen, welche Ostrogene im Zuge einer postmenopausalen Hormontherapie oder als
orale Kontrazeptive einnehmen, unter einem statistisch signifikant erhohtem Risiko fiir die
Entstehung eines SLE [19, 20]. Eine weitere Rolle spielt wahrscheinlich eine durchgemachte

Schwangerschaft, bei der Stammzellen des Fotus im Blut der Mutter zirkulieren und eine
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graft versus host Immunreaktion auslosen konnen [21]. All diese Erkenntnisse stiitzen die
Annahme eines krankheitsforderenden Einflusses der weiblichen Geschlechtshormone,
allerdings sind die genauen Auswirkungen durch die Geschlechtshormone bisher nicht
hinreichend untersucht.

Die oben genannten Risikofaktoren bewirken eine fehlgeleitete iiberschieBende
Immunreaktion und die Entstehung einer Autoimmunerkrankung, d.h. das Immunsystem
erkennt félschlicherweise korpereigenes Gewebe als einen zu bekdmpfenden Fremdkorper an.
Typisch fiir diesen Verlust der Immuntoleranz ist eine verminderte Anzahl von

regulatorischen T-Zellen, bei gleichzeitig auftretenden autoreaktiven T- und B-Zellen.
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Abbildung 1: Pathogenese des SLE Abbildung nach [22]

Die meisten der exogenen Risikofaktoren bewirken einen vermehrten Zelltod, wihrend viele
der genetischen Pradispositionen (Storung von SAP, C1q) die Clearance apoptotischer Zellen
beeintrichtigen (Abb. 1/1). Beides fiihrt zu einer unzureichenden Clearance von Zelldetritus
und dadurch zu einer vermehrten Aktivierung Antigen-prédsentierender Zellen was eine
vermehrte Prédsentation von Autoantigenen zur Folge hat(Abb. 1/2) [1]. So kommt es zu einer
Aktivierung des angeborenen Immunsystems und in deren Verlauf zur Bildung von
Autoantikorpern und Immunkomplexen aus Autoantikérpern, DNA, Fibrin, und Komplement

(Abb. 1/3). Verschiedene Immunkomplexe fungieren als endogene Liganden von Toll-like
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Rezeptor 7 bzw. 9. Die Aktivierung dieser Rezeptoren sowie die Ablagerung der
Immunkomplexe an den GefdBwinden fithrt zu einer verstirkten Freisetzung von
proinflammatorischen Botenstoffen, wie Tumornekrosefaktor-o (TNF-a), Chemokinen,
vasoaktiven Peptiden, und Komplementfaktoren. Die hieraus resultierende chronische
Entziindungsreaktion (Abb. 1/4) des Bindegewebes sowie der Blutgefalle schiadigt je nach der
jeweiligen Lokalisation eine Vielzahl verschiedener Organe und Gewebe (Abb. 1/5) [22].

Verlauf und Klinik: Aufgrund des Vorliegens von systemischen AutoantikOrpern gegen
verschiedene Bestandteile der Zelle, allen voran der Zellkernbestandteile, welche im
Blutkreislauf zirkulieren handelt es sich beim SLE um eine Systemerkrankung. Deshalb
konnen beim SLE nahezu alle Organe befallen werden; hierdurch sind die jeweiligen
Beschwerden und das klinische Bild sehr vielfiltig. Patienten konnen iiber eine nur leicht
ausgepragte Symptomatik mit Hautauschlag und Fieber, oder aber iiber schwersten Gelenk-
Nieren-, Lungen- und Gehirnbefall mit den jeweiligen Ausfallserscheinungen klagen. Im
Prodromalstadium der Erkrankung ist die Klinik sehr unspezifisch und es treten
Allgemeinsymptome wie Fieber, Miidigkeit, Leistungsschwiéche, Abgeschlagenheit, Muskel-
und Gelenkschmerzen in den Vordergrund. Beim klinischen sowie auch beim manifesten SLE
sind die am hiufigsten betroffenen Organe die Haut, das Herz, die Niere, die Lunge und das

ZNS. Die haufigsten Symptome des SLE sind in Tabelle 1 aufgelistet [3].
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Tabelle 1: Symptome des SLE nach prozentualem Vorkommen Abbildung nach [3] und
(23]

Organsystem Privalenz Symptome

Nierenbeteiligung 60-70% Lupusnephritis: Immunkomplex-GN mit
vielfiltigen glomeruldren Lédsionen

Kardiopulmonale 60-70% Pleuritis, Perikarditis mit Ergiissen, Endokarditis

Beteiligung Myokarditis, Lupus-Pneumonitis, Ateriosklerose
mit erhohtem Myokardinfarktrisiko

Neurologische 60% vielfiltiges Bild von Viliganzdefekten und Kopf-

Beteiligung schmerzen iiber Krampfanfille und Depression bis
hin zum Status epilepticus, Apoplex und MS

dhnlichen Verldufen

Muskel-/ >80% Polyarthritis: Gelenkschmerzen u. -Entziindung,
Gelenkbeschwerden keine Erosionen, evtl. Subluxationen/Fehlstellung,
Myositis
Hautverdnderungen >70% Schmetterlingserythem an Wangen u. Nasenriicken

diskoider Lupus: Papeln mit Schuppenbildung und
Hyperkeratose

Allgemeinbeschwerden 95% Fieber, Miidigkeit, Schwiche, Gewichtsverlust,
Haarausfall, Lymphadenopathie

Die Prognose und der Verlauf der Erkrankung hingen vor allem von dem Ausmal} der
Manifestation der Erkrankung am Herzen, der Nieren und dem ZNS ab. Der Verlauf des SLE
lasst sich in 5 Phasen gliedern (Tabelle 2).




Einleitung

Tabelle 2: Die fiinf Phasen des SLE im Zeitverlauf von links nach rechts. Tabelle nach
[24]

Die Phasen des Systemischen Lupus Erythematodes

v

Phase 1 Phase 2 Phase 3 Phase 4 Phase 5
Disposition: Entwicklung: Prodrom: klinischer SLE: manifester SLE:
- weibliches Vorliegen von Vorliegen von Vorliegen von Vorliegen von
Geschlecht Auto-AK Auto-AK Auto-AK Auto-AK
- genetische
Pradisposition
- Vorliegen von
Umweltfaktoren

Symptomatik: Symptomatik: Symptomatik: Symptomatik: Symptomatik:

- keine - keine - Malaise - typische SLE  durch chronische
- Fatigue Symptome Organschadigung
bedingt

Befunde: Es gibt sehr viele immunologische Befunde, die typischerweise beim SLE
auftreten, aber leider nicht spezifisch sind. Wie bei vielen Erkrankungen findet man auch hier
unspezifische Entziindungsparameter wie eine erhohte Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG),
eine Verringerung des Komplements sowie eine systemische Lymphoproliferation. Zusitzlich
zu diesen Allgemeinbefunden finden sich hdufig Kombinationen verschiedener

Autoantikorper (Tabelle 3).

Tabelle 3: Schidigende Autoantikorper in Systemischen Lupus Erythematodes. Tabelle

modifiziert aus [1]

Antikorper Privalenz Lokalisation des Befalls
Anti-double-stranded DNA 70-80% Nieren, Haut
Nucelosomen 60-90% Nieren, Haut

Ro 30-40% Nieren, Haut, fotales Herz
La 15-20% fotales Herz

Smith (Sm) 10-30% Nieren

NMDA-Rezeptor 33-50% Gehirn

Phospholipide 20-30% Thrombosen, Abort
a-Actinin 20% Nieren

Clq 40-50% Nieren
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In 97% der Fille sind fiir SLE Patienten antinukledre Antikdrper (ANA) nachweisbar. Da
dieser Nachweis aber nicht spezifisch ist, eignet er sich lediglich als Screnning-Verfahren. Bei
Anti-dsDNA handelt es sich um Antikorper gegen doppelstringige DNA. Diese sind
spezifisch fiir SLE und korrelieren mit der Krankheitsschwere, sind aber nur in 46% der Fille
positiv. Anti-Sm sind Antikorper gegen UlsnRNP. Diese Autoantikorper sind ebenfalls SLE-
spezifisch, jedoch nur bei 20% der Patienten nachweisbar. Bei 40% der Patienten lassen sich
Antiphospholipid-Antikorper, wie die Anti-Kardiolipin- und die Anti-B2-Glykoproteinl-
Antikorper, detektieren. Circa die Hilfte aller SLE-Patienten weist eine durch Antikorper
bedingte Zytopenie auf. Interessanterweise sind die Serumwerte von CRP und SAP bei der
Mehrzahl der Lupuspatienten im Regelfall niedrig [25, 26]. Dieses Phidnomen wurde mit dem
Vorliegen von Anti-Pentraxin Antikdrpern sowie dem supprimierenden Effekt von IFNa auf
die Promotoraktivitit der kurzen Pentraxine erkldrt [27, 28]. Die Pentraxin-3 (PTX3)
Serumwerte sind bei rheumatischen und inflammatorischen Erkrankungen in der Regel erhoht
[29, 30]. Beim systemischen Lupus erythematodes schienen die Serumwerte von PTX3, wie
auch die der kurzen Pentraxine, vernachlédssigbar zu sein [31]. Dieser Auffassung widerspricht
eine neue Arbeit bei der in Patienten mit SLE signifikant erhohte PTX3 Serumwerte, die mit
der Krankheitsaktivitdt korrelierten, nachgewiesen werden konnten [32]. Pentraxin-3
Antikorper sind in Patienten mit SLE im Vergleich zu Gesunden oder Patienten mit anderen
rheumatischen Autoimmunerkrankungen signifikant erhoht und stellten bisher einen

moglichen Erklarungsansatz fiir die bisher observierten niedrigen PTX3-Spiegel dar [33].

Diagnose: Die Diagnose des SLE wird durch elf Kriterien unterstiitzt, die vom American
College of Rheumatology (ACR) im Jahr 1997 aufgestellt wurden. Wenn vier oder mehr
dieser elf Kriterien positiv sind, ist das Vorliegen eines SLE wahrscheinlich, aber nicht

nachgewiesen [34, 35]. Die Kriterien sind in Tabelle 4 aufgelistet.
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Tabelle 4: Die 11 Kriterien des SLE, aufgestellt vom ACR im Jahr 1997

Kriterien:

1. Schmetterlingserythem flaches oder erhabenes Erythem beider Wangen

2.  diskoide Hautldsionen typische Hautverdanderungen bei diskoiden SLE

3. Photosensibilitit Uberempfindlichkeit der Haut nach Sonnenlicht

4. Ulcera orale oder nasale Schleimhautulzera, meist schmerzfrei
5. Arthritis nicht erosive Arthritis von mindestens 2 peripheren

Gelenken, charakterisiert durch Schwellung, Erguss oder
Druckschmerzhaftigkeit

6. Serositis Pleuritis, Perikarditis

7. Nierenerkrankungen persistierende Proteinurie (> 0,5 g/d) oder Ausscheidung
zelluldrer Zylinder (Erythrozyten, Himoglobin)

8.  Neurologische Befunde =~ ZNS-Befall mit u.a. Epilepsien, Psychosen

9.  Himatologische Befunde himolytische Andmie, Thrombozytopenie, Lymphozyto-
penie oder Leukozytopenie

10. Immunologische Befunde Anti-dsDNA-, Anti-Sm- oder Antiphospholipid-Antikorper

11. Antinukledre Antikorper  nicht medikamentos induzierte Titer-Erhohung

Therapie: Die Therapie des SLE richtet sich nach dem Schweregrad des momentanen
Krankheitsgeschehens. An erster Stelle der Therapie steht die Vermeidung beziehungsweise
die Beseitigung von so genannten Krankheits-Triggern. Hierzu gehort das Absetzten von
Medikamenten, welche einen Lupus induzieren konnten und das Meiden von starker UV-
Exposition. Den Patienten wird empfohlen, ihre Haut mit Sonnenschutzfaktor 60
einzucremen, da selbst die Exposition hinter Glas fiir den Ausbruch eines Krankheitsschubes
ausreichen kann. Bei leichten Krankheitsverliufen ohne den potentiell lebensbedrohlichen
Befall von viszeralen Organen wird symptomatisch mit nichtsteroidalen Antirheumatika
(NSAR) sowie wohl kausal mit Hydroxychloroquin behandelt [36]. Unter diesem
Malariamittel kommt es hédufig zu einer Besserung der Gelenkbeschwerden sowie der
konstitutionellen Verfassung. Bei entziindlichen Schiiben kann mit Kortikosteroiden und evtl.
mit  zusidtzlichen  Immunsuppressiva  gegengesteuert  werden. Bei  schweren
Krankheitsverldaufen mit Beteiligung lebenswichtiger Organe wird mit einer systemischen
KortisonstoBtherapie und/oder einer Immunsuppression mit Medikamenten wie Azathioprin,
Cyclosporin A und Cyclophosphamid behandelt. Das Standardmedikament bei einer
lebensbedrohlichen Lupusnephritis ist Cyclophosphamid. Cyclophosphamid wird als
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Immunsuppressivum bei zahlreichen Autoimmunerkrankungen eingesetzt. Nach Aktivierung
in der Leber fiihrt Cyclophosphamid durch eine Alkylierung der Nukleinsiduren zu Einzel-
und Doppelstrangbriichen in der DNA und RNA. Hierdurch kommt es zu einer Verschiebung
der T-Lymphozyten von den CD4-Helferzellen hin zu den CD8-Suppressorzellen und somit
zu einem geringeren Ausmafl der Inflammation [37]. Bei Unvertrdglichkeit gegeniiber
Cyclophosphamid wird als Alternative Azathioprin verabreicht [36]. Die bisher verwendeten
Medikamente dienten vor allem zur Besserung der Symptome und sind wenig spezifisch fiir
die Pathogenese des SLE. Daher ist ein genaueres Verstindnis der genetischen
Pathomechanismen und die dadurch verbundene Moglichkeit, diese pharmakologisch gezielt
zu unterbinden, fiir eine effektivere Therapie der SLE Patienten von Noten. So wird
momentan bei therapierefraktidren Verldufen in experimentellen Studien mit verschiedenen
Biologicals behandelt. Diese Biologicals sind rekombinant hergestellte Antikorper,
Antikorper-Fragmente oder Fusionsproteine welche zur zielgerichteten Blockade einzelner

entziindlicher immunologischer Vorgidnge fithren. Mogliche Ansatzpunkte sind in

Abbildung 2 gezeigt.
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Abbildung 2: Mogliche therapeutische Ansatzpunkte in SLE [1]
Durch das zu lange oder vermehrte Vorliegen von apoptotischen Zellen, kommt es zur Digestion dieser durch
Antigen-prisentierende Zellen (APC), wie dendritischen Zellen. Die APC wiederum aktvieren daraufhin die T-
Zellen und fithren so indirekt auch zur Aktivierung der B-Zellen, welche dann die fiir den SLE typischen
Autoantikorper produzieren. In diesen pathogenetischen Prozess kann man an unterschiedlichen Stellen mittels
Biologicals eingreifen und dadurch versuchen diesen einzudimmen.

Bei Rituximab handelt es sich um einen Antikorper gegen CD20, einem Oberflichenmarker
von unreifen B-Zellen. Durch die Anbindung des Antikorpers an die B-Zellen werden diese in
ihrer Proliferation gehemmt und dadurch indirekt auch die Produktion von Antikérpern gegen
doppelstringige DNA [1]. Die Wirksamkeit und Indikation von Rituximab ist momentan
heftig umstritten. Zahlreiche klinische Studien [38, 39] sowie die klinische Erfahrung zeigen

einen klaren Vorteil durch die Behandlung mit Rituximab v.a. bei Therapie-refraktiren
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Verlaufen [40]. Im Gegensatz hierzu stehen die derzeit beiden einzigen klinisch
randomisierten doppelblinden Placebo-kontrollierten Studien LUNAR [41] und EXPLORER
[42], welche keinen signifikanten Vorteil durch die Rituximab Gabe erkennen lieBen. Um den
Stellenwert von Rituximab bei der Lupus-Therapie endgiiltig zu kliren werden weitere
klinische-randomisierte Studien sowie ein genauere Untersuchung der Organ-spezifischen

Wirkung benétigt.

Prognose: Die Lebenserwartung hat sich in den letzten 60 Jahren dank verbesserter Therapie
deutlich erhoht. So betrug das 4-Jahres-Uberleben in den 50er Jahren gerade einmal 50% [43],
heute leben 80% aller Patienten 15 Jahre nach Diagnosestellung noch [44]. Die 10-
Jahresiiberlebensrate liegt bei korrekter Behandlung heute bei iiber 90% [3]. Allerdings
werden bei dieser Uberlebensrate leichte Verliufe wie der auf die Haut beschrinkte kutane
Lupus erythematodes mit guter Prognose als auch schwere Erkrankungsverldufe mit
Multiorganbeteiligung und hoher Morbiditit zusammengefasst. Todesursachen im frithen
Stadium der Erkrankung sind vor allem Infektionen und Lupus-bedingte akute
Organschéadigungen einhergehend mit einem Versagen des Organs. Im spiteren Verlauf der
Erkrankung sind die limitierenden Faktoren der Lebenserwartung vor allem auftretende
Myokardinfarkte sowie Schlaganfille [17]. Die hédufigsten Todesursachen sind Uridmie,

Herzversagen sowie neurologische und septische Komplikationen.
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1.2 Das Immunsystem

Der menschliche Korper ist dauerhaft den Angriffen von infektiosen Organismen ausgesetzt,
durch das Immunsystem aber in der Lage, diesen zu widerstehen. Das Immunsystem als
Korperabwehr muss die Fahigkeit besitzen, eindringende krankheitserregende Organismen
wirksam zu bekdmpfen, gleichzeitig allerdings hierbei keine korpereigenen Strukturen
anzugreifen. Eine gestorte Unterscheidung zwischen ,selbst“ und ,fremd* durch die
Korperabwehr ist pathognomonisch fiir die Entstehung von Autoimmunerkrankungen. Im
Zuge einer solchen Autoimmunerkrankung, wie beispielsweise dem SLE, wird durch die
fehlende Erkennung des korpereigenen Gewebes als korpereigen eben jenes zerstort. Das
Immunsystem besteht aus einem angeborenen unspezifischen und aus einem erworbenen
spezifischen Anteil. Diese beiden Effektorsysteme des Immunsystems sind unterschiedlich
organisiert, stehen aber in engen Kontakt miteinander. Nur bei einem guten Zusammenspiel
zwischen diesen beiden Systemen ist die Integritit des menschlichen Organismus
gewihrleistet [45]. Der zeitliche Ablauf bei einem erstmaligen Kontakt mit einem

Krankheitserreger lduft in 3 Phasen wie folgt ab:

angeborene Erkennung durch Beseitigung
Immunitt Infektion bereits vorhandene des Erregers
e nicht-spezifische
sofort: 0 - 4 Stunden it R
frithe induzierte Anlocken von Erkennung und Beseitigung
Reaktionen Infektion Effektorzellen Aktivierung von des Erregers
friih: 4 - 96 Stunden Eftektorzellen
adaptive Transport von Antigenen Erkennun Somls Beseitigung
P P & g Expansion °e
. . und R,
Immunantwort Infektion zu den Lymphorganen durch naive e s des Erregers
spdt: > 96 Stunden B- und T-Zellen zu Effektorzellen

Abbildung 3: Die drei Phasen der Immunantwort [45]

Die angeborenen Abwehrmechanismen setzen sofort nach Erkennung des infektiosen Agens
ein und dauern circa 4 Stunden an gefolgt von der sogenannten frithen induzierten Reaktion,
welche bis zu 96h aktiv ist. Bei dieser Antwort kommt es nicht zur Ausbildung eines
immunologischen Gedichtnisses. Erst wenn das infektiose Agens diese beiden Abwehrlinien
durchbrochen hat kommt es zur Ausbildung einer spezifischen Immunantwort 96 Stunden

nach Eindringen und Erkennung des Pathogens.
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1.2.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem ist entwicklungsgeschichtlich dlter und stellt den ersten Schutz
gegeniiber Pathogenen dar. Zudem bildet es im Gegensatz zum erworbenen Immunsystem
kein immunologisches Gedichtnis aus, so dass es bei einer erneuten Exposition mit dem
gleichen Antigen eine identische Abwehrreaktion aufzeigt. Die Hauptaufgaben des
angeborenen Immunsystems bestehen in der Aktivierung des spezifischen Immunsystems
iiber eine Prisentation der Antigene, und in der zeitlichen Uberbriickung zwischen dem
Eindringen eines infektiosen Organismus und dem Einsetzten der spezifischen Immunabwehr.
Zudem ist das angeborene Immunsystem wichtig fiir die Erkennung von so genannten
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), fiir die Rekrutierung von Immunzellen
mittels Zytokinen und Chemokinen und fiir die Aktivierung von Wachstumsfaktoren, welche
die Zellproliferation und Zelldifferenzierung sowie das Komplementsystem entscheidend

beeinflussen [45].

Das angeborene Immunsystem verfiigt iiber eine Vielzahl nachgeschalteter Barrieren um den
Korper vor Infektionen zu schiitzen, die von einem Krankheitserreger erst durchbrochen
werden miissen.

Korperepithelien bilden eine mechanische, chemische und biologische Barriere gegeniiber
eindringenden Erregern. Die mechanische Barriere wird durch feste Zell-Zellverbindungen,
sogenannten tight junctions, zwischen den einzelnen Epithelzellen gewihrleistet. Die
Epithelien bilden so einen Schutzwall gegen in Luft und Fliissigkeiten verbreiteten
Mikroorganismen. Chemisch wirksam auf den Korperepithelien sind unter anderem
sezernierte Lysozyme (Speichel, Schweil3, Tridnen), Pepsine (Darm), der niedrige pH-Wert
(Schwei}, Magen) und Fettsduren (Haut). Eine biologische Barriere besteht aufgrund der
physiologisch auf der Haut und im Magen-Darm-Trakt vorkommenden Mikroorganismen-
Flora, welche eine Ansiedlung pathogener Keime durch Konkurrenz um Nihrstoffe und
Bindungsstellen an Epithelzellen erschwert, beziehungsweise verhindert [45].

Kommt es trotz der Epithelien zu einem Eindringen von Erregern, so verfiigt das angeborene
Immunsystem {iber eine zellulire Abwehr, die die Fihigkeit zur Phagozytose von
eindringenden Organismen durch neutrophile Granulozyten, Monozyten und Makrophagen
besitzt. Neben der Phagozytose der Erreger bewirken die Makrophagen als Produzent von

verschiedenen Zytokinen und Chemokinen, allen voran TNF-a, auch eine Modulation und
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eine Aktivierung des Immunsystems [45]. Sie initiieren als Antwort auf Pathogene eine
klassische Entziindung mit den fiinf Entziindungszeichen rubor (Rotung) und calor
(Erwédrmung), durch die Vasodilitation der Gefil3e, tumor (Schwellung) und dolor (Schmerz)
durch die Extravasation von Leukozyten und weiteren Blutbestandteilen ins Gewebe, und
functio laesa (eingeschrinkte Funktion). Die Entziindung hat drei wichtige Funktionen bei der
Bekdmpfung von Infektionen. Sie dient erstens dazu, weitere Effektormolekiile und
Leukozyten zum Ort der Infektion zu lotsen um dort vor Ort den eingedrungenen Erreger zu
bekdmpfen. Weiterhin induziert die Entziindung eine lokale Blutgerinnung die eine weitere
physikalische Barriere darstellt und somit eine Ausbreitung der Infektion durch den Blutstrom
verhindert. Drittens spielt die Entziindung bei der Initiierung der Gewebereparatur eine
wichtige Rolle. Zusitzlich verfiigt das angeborene Immunsystem iiber die Moglichkeit, durch
natiirliche Killerzellen virusinfizierte Zellen und Tumorzellen zu vernichten [45].

Neben der zelluliren Abwehr wirken auch humorale Faktoren wie das Komplementsystem,
das Gerinnungssystem, Interferone und Interleukin-1 protektiv gegeniiber Infektionen. Das
Komplementsystem ist eines der wichtigsten Systeme bei der Pathogenerkennung. Es besteht
aus Plasmaproteinen, welche entweder direkt durch Pathogene oder indirekt durch an
Pathogen gebundene Antikorper aktiviert werden [45]. Interleukin-1 induziert die Ausbildung
von Fieber, die Bildung der Akut-Phase-Proteine (wie CRP, SAP, PTX3) und die Bildung
antibakterieller Proteine wie Lactoferrin oder Lysozym [45].

Losliche Mediatoren des angeborenen humoralen Immunsystems beinhalten neben den
Komponenten des Komplementsystems 16sliche Mustererkennungsrezeptoren, auch soluble
pattern-recognition-receptors (SPRR) genannt. Diesen Molekiilen kommt eine Schliisselrolle
bei der Einleitung einer effektiven Immunantwort zu, da sie wie die iibrigen PRR Pathogene
aufgrund bestimmter Strukturen, den sog. PAMPs (pathogen-associated molecular patterns)
erkennen [45, 46]. Bei diesen PAMPs handelt es sich um evolutiondr konservierte, sich
regelmidBig wiederholende molekulare Strukturen, die gleichzeitig auf vielen verschiedenen
Mikroorganismen, nicht aber auf unseren korpereigenen Zellen vorhanden sind [47]. Zu der
Gruppe der SPRR gehoren unter anderem die Pentraxine (CRP, SAP, PTX3), ficolins und
collectins (Surfactant Protein-A/-D). Diese Proteine werden in der genomischen DNA kodiert
und sind in der Lage, iiber Anbindung an Pathogene verschiedene Wirkungen hervorzurufen.
Zu diesen Wirkungen gehoren eine Neutralisierung, Opsonierung, Agglutination und die
Induktion einer Schidigung der Pathogen-Membran. Auflerdem rekrutieren diese Proteine
weitere 10sliche Mediatoren und Immunzellen durch die ausgeloste lokale Inflammation an

den Ort des Geschehens. Zudem detektieren PRR apoptotische Zellen iiber die Erkennung von
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so genannten apoptotic cell-associated molecular patterns (ACAMP). Somit stellen die
l6slichen PRR, die eine heterogene Gruppe von Proteinen sind, einen funktionellen Vorldufer
der Antikorper dar und nehmen sowohl im Tier als auch im Menschen eine Schliisselrolle im
angeborenen Immunsystem ein. Sie vernetzen das angeborene mit dem erworbenen
Immunsystem und stellen wichtige Immunsensoren bei der Unterscheidung zwischen
korpereigenen und korperfremden Strukturen dar [45, 47].

Zu den, an Zelloberflichen gebundenen pattern-recognition-receptors (PRR) gehdren unter
anderem die Scavenger-Rezeptoren, die C-Typ Lektin-Rezeptoren, Toll-like Rezeptoren
(TLRs), Komplement- und Fc-Rezeptoren. Sie alle sind, wie die loslichen PRR in der
genomischen DNA kodiert und erkennen die so genannten PAMPs. Dies bedeutet, dass diese
Rezeptoren an der Entfernung von korperfremden Substanzen und korpereigenen
Abfallprodukten sowie an der Aktivierung einer zellulireren Immunantwort beteiligt sind.
TLR sind Transmembranproteine, welche sich sowohl in den endosomalen wie in den
zelluldreren Membranen befinden und eine groB3e Spannbreite von PAMPs erkennen [46, 47].
Zu den intrazelluldren PRR gehdren unter anderem die bereits oben erwihnten endosomalen
TLRs, die Nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like Rezeptoren (NLRs) [48]
und Retinoic acid-inducible gene-1 (RIG-I)-like Rezeptoren (RLRs) [49]. Durch das
Zusammenspiel der PRR in den verschiedenen Kompartimenten des Korpers werden
Mikroorganismen aufgrund ihrer PAMPs im Korper sowohl in den Korperfliissigkeiten als

auch intrazelluldr und extrazellulédr detektiert und bekampft [45, 47]
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Erkennungsmolektile der angeborenen Erkennungsmolekiile der erworbenen
Immunitat ~ Immunitat
Pentraxine
C-reaktives Protein  Serum Amyloid-Protein igh 19G, 1g0. kgE
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Abbildung 4: Mustererkennungsstrukturen (PRPP) des erworbenen und angeborenen Immunsystems
Ubersicht der verschiedenen PRR in den verschiedenen Kompartimenten des Korpers des angeborenen und
erworbenen Immunsystems. Das erworbene Immunsystem ist in der Lage sich auf verschiedene Erreger
einzustellen, im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem, welches nur evolutiondr konservierte PAMPs
detektiert [Prof. Anders].
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1.2.2 Das erworbene Immunsystem

Das erworbene Immunsystem reagiert spezifisch auf unterschiedliche Krankheitserreger. Es
benotigt daher bei erstmaligem Kontakt mit einem Pathogen Zeit zur Entwicklung einer
Abwehrreaktion im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem. Durch diese Zeitverzogerung
kommt das spezifische Immunsystem erst dann zum Einsatz, wenn das angeborene
Immunsystem die Situation nicht alleine bewiltigen konnte [45]. Es besteht wie auch das
angeborene Immunsystem aus einem humoralen Arm, der Antikorperproduktion durch
Plasmazellen, und einem zelluliren Arm: Der zelluldre Arm wird von den T-Lymphozyten
gebildet, welche durch ihre Cluster of Differentiation und ihre Funktion in verschiedene
Gruppen unterteilt werden konnen. Eine wichtige Gruppe sind die CD8 positiven
zytotoxischen T-Zellen, die infizierte Zellen abtoten [45]. Auch die CD4 positiven T-
Helferzellen, die je nach Subpopulation viele verschiedene Funktionen inne haben, sind wie
der Name schon impliziert wichtig durch ihre aktivierende und unterstiitzende Funktionen im
Immunsystem. So aktivieren sie unter anderem die B-Zellen, die wiederum zu Plasmazellen
ausreifen und Antikorper produzieren [45]. Diese Antikorper binden spezifisch an ihr
entsprechendes Antigen und bilden so mit einen Immunkomplex. Dieser Vorgang wird auch
als Opsonierung bezeichnet und bewirkt neben der Funktionshemmung des Pathogens auch
eine verbesserte Phagozytose derselben und damit eine verbesserte Beseitigung des Pathogens
[45]. Nach einer Infektion wird der Krankheitserreger durch das angeborene Immunsystem
phagozytiert und das entsprechende Antigen zu den Lymphorganen transportiert, wo es durch
naive B- und T-Zellen erkannt wird. Durch klonale Expansion der fiir dieses Pathogen
spezifischen B- und T-Zellen und der Ausdifferenzierung zu sog. Effektorzellen kommt es
schlieBlich zu einer Beseitigung des Erregers. Die zeitliche Verzogerung der spezifischen
Immunantwort liegt in der Notwendigkeit der zeitraubenden klonalen Expansion begriindet.
Bei einem weiteren Kontakt mit demselben Krankheitserreger kommt es aufgrund der
Ausbildung eines immunologischen Gedéchtnisses durch klonale Selektion einer
ausdifferenzierten Population von Gedichtniszellen zu einer sehr schnellen, spezifischen und

effektiven Abwehrreaktion [45].
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Tabelle 5: Unterschiede in der Initiierung einer erworbenen und angeborenen
Immunantwort Tabelle modifiziert aus [50].

angeborene Immunsystem

erworbene Immunsystem

Erkennungsrezeptoren

Selbst-Fremd-Unterscheidung
Zeit bis zur Effektoraktivierung

Antwort des Effektorssystems

Typen

Klonalitit

Genetik

Rezeptor Rearrangement

Erkennungsstrukturen

PRR (TLR, Komplement...)

nicht klonal
einzelnes Gen

nicht benotigt

konservierte molecular patterns

durch Evolution selektiert
sofort

Opsonierung, Komplement-
Aktivierung, Phagozytose,
Proinflammatorische Zyto-

und Chemokine,

T- und B-Zellrezeptoren
klonal

codiert in Gensegmenten
benotigt
Strukturbestandteil
individuell selektiert
verzogert

klonale Expansion oder
Anergie von Antigen-
spezifischen B- und T-
Zellen
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1.3 Pentraxine

Pentraxine gehoren zu den l6slichen Pattern-recognition-receptors. Diese Pentraxine sind
eine Gruppe heterogener Plasmaproteine, die eine charakteristische Abfolge von 200
Aminosduren in der carboxyterminalen sogenannten Pentraxin-Domine vorweisen. Der
Begriff Pentraxin wurde erstmals fiir die Struktur des c-reaktiven Proteins (CRP) verwendet,
da dieses aus fiinf identischen Untereinheiten gebildet wird und bereits in den 30er Jahren als
Prototyp der Akut-Phase-Proteine entdeckt wurde [51]. Zusitzlich zu der Pentraxin-Doméne
verfiigt die Gruppe der Pentraxine auch iiber eine typische Aminosidurensequenz, die aus 8

Aminosiduren besteht [52].

Pentraxin-Signatur

A B HxCxS/TWxS
T kurze hsae - [
Pentraxine here
lange herx: [
Pentraxine \ory | I .
oo [
hne2 | I .
hNPR

\\ variable Doméne / \ Pentraxin-Doméne /

Abbildung 5: Die Pentraxinfamilie — Aufbau und Aminosiurensequenz

A: Die homologe Pentamerstruktur der beiden kurzen Pentraxine SAP und CRP, gebildet von 5 identischen
Untereinheiten. Abbildung aus [45].

B: Die Aminosdurensequenz der kurzen und langen Pentraxine mit der typischen c-terminalen Pentraxine-
Domine samt der Pentraxin-Signatur. N-terminal ist die variable Doméne dargestellt, die sich zwischen den
kurzen und langen Pentraxinen unterscheidet. Abbildung nach [52].

Pentraxine sind im Laufe der Evolution vom Spinnentier bis zum Séaugetier erhalten
geblieben. Sie erkennen als Opsonine eine groBe Spannbreite exogener pathogener
Substanzen sowie korpereigener verdnderter Zellen und bewirken durch ihre Anbindung eine
rasche Entfernung derselben. Weiterhin stellen die Pentraxine flexible Adaptoren des
humoralen Armes des angeborenen Immunsystems dar, deren Synthese durch
inflammatorische Zytokine wie dem Tumornekrosefaktor-o getriggert wird [52, 53]. Damit
gehoren sie zur Gruppe der Akut-Phase-Proteine, welche durch Anstieg oder Abfall ihres
Serumspiegels unter inflammatorischen Umstédnden definiert sind. Man unterscheidet in der
Gruppe der Pentraxine zwischen den kurzen Pentraxinen CRP und Serum Amyloid Protein

(SAP) und den langen Pentraxinen (z.B. PTX3), bezogen auf die Lédnge der
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Aminosdurensequenz des NH, terminalen Endes. Im Gegensatz zu den kurzen Pentraxinen
CPR und SAP, deren Sequenz und Regulation sich zwischen Maus und Mensch im Laufe der
Evolution unterschiedlich entwickelt hat, ist PTX3 im Verlauf der Evolution in hohem Mafe

unverindert geblieben [53].

1.3.1 Kurze Pentraxine

Kurze Pentraxine sind 25kDa groBle Proteine, die durch einen gemeinsamen strukturellen
Aufbau gekennzeichnet sind. Dieser Aufbau besteht aus 5 bis 10 identischen Untereinheiten,
die sich in der Form eines Pentamers anordnen. Prototypen der kurzen Pentraxine sind CRP
und SAP [52]. Beide werden in der Leber als Antwort auf inflammatorische Zytokine, vor
allem IL-6, gebildet und ahmen durch ihr systemisches Vorliegen und ihre Funktion die
Wirkung von Antikorpern des erworbenen Immunsystems nach.

Genetik und Plasmaspiegel: CRP wurde erstmals um das Jahr 1930 im humanen Serum
beschrieben und ist der erste entdeckte pattern-recognition-receptor iiberhaupt [51]. Das
humane CRP-Gen befindet sich auf Chromosom 1g23 und wird durch 2 Exons codiert. Der
CRP Plasmaspiegel gesunder Erwachsener ist kaum messbar (< 3mg/l), kann sich nach einem
Akut-Phase-Stimulus (v.a. IL-6) aber um mehr als das 1000-fache steigern. Dies resultiert aus
einer erhohten Transkriptionsrate in der Leber. CRP wird mit einer Latenz von sechs bis acht
Stunden gebildet und ist erst nach 12 bis 24 Stunden im Blut nachweisbar [54]. Andere Zellen
wie Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen sind in der Lage, CRP zu synthetisieren,
scheinen aber keinen Beitrag zur Hohe des CRP Plasmaspiegels zu leisten. Jahre nach der
Entdeckung des CRP wurde das humane SAP entdeckt und als ein Verwandter des CRP
identifiziert. Bei diesen beiden Proteinen sind 51% der Aminoséduresequenz identisch und
beide zeigen elektronenmikroskopisch ein gleichartiges Erscheinungsbild [54-56]. Man
vermutet, dass beide Proteine aus der Duplikation eines einzelnen Gens hervorgegangen sind
[57]. Zudem sind CRP und SAP ortholog in verschiedenen Saugetierspezien, das heif3t, sie
sind funktionell miteinander verwandt und stammen vom selben Vorldufer ab (vertikale
Evolution). Trotzdem gibt es zwischen diesen beiden Akut-Phasen-Proteinen beachtenswerte
Unterschiede wie der basale Serumspiegel und die Verdnderung des Spiegels wihrend einer

Akut-Phase-Reaktion.
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Das humane SAP-Gen befindet sich ebenfalls auf Chromosom 1 in enger rdaumlicher und
genetischer Nihe zum CRP-Locus. Weiterhin besteht das SAP-Gen ebenfalls aus zwei Exons,
die identische Anteile des Proteins wie bei CRP codieren. In der Maus stellt SAP das Haupt-
Akut-Phase-Protein dar, im gesunden erwachsenen Menschen liegt der Plasmaspiegel bei 30-
50ug/ml [58].

Funktion: Als losliche Mustererkennungsrezeptoren liegt eine Hauptfunktion von CRP
und SAP in der teilweise Calcium-abhingigen Ligandenbindung. So erhielt CRP seinen
Namen aufgrund seiner Reaktion mit den C-Polysacchariden von Streptokokkus pneumoniae,
die eine Prizipitation hervorruft. Im Gegensatz zu den Antikérpern besitzt CRP als humoraler
Bestandteil des angeborenen Immunsystems eine breitere Spezifitit fiir die Molekiilmuster
von Pathogenen. So bindet es an den Phosphorylcholin-Anteil bestimmter Lipopolysaccharide
in der Zellwand von Bakterien und opsoniert diese dadurch [45]. Neben Bakterien bindet CRP
auch weitere Pathogene wie Pilze und Hefe. Auch korpereigene Strukturen wie apoptotische
Zellen und Kernbestandteile werden durch CRP als Ligand gebunden. Hierduch kommt es zu
einer Verstirkung des klassischen Komplementweges und damit zu einer verbesserten
Phagozytose dieser Zellen durch Makrophagen [54]. Weiterhin kann CRP in der Abwesenheit
von Calcium Polykationen wie poly-L-lysine, poly-L-arginine und myelin basic protein
binden.

SAP wurde urspriinglich wegen seiner Anbindung an Agarose charakterisiert [59]. Es bindet,
allerdings wie CRP, eine Vielzahl von Bakterien, wie Streptococcus pyogens und Neisseria
meningitidis [59, 60]. Neben den Bakterien kann SAP aber auch an Influenzaviren [61],
Lipopolysaccharide [60], Amyloidfibrillen [62] und Kohlenhydrate [63] binden. Zudem ist
SAP das Hauptbindungsprotein von DNA und Chromatin im Plasma [64]. CRP und SAP
konnen zusitzlich iiber die Bindung an den Komplementbestandteil Clq die klassische
Komplementkaskade, und damit das Immunsystem, aktivieren [65]. Bei bereits bestehenden
Gewebeschidden kann es durch diese Aktivierung zu einer Verstirkung der Schiddigung
kommen. Die Komplementaktivierung konnte ein Hauptmechanismus zur Entfernung von
Zelltrimern darstellen. In Ubereinstimmung hierzu steht die Erkenntnis, dass sowohl CRP als
auch SAP die Calcium-abhingige Phagozytose von apoptotischen Zellen durch Makrophagen
verstirkt [66-68]. Durch die beschleunigte Phagozytose vermeiden die kurzen Pentraxine eine
Exposition des Immunsystems mit nukledren Bestandteilen, bei der es zu der Ausbildung
einer Autoimmunerkrankung kommen konnte. Analog zum Fehlen vom Komplementfaktor
Clq kommt es auch bei der genetischen Fehlanlage von CRP und SAP zu einer verminderten

Phagozytose von apoptotischen Zellen und hierdurch zu einem moglichen Einsetzen von SLE
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[7, 8]. Des Weiteren interagieren beide Prototypen der kurzen Pentraxine mit
Matrixbestandteilen, wie in Tabelle 6 gezeigt wird.

Zusammenfassend fithren CRP und SAP, die in der Leber nach Stimulation durch IL-1, IL-6
und TNF-a gebildet werden, zu einer Stimulation des Immunsystems und sind als PRRs an
der Beseitigung von toxischen, fremden, abgestorbenen oder verdanderten Materialien, die bei
Entziindungen und Infektionen freigesetzt werden, beteiligt. CRP spielt eine wichtige Rolle
bei kardiovaskuléren, infektidsen und autoimmunen Erkrankungen. SAP scheint protektiv
gegen durch Autoantigene verursachte Autoimmunerkrankungen durch die Forderung der
Entfernung der selbigen zu wirken. So fiihrt ein Mangel an SAP zu einer SLE dhnlichen
schweren Glomerulonephritis in Miusen [7], allerdings ist momentan noch umstritten in
wieweit es sich hierbei um ein Einkreuzungsphénomen handelt [69]. Des Weiteren ist SAP an
der Pathogenese von Amyloidosen, des Morbus Alzheimer sowie bei Prionenerkrankungen

beteiligt [52].

1.3.2 Lange Pentraxine

Prototyp der langen Pentraxinfamilie ist das Pentraxin-3 (PTX3), das auch unter dem Namen
TNF-inducible gene 14 protein (TSG-14) bekannt ist. Weitere Mitglieder dieser Familie
wurden in den 90er Jahren entdeckt als Molekiile, die in bestimmten Geweben als Antwort
auf Zytokine exprimiert werden. Zu ihnen gehoren: Guinea pig apexin, neuronal pentraxin [
(NP1, NPTX1) narp (NP2, NPTX2) und neuronal pentraxin receptor (NPR, NPTXR) [70].
Bisher sind diese langen Pentraxine allerdings kaum erforscht. Das Guinea pig apexin wurde
im Akrosom der Spermatozoen des Schweinespermas entdeckt, seine Funktion ist bisher
weitgehend unklar [71]. NP1wird nur im Gehirn exprimiert und ist fiir seine Anbindung an
das Schlangentoxin Taipoxin beschrieben [72]. NP2 bindet ebenfalls an Taipoxin und wird
nicht nur im Gehirn sondern auch im Hoden, Pankreas, Leber und in der Skelettmuskulatur
exprimiert. Nach einer neuen Studie stellt NP2 einen potentiellen Tumormarker fiir das
Pankreaskarzinom dar [73]. NPR ist nach neuen Studien ein potentieller Biomarker fiir
neurodegenerative Prozesse wie dem Morbus Alzheimer [74]. Uber die genauen Funktionen
von NP1, NP2 und NPR koénnen momentan nur Vermutungen angestellt werden. Sie scheinen
allerdings eine Rolle bei der Aufnahme von synaptischen Material, Gewebeumbau und

Phagozytose zu spielen [72, 75, 76].
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1.3.3 Pentraxin-3

1.3.3.1 Die Herkunft von PTX3

Im Gegensatz zu den kurzen Pentraxinen, die von Hepatozyten in die Zirkulation freigesetzt
werden, wird PTX3 von einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen lokal im geschidigten
Gewebe als Antwort auf inflammatorische Signale und die Erkennung von Mikroorganismen
gebildet (siehe auch Abbildung 6) . Die Produktion erfolgt hauptsidchlich durch Leukozyten,
in besonderem Mafe durch dendritische Zellen und Makrophagen, als Antwort auf die
Anbindung von Liganden an Toll-like Rezeptoren und auf das Vorhandensein von
inflammatorischen Zytokinen, wie IL-1 und TNF-a. Der wichtigste Induktor der kurzen
Pentraxine IL-6 hat fast keinen steigernden Einfluss auf die PTX3-Produktion [77]. Die
Hauptproduzenten des PTX3 sind myeloische dendritische Zellen nach Aktivierung ihrer
TLR-2 Rezeptoren [78]. Neben den Leukozyten sind auch Nierenzellen, glatte Muskelzellen,
Synovialzellen, Granulosazellen, Adipozyten, Lungenepithelzellen, Fibroblasten und
aktivierte Endothelzellen in der Lage PTX3 zu produzieren [79-83]. In neutrophilen
Granulozyten (NG) liegt PTX3 bereits vorgefertigt in Granula vor, die umgehend nach
Erkennung von Mikroorganismen und bei Entziindungen sezerniert werden [84]. Neutrophile
Granulozyten dienen somit als rasch reagierendes Reservoir von PTX3, welches eine
Schliisselrolle im angeborenen Immunsystem einnimmt. Das freigesetzte PTX3 kann sich
weiterhin auch extrazellulédr in sog. neutrophil extracellular traps (NETs) befinden [84]. Bei
NETs handelt es sich um extrazelluldre Strukturen, die durch Extrusion von Chromatin aus
lebensfdhigen neutrophilen Granulozyten nach Stimulation entstehen und ein fibrilldres
Netzwerk ausbilden. Dieses Netzwerk bildet einen fokalen Punkt, an dem antimikrobielle
Effektormolekile, wie PTX3 und Elastase fokussiert werden und das dazu dient
Mikroorganismen zu fangen und abzutdoten. Neben diesem schiitzenden Effekt vor
Pathogenen haben NETs eventuell auch einen schidigenden Effekt auf den Organismus, da
NETs Histone exponieren, welche neuesten Daten zufolge die Entstehung von

Autoimmunerkrankungen triggern konnen [85, 86].
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TLR-Agonisten primar inflatorische Zytokine IL-10 oxidiertes FSH, cAMP, EGF
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Abbildung 6: Die Hauptstimuli, -produzenten und —aufgabengebiet von PTX3. Abbildung nach [52].

1.3.3.2 Das PTX3 Gen

Das PTX3 Gen ist auf dem Chromosom 3q25.6 lokalisiert. Es liegt die Vermutung nahe, dass
es sich bei dem PTX3 Gen um das Produkt einer Fusion von zwei unterschiedlichen Genen
handelt. Eine Genregion codierte urspriinglich fiir ein unbekanntes Protein unbekannter
Funktion und codiert heute das N-terminale Ende von PTX3. Die andere Region des PTX3-
Gens codiert fiir ein Polypeptid, homolog zu dem c-terminalen Ende der kurzen Pentraxine
und scheint auch aus diesem Gen hervorgegangen zu sein. Das PTX3-Gen besteht aus drei
Exons, welche durch zwei Introns voneinander getrennt sind. Die ersten beiden Exons
codieren das Hauptpeptid sowie die N-terminale Doméne des Proteins, das dritte Exon codiert
die Pentraxin-Domédne von PTX3 [87], die genau mit dem der anderen Pentraxinen
tibereinstimmt. Die exakte Grofe des Transkriptes betrdgt 1861 Nukleotide [88]. Die mRNA
von PTX3 wird stark induziert durch die Anwesenheit von IL-1 und TNF-q, nicht jedoch
durch IL-6, dem Hauptinduktor der kurzen Pentraxine CRP und SAP in der Leber. Das PTX3-
Gen ist wihrend der Evolution, im Gegensatz zu den kurzen Pentraxinen, nahezu unverindert

geblieben, so dass das menschliche PTX3-Gen mit dem der Maus zu 82% identisch ist [79].
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1.3.3.3 Der Aufbau von PTX3

PTX3 hat glykolisiert eine Molekiilmasse von 45 kD und besteht aus 381 Aminosduren. Die
c-terminale Doméne ist 203, die n-terminale Doméne ist 178 Aminosduren lang. Die
c-terminale Doméne ist homolog zu der der kurzen Pentraxine. Die n-terminale Domine ist

deutlich ldnger und nicht homolog zu anderen bekannten Proteinen (siehe auch Abb. 5B) [87].
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Abbildung 7: Der Aufbau und die Struktur von PTX3 [89]

A: zeigt in gelb, die N-terminale und in rot die C-terminale Domine, mit der Pentraxinstruktur sowie der
Glykolysierungsstelle an Asn220, von PTX3. Die Pfeile deuten auf die vermutete Struktur der jeweiligen
Domine. Hierbei bildet die N-terminale Doméne das Kopfteil, bestehend aus 3Ketten in a-helikaler Anordnung.
B: zeigt die typische Anordnung von PTX3 als Oktamer, stabilisiert durch Dissulfidbriicken.

C: zeigt in gelb zwei verschiedene Moglichkeiten der Anordnung der N-terminalen Doméne

Charakteristisch fiir PTX3 ist eine p-Faltblatt-Sekundirstruktur und eine o-helikale
Anordnung der Dominen. Die typische Sekundirstruktur wird iiber eine Disulfidbriicke
stabilisiert, die durch zwei Cystine an den Aminosdurenpositionen 210 und 271, welche in
allen Mitgliedern der Pentraxinfamilie vorhanden sind, geformt wird. Das Protein bildet ein
Oktamer bestehend aus 8 Ketten. Je 4 Ketten bilden hierbei ein Tetramer, die durch
verschiedene Dissulfidbriicken stabilisiert werden. Eine Disulfidbriicke zwischen den
Cystinen 317 und 318 ist verantwortlich fiir die Verbindung der zwei Tetramere zu einem
Oktamer, der typischen Proteinstruktur des PTX3 [90] (Abb. 7B).

Posttranslationale Veridnderungen von Proteinen konnen deren Funktion und Wirkung auf
verschiedenste Art und Weise entscheidend beeinflussen. Ein typischer Mechanismus besteht
in der Glykosylierung beziehungsweise der Anderung einer bereits vorliegenden
Glykosylierung. So kann durch diesen Mechanismus die Ligandenbindung, -erkennung sowie

die Faltung der Proteine entscheidend beeinflusst werden [91, 92]. Zudem &ndert sich die
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Glykosylierung von Akut-Phasen-Proteinen typischerweise unter entziindlichen Bedingungen,
was sich auf die Funktion des Proteins auswirkt [93]. PTX3 kann variabel glykosyliert
vorliegen. Im Normalfall macht die Glykolisierung circa 10 % des molekularen Gewichts aus,
d.h. deglykolisiert reduziert sich die Masse des Proteins von 45kDa auf 40kDa [94]. PTX3
enthilt in der Pentraxindomine an der Aminsosdurenpostion 220 ein Asparagin, dass bei den
natiirlich vorkommenden PTX3 vollstindig N-verbunden glykolisiert vorliegt, und somit das
Vorkommen von O-verbundenen Oligosacchariden ausschliet [94] (Abb. 7A). Im Fall von
PTX3 liegt die Glykolisierungstelle in der Pentraxin-Doméne, welche unter anderem fiir die
Clqg-Erkennung verantwortlich ist. Eine enzymatische Deglykolisierung von PTX3 fiihrt zu
eine um das 2-3fach gesteigerte Anbindung von PTX3 an Clq, im Vergleich zum natiirlichen
vorkommenden PTX3 [95]. Diese verstirkte Anbindung scheint nicht ursdchlich in einer
Neuordnung der Proteinstruktur zu liegen, sondern vielmehr scheint die Deglykolisierung von
PTX3 den PTX3/Clg-Komplex zu stabilisieren und hierdurch die Rate der Dissoziation zu
vermindern, anstatt die Assoziationsrate zu erhohen. Im FEinklang hierzu steht eine
Verstiarkung des klassischen Komplementweges, detektierbar an der C3 und C4 Deposition.
Das Phianomen, dass an der Proteinoberfliche gebundenen Oligosaccharide sich auf die
Proteinfunktion auswirkt, machen sich verschiedene Pathogene wie auch Immunzellen zu
Nutze. So spalten manche Pathogene mittels Exoglykosidasen, die an der Proteinfldche
expremierten Oligosaccharide und beeinflussen so die Interaktion von PTX3 mit anderen

Bestandteilen des Immunsystems iiber eine Anderung des Zuckerstatus.

1.3.3.4 Ligandenbindung und Funktionen von PTX3

Wie die kurzen Pentraxine CRP und SAP, besitzt auch PTX3 die Fihigkeit an sehr viele und
sehr unterschiedliche Liganden wie Pathogene, Matrixproteine und Komponenten des
Immunsystems spezifisch zu binden und somit bestimmte Reaktionen auszuldsen. Im
Gegensatz zu den kurzen Pentraxinen ist die Anwesenheit von Calcium nicht generell
notwendig fiir die Anbindung von PTX3 [55]. Eine Auswahl an Liganden und das
Bindungsverhalten der Pentraxine SAP, CRP und PTX3 ist in Tabelle 6 dargestellt.
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Tabelle 6: Ligandenbindung der Pentraxine. Tabelle nach [96], NT = not tested

Ligand CRP SAP PTX3  Ca-abhingig
Komplement-Komponenten
Clq + + + -
Faktor H + NT + +
C4b-binding Protein + + +

Extrazelluldre Matrixproteine

TSG-6 NT NT + +

Inter-a-Trypsin Inhibitor - NT + +

Hyaluronan NT NT -

Laminin + + -

Kollagen IV NT + -

Fibronectin + + -
Wachstumsfaktoren

FGF1 und FGF4 NT NT -

FGF2 +/- NT + +
Membranbestandteile

PC + - -

PE - + -

LPS - + -

KpOmpA NT NT + +
Adhisionsmolekiile

Selectin-P - NT +
Pathogene

Bakterien + + + NT

Pilze + + + -

Viren - + + -

Der zuerst und am besten beschriebene Ligand von PTX3 ist der Komplementbestandteil Clq
[94, 97]. Sowohl Clq als auch PTX3 werden unter anderem von unreifen dendritischen Zellen
als Antwort auf TLR-Anbindung produziert und beeinflussen durch ihre Interaktion die
Komplementfunktionen. PTX3 bildet Homodimere aus, die mit ihrer c-terminalen Domine
mit den globuldren Kopfregionen (gClq) aller drei Clg-Ketten (gCl1qA, gClgB, gC1qC)

interagieren [97, 98]. Im Gegensatz zu den beiden kurzen Pentraxinen CRP und SAP, die
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beide vor einer optimalen Anbindung an Clq eine Konformationsinderung in Form einer
chemischen Quervernetzung bendtigen, ist dies bei PTX3, vermutlich aufgrund der stabileren
Struktur, nicht der Fall [99]. Die Anbindung von PTX3 an Clq ist eine calciumunabhingige
Reaktion, die eine wichtige Rolle bei der Phagozytose apoptotischer Zellen spielt. Interagiert
PTX3 dosisabhédngig mit an Oberflachen-immobilisiertem C1q, so fiihrt dies zur Aktivierung
des klassischen Komplementweges und zu einer vermehrten Phagozytose der apoptotischen
Zellen. AuBerdem bewirkt PTX3, dass die Deposition von Clq und C3 auf den Oberfldchen
apoptotischer Zellen, an denen bereits PTX3 angebunden ist, verstirkt wird [97, 100].
Interagiert PTX3 mit frei schwimmendem Clq, so fiihrt dies iiber eine kompetitive
Blockierung wichtiger Interaktionsstellen von Clq, unter anderem fiir Immunglobuline, zu
einer verminderten C1q -vermittelten Phagozytose. Auch wird die Deposition von Clq und
C3 auf den Oberflichen der apoptotischen Zellen durch PTX3 unter diesen Umstinden
reduziert [97]. Sowohl CRP als auch SAP hemmen kompetitiv die Anbindung von PTX3 an
immobilisertes Clq, was den Schluss nahe legt, dass die kurzen Pentraxine an einer
verwandten oder der gleichen Bindungsstelle wie PTX3 anbinden. Somit hat PTX3 einerseits
eine fordernde und andererseits eine hemmende Wirkung auf die Phagozytose von
apoptotischen Zellen, abhingig von der Art und Weise der C1q-Prisentation. Das Ausmalf} der
Glykosylierung von PTX3 ist fiir die Ausprdgung der Interaktion mit Clq entscheidend, so
fiihrt eine vollstindige Deglykosylierung von PTX3 zu einer signifikant stiarker ausgeprigten
Anbindung an Clq [95]. Nach neuen Erkenntnissen bindet PTX3 auch an das Regulator-
Protein C4b-binding Protein des Komplementsystems und beeinflusst auch hierdurch indirekt
dessen Funktionen und Wirkungen [101]. Neben der Anbindung und der hiermit verbundenen
Beeinflussung des klassischen Komplementweges iiber C1q kann PTX3 iiber die Bindung an
Faktor H, den wichtigsten 16slichen Regulator des alternativen Komplementsystems, auch das
alternative Komplementsystem beeinflussen [102, 103].

PTX3 bindet fiir sich allein, wie SAP und CRP auch, an einzelne Membrandominen von spiit-
apoptotischen Zellen, an Zelltriimer sowie an Histone. Die Erkennung und Anbindung an
apoptotische Zellen fiihrt zu einer Hemmung ihrer Phagozytose durch dendritische Zellen
(DCs), nicht aber zu einer Hemmung der Phagozytose durch Makrophagen [104]. Somit
scheint PTX3 zu verhindern, dass Antigen-prisentierende Zellen (APC) apoptotische Zellen
phagozytieren und hierdurch die Bildung autoreaktiver T-Zellen triggern konnten. Diese
Daten legen nahe, dass PTX3 eine wichtige Rolle bei der Entfernung korpereigener zu
Grunde gegangener Zellen spielt, und hierbei der Entstehung einer Autoimmunerkrankungen

durch Limitierung der Antigenprisentation von sterbenden Zellen, entgegen wirkt.
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Weiterhin bindet PTX3 nicht an die klassischen Liganden der kurzen Pentraxine, wie
Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylcholin (PC) und verschiedene Zyto- sowie
Chemokine [94].

PTX3 inhibiert den fibroblast-growth-factor-2 (FGF-2) durch Anbindung an dessen n-
terminale Domine [105]. Durch diese Inhibierung kann FGF-2 nicht an Zellen anbinden und
diese zur Proliferation und Differenzierung anregen. Zudem spielt FGF-2 eine Schliisselrolle
in der Induktion, Proliferation, Migration und dem Uberleben der vaskulidren glatten
Muskelzelle, bei der Neovaskualisierung, der Forderung der Angiogenese, der Wundheilung,
bei Entziindungen, bei Tumorwachstum und der Arteriosklerose [106]. Somit ist PTX3 ein
wichtiges Protein fiir die Gewebshyperplasie und die Narbenbildung durch die Beeinflussung
der FGF-2-Aktivitit und hat eine Schliisselrolle inne bei Erkrankungen wie der
Arteriosklerose. An die anderen Mitglieder der FGF-Familie bindet PTX3 nicht [107].
Weiterhin spielt PTX3 eine entscheidende Rolle in der Matrixorganisation. So bindet PTX3
an TNF-stimulated-gene-6 (TSG-6), einem Protein, welches {iber Interaktion mit
Hyaluronsdure an der Organisation der Cumulusmatrix beteiligt ist. Homozygote PTX3-
defiziente Méause sind unfruchtbar aufgrund einer gestorten Organisation der Cumulusmatrix.
Diese Tatsache veranschaulicht die bedeutende Rolle von PTX3 in der Organisation und
Stabilisierung der Hyaluronséure-reichen Cumulusmatrix [108].

PTX3 hat eine weitere wichtige Funktion bei der Regulation der Leukozytenrekrutierung in
entziindetes Gewebe durch die Anbindung an Selectin-P. Bei Selectin-P handelt es sich um
ein Zelladhasionsmolekiill (CAM), welches verstiarkt unter inflammatorischen Bedingungen
auf der Oberfliche von Endothelzellen exprimiert wird. Selectin-P bindet an das P-Selectin
Glykoprotein-1 (PSG-1), das sich auf der Oberfliche der Leukozyten befindet. Diese
Interaktion bewirkt ein vermehrtes Anbinden (firm adherence) und Einwalzen (rolling flux)
von Leukozyten sowie Thrombozyten am Endothel der Blutgefile. Dies ermoglicht den
Kontakt der Leukozyten mit inflammatorischen extrazelluldren Stimuli und fiihrt hierdurch zu
einer vermehrten Migration von Leukozyten aus dem Blutkreislauf in das entziindete Gewebe
[109-111]. PTX3 wiederum bindet an Selectin-P und verhindert durch diese Anbindung eine
Interaktion zwischen Selectin-P und PSG-1. Hierdurch limitiert PTX3 die
Leukozytenmigration in das entziindete Gewebe [112]. PTX3 stellt somit einen negativen
Riickkopplungsmechanismus dar, da PTX3 vermehrt unter entziindlichen Umstinden
sezerniert wird und gleichzeitig eine weitere Migration von Leukozyten an den Ort der

Entziindung hemmt.
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Tabelle 7: Die Funktionen von PTX3. Tabelle frei nach [52, 53].

Bereich Mechanismus Funktion
angeborenes Immunsystem Opsonierung Pathogenbekidmpfung
Neutralisierung

Entziindungen

Aktivierung des Komplements
Anbindung und Hemmung
von Selectin-P

Modulation des Komplements

Limitierung der
Leukozyteninfiltration

Beeinflussung der

tiber C1q und Faktor H Entziindungen
Autoimmunerkrankungen Opsonierung Korpereigen/-fremd
Verhinderung der Phagozytose =~ Unterscheidung
durch APC
Angiogenese Anbindung und Hemmung von  Arteriosklerose
FGF-2 Neovaskularisierung
Wundheilung
Proliferation glatter
Muskelzellen
weibliche Fruchtbarkeit Anbindung an TSG-6 Cumulusmatrix-
organisation

Pathologie Akut-Phase Protein Marker fiir Aktivitét des
angeborenen Immun-

systems

PTX3 als Akut-Phase Protein hat folglich zahlreiche verschiedene Funktionen in
unterschiedlichsten Prozessen des Korpers und hierbei hdufig zweischneidige Aufgaben inne
[89]. So hat PTX3 einerseits eine inflammatorische Wirkung nach Anbindung an
Keimbestandteile durch seine oppsonierende und komplementaktivierende Funktion und
verstirkt so indirekt die Rekrutierung von Leukozyten an den Ort der Entziindung. Anderseits
hat PTX3 eine antiinflammatorische Wirkung indem es die Leukozytenmigration an den Ort
der Entziindung iiber Bindung an Selectin-P limitiert [112]. Hierdurch verhindert PTX3 die
fiir die Selectin-P vermittelte Leukozytenmigration notwendige Interaktion mit dem an der
Leukozytenoberfliche gebundenen PSG-1. Ahnlich verhilt es sich mit der einerseits
fordernden anderseits hemmenden Wirkung auf die Phagozytose von apoptotischen Zellen.

Diese Wirkung ist abhingig von der Art und Weise der C1g-Prisentation, des Milieus und der
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Zytokine [65]. Somit kann PTX3 einerseits vor der Entstehung einer Autoimmunerkrankung
schiitzen oder andererseits diese gar triggern. Zudem konnte PTX3 ein neuer diagnostischer
und prognostischer Marker fiir die Aktivitédt des angeborenen Immunsystem und dem Ausmaf}
von Entziindung im klinischen Alltag darstellen, da er frither und schneller als CRP ansteigt

und besser mit dem Ausmal der Erkrankung korreliert.

Angeborenes Immunsystem

OmpA, Mannose

Matrix-
Organisation

Abbildung 8: Die Funktionen von PTX3. Abbildung nach [52].
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1.4 Ziel des Projekts und Hypothese

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob und wenn ja wie, PTX3 das Ausmal} und das
Krankheitsgeschehen beim systemischen Lupus erythematodes beeinflusst. Typisch fiir die
Pathogenese des SLE sind zum einen vermehrtes Vorliegen von abgestorbenen Zellen zum
anderen eine eingeschrinkte Entfernung dieser vermehrt angefallenen Zelltriimmer. Dies fiihrt
zu einer vermehrten Aktivierung Antigen-prisentierender Zellen, die wiederum das Vorliegen
autoreaktiver Lymphozyten und die Produktion von Autoantikdrpern begiinstigen; es kommt
jetzt zur Immunkomplexbildung, die einhergeht mit einer Vaskulitis und Perivaskulitis in
verschiedenen Organen. Durch diese Entziindung kommt es zu einer Schidigung der Organe
und abhéngig von der betroffenen Lokalisation zu der fiir den SLE typischen mannigfaltigen
Klinik. Bereits bekannt ist, dass ein Fehlen der beiden kurzen Pentraxine CRP und SAP iiber
eine verschlechterte Clearance apoptotischer Zellen zur Ausbildung eines SLE fiihren kann.
PTX3 hat als Akut-Phase Protein wie CRP und SAP zahlreiche Funktionen im Immunsystem
inne. Zum einen beeinflusst PTX3 die Phagozytose von apoptotischen Zellen, zum anderen
limitiert PTX3 iiber Anbindung an das Adhésionsmolekiil Selectin-P die Leukozyten-
Infiltration in das Gewebe. Somit hat PTX3 sowohl entziindliche als auch antientziindliche
Funktionen.

Die Beantwortung der Frage, welche Rolle PTX3 in der Pathogenese des SLE spielt, wiirde
wichtige Erkenntnisse fiir ein besseres Verstdndnis des Krankheitsgeschehens liefern. Des
Weiteren konnte man ein neues Risikogen fiir die Entstehung eines SLE identifizieren und
neue Behandlungsmoglichkeiten wiirden sich durch die Gabe von rekombiantem PTX3 oder
PTX3-Antikorper erdffnen. Um dieser Frage nachzugehen wurde ein Tiermodell verwendet.
Ausgewihlt wurden hierfiir B6lpr-Miuse, welche ein SLE &dhnliches Autoimmunsyndrom
entwickeln, und zudem wurden Ptx3-defiziente B6lpr-Méuse generiert. Zwischen diesen

beiden Genotypen wurden dann einen Phinotypvergleich durchgefiihrt.

Die Hypothese fiir diese Arbeit wurde wie folgt formuliert:

PTX3 spielt eine Rolle bei der Pathogenese des systemischen Lupus erythematodes;
- entweder fiihrt es zu einer Verschlimmerung des SLE durch proinflammatorische Effekte
- oder es fiithrt zu einer Besserung des SLE durch die verbesserte Clearance apoptotischer

Zellen und den hemmenden Effekt auf die Leukozytenmigration
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite
ELISA-Reader:

Tecan, GENios Plus Tecan, Crailsheim, D
ELISA-Washer:

Microplate-Washer ELx50 Biotek, Bad Friedrichshall, D
Durchflusszytometer:

FacsCalibur™ BD Bioscience, Heidelberg, D
Light Cycler

LightCycler 480 Roche, Mannheim, D
Mikroskope:

Leitz Wild MPS52 Leica Microsystems, Wetzlar, D
Leitz DMRBE Leica Microsystems, Wetzlar, D
Olympus BX 61 Olympus, Hamburg, D

CellP software Olympus, Hamburg, D
Pipetten:

Multikanalpipette Eppendorf AG, Hamburg, D
Pipetten Pipetman® Gilson, Middleton, WI, USA

Pipettierhilfe Pipetus®-classic  Hirschmann Laborgeriite, Eberstadt, D

Pipettenspitzen Typ Gilson® Peske, Aindling-Arnhofen, D

Pipettenspitzen epT.L.P.S Eppendorf AG, Hamburg, D
Serologische Pipetten 5, 10, 25 Falcon®fBD, Heidelberg, D
Spectrophotometer:

Beckman DU® 530 Beckman Coulter, Fullerton, USA
Waagen:

BP 110S Sartorius, Goéttingen, D

EC-211 Acculab Sartorius Group, Bohemia, USA
Mettler PJ 3000 Mettler Toledo, Gieflen, D

Mettler P 1200 N Mettler Toledo, Gieflen, D
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Zellkultur & -inkubator:
Heracell 150

Steril Card Hood CII, Typ A/B3

Typ B5060 EC-CO 2
UV-Licht

Zihlkammer Neubauer
Zentrifugen:

Centrifuge 5415 C
Centrifuge 5418

Megafuge 1.0 R

Universal 16

Sonstiges:

BioMax XAR Film Kodak
Entwickler Curix 60
Eppendorfgefdfe 1,5ml
Falcons 15ml, 50ml
Gel-Elektrophorese-Kammer
Homogenisator

MidiMACS
PCR-Gel-Kammer
pH-Meter WTW
Rotilabo®-Mikropistill
Schneidgerit Jung CM 3000
Semi-Dry Blotting System
Sicherheitswerkb. Microflow®
Sonicater

Stuart® Roller Mixer SRT6
TagMan ABI pris 7700
Thermocycler UNO-II
Thermomixer 5436

Vortex Genie 2™

Wasserbad HI 1210

Heraeus Sepatech, Osterode, D

Baker Company, Sanford, Maine, USA
Heraeus Sepatech, Osterode, D
Bachofer Laborgerite, Reutlingen, D
Roth, Karlsruhe, D

Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Heraeus Sepatech, Osterode, D
Hettich, Biach, CH

Sigma Aldrich, Deisenhofen, D
AGFA, Koln, D

TPP, Trasadingen, CH

TPP, Trasadingen, CH

PegLab Biotechnologie, Erlangen, D
Ultra Turrax T25 IKA GmbH, Staufen, D
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
PegLab Biotechnologie, Erlangen, D
WTW GmbH, Welheim, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Leica, Solms, D

BioRad, Miinchen, D

Nunc GmbH, Wiesbaden, D

Branson, Danbury, CT, USA

Bibby Scientific, Stone, UK
Biosystems, Weiterstadt, D

Biometra, Gottingen, D

Eppendorf, Hamburg, D

Scientific Industries, Bohemia, USA

Leica Microsystems, Solms, D
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2.1.2 Chemikalien

Ammoniumchlorid (NH4Cl) Merck, Darmstadt, D

BSA Roche Diagnostics, Mannheim, D
DMSO Merck, Darmstadt, D
EDTA Biochrom KG, Berlin, D
Ethanol Merck, Darmstadt, D
Glycin Roth, Karlsruhe, D
Glycerol Roth, Karlsruhe, D
H,S0O, Roth, Karlsruhe, D

HCI Merck, Darmstadt, D
NaCl Merck, Darmstadt, D
B-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe, D
Methanol Merck, Darmstadt, D
Tris Roth, Karlsruhe, D
Tween-20 Sigma, Deisenhofen, D

2.1.3 Zellkultur

DMEM-Medium Invitrogen, Karlsruhe, D
Dulbecco’s PBS (1x) PAN Biotech KG, Aidenbach, D
Fotales Kilberserum (FCS) Biochrom KG, Berlin, D
Opti-MEM-Medium GIBCO/Invitrogen, Paisley, UK
Penicillin / Streptomycin PAA Laboratories, Pasching, A
RPMI 1640-Medium Invitrogen, Karlsruhe, D

Trypan Blau Sigma, Deisenhofen, D

Trypsin / EDTA PAN Biotech KG, Berlin, D

6 well-Platte Costar Corning, Schiphol-Rijk, NL
24 well-Platte Nunc, Wiesbaden, D
Zellkulturschalen TPP, Trasadingen, Schweiz
Zellschaber 24 cm TPP, Trasadingen, Schweiz

Zellsieb, Cell strainer 70um BD Falcon, Bedford, USA
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Zellsortierung:

CD4 MicroBeads

CD8 MicroBeads

CD11b MicroBeads

CD11c MicroBeads

CD19 MicroBeads

MACS Separation Column
MACS magnetic cell sorting

Pre-Separation Filter

Zytokine und Stimulanzien:

Camptothecin
CpG
Imiquimod
Lipofectamin
LPS
Pam3Cys
pHrodo™
Poly I.C

rm FIt3

rm GM-CSF
rm M-CSF
rm TNFa

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, D

Calbiochem, San Diego, USA
Invivogen, Toulouse, Frankreich
Invivogen, Toulouse, Frankreich
Invitrogen, Eugene, USA
Invivogen, Toulouse, Frankreich
Invivogen, Toulouse, Frankreich
Invitrogen, Eugene, USA
Invivogen, Toulouse, Frankreich
ImmunoTools, Friesoythe, D
ImmunoTools, Friesoythe, D
ImmunoTools, Friesoythe, D

ImmunoTools, Friesoythe, D

2.1.4 Tierzucht und Tierhaltung

Miuse:
C57Bl/6lpr/lpr
C57Bl/6 Ptx3 -/-

CharlesRiver Laboratories, Calco, Italien

C. Garlanda/A. Mantovani, Istituto Clinico Humanitas,

IRCSS, Rozzano, I
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Genotypisierung:
Agarosepulver

DNA Ladder Low range
Ethidiumbromid
Loading Dye (6x)
Primer

Proteinkinase K

QIAmp DNA Mini Kit
1x TBE-Puffer

Organentnahme:
Einbettkassetten
Formaldehydlésung 18 %
RNA-later

sonstiges Zubehor:
Isofluran Forene®

Mikropipetten 20ul

2.1.5 Histologie

ABC-Substrat-Losung
Ammoniumpersulfat

Methylgriin

Mounting Med. VectaMount

PAS
biotinilierter Sekundiar-AK
Xylol

Invitrogen, Karlsruhe, D

Fermentas, St. Leon-Rot, D

Roth, Karlsruhe, D

Fermentas, St. Leon-Rot, D

Metabion, Martinsried, D

Merck, Darmstadt, D

Qiagen, Hilden, D

108¢g Tris; 55g Borsaure; 5,84g EDTA, 101 H,O

Simport, Beloeil, Kanada
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Qiagen GmbH, Hilden, D

Abbott, Wiesbaden, D
Blaubrand, Wertheim, D

Vector, Burlingame, USA
BioRad, Miinchen, D
Sigma, Deisenhofen, D
Vector, Burlingame, USA
Bio-Optica, Mailand, I
Vector, Burlingame, USA
Merck, Darmstadt, D

verwendete Antikorper fiir Inmunhistologie:

Anti-m-CD3e 1:50
Anti-mouse IgM-mu-chain

C9 Komplement

BD Pharmingen, San Diego, USA
Vector, Burlingame, USA
M. Daha, Univ. Leiden, NL

38



Material und Methoden

Selectin-P
Mac?2 1:5000

Rat anti-mouse neutrophils

2.1.6 Phagozytose Assay

Bepanthen® Augensalbe
BBL-Thioglykolat-Medium
HBSS

Isofluran Forene®

Nadeln Microlance 26 Gx Y2
Novalgin®

Spritzen BD Plastipak 1,2,5ml

2.1.7 Molekularbiologie

2.1.7.1 RNA-Isolation

PureLink RNA Mni kit
RNase-Free DNase Set
RNase-free-Spray

2.1.7.2 cDNA-Synthese:

linear Acrylamid
0,IM DTT

5x First strand Buffer
Hexanucleotide
25mM dNTPs
RNAsin

Superscript II

mAB Rb40.34 (D. Vestweber)
Cederlane Laboratories, Hornby, Canada

Serotec, Oxford, UK

Bayer AG, Leverkusen, D

BD, Franklin Lakes, USA
PAN-Biotech GmbH, Aldenbach, D
Abbott, Wiesbaden, D

BD, Heidelberg, D

Aventis Pharma, Frankfurt, D

BD, Heidelberg, D

Invitrogen, Karlsruhe, D
Qiagen, Hilden D
Gene Choice, Frederick, USA

Ambion, Darmstadt, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Roche, Mannheim, D

GE Healthcare, Miinchen, D
Promega, Mannheim, D

Invitrogen, Karlsruhe, D
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2.1.7.3 Real-time PCR

25mM MgCl12
1,25mM dNTPs
10xPE-Puffer

SYBR Green Dye detection

Taq DNA- Polymerase

Fermentas, St. Leon-Rot, D
Metabion, Martinsried, D

Finnzymes, Espoo, Finnland

Applied Biosystems, Norwalk, USA
New England BioLabs, Ipswich, USA

Primer: Metabion, Martinsried, D
Gen rechte Primersequenz linke Primersequenz
PTX3 CCTGCTTTGTGCTCTC TGGT TCTCCAGCATGATGAACAGC

E-Selectin TCTATTTCCCACGATGCATTT CTGCCAAAGCCTTCAATCAT
L-Selectin TTCATGGCTTTCCTTTCACA CTGGCATTTCTCATTTGGCT
P-Selectin GGACACTTGATGGCTTCACA  CAGTTCATGTGCGATGAAGG
PECAM-1 TCCTTCCTGCTTCTTGCTAGCT  GAGCCCAATCACGTTTCAGTTT
IP-10 GGCTGGTCACCTTTCAGAAG  ATGGATGGACAGCAGAGAGC
Cxcr3 TCTCGTTTTCCCCATAATCG AGCCAAGCCATGTACCTTGA

2.1.8 Immunologie

2.1.8.1 FACS Antikorper und Zubehor

AnnexinV- FITC Apoptosis K.

Anti-mouse B220-APC
Anti-mouse CD3-FITC
Anti-mouse CD4-APC
Anti-mouse CD8-PerCp
Anti-mouse CD11b-PE
Anti-mouse CD11c-PE
Anti-mouse CD21-FITC
Anti-mouse CD23-PE
Anti-mouse CD25-PerCp
Anti-mouse CD40-FITC
Anti-mouse CD138-APC
Anti-mouse CD206-FITC

BD Biosciences, San Diego, USA
BD Pharmingen, Heidelberg, D
BD Pharmingen, Heidelberg, D
BD Pharmingen, Heidelberg, D
BD Pharmingen, Heidelberg, D
BD Pharmingen, Heidelberg, D
BD Pharmingen, Heidelberg, D
BD Pharmingen, Heidelberg, D
BD Pharmingen, Heidelberg, D
BD Pharmingen, Heidelberg, D
BD Pharmingen, Heidelberg, D
BD Pharmingen, Heidelberg, D
AbD Serotec, Dusseldorf, D
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Anti-mouse F4/80
Anti-mouse FoxP3 PE
Anti-mouse 7/4-PE
Anti-mouse Ly6G-FITC
Anti-mouse MHCII-FITC
Anti-mouse IgD-FITC
Anti-mouse IgM-PE
Anti-mouse « light chain-PE
Counting beads

2.1.8.2 ELISA
dsDNA

Histone
HRP-goat-anti-mouse IgG
IgGgesamt, 18G1, 12G24c, I2G3
Mouse IL-12 OptEiA
Mouse PTX3/TSG-14
Mouse TNF-a

Nucleosome

NUNC maxisorp ELISA plates

Poly-L-lysine

Rabbit IgG

RF IgG

Smith antigen
Sn-RNP-complex

TMB Substrate Reagent Set
Puffer:

0,1M Natrium-Carbonat
Natrium-Citrat pH 7,0
0,2M Natrium-Phosphat
0,05M Bikarbonat pH 9,6
PBS pH 7,0

Tris-NaCl pH 8,0

BD Pharmingen, Heidelberg, D

eBiosciences, Frankfurt, D

AbD Serotec, Diisseldorf, D

BD Pharmingen, Heidelberg, D
BD Pharmingen, Heidelberg, D
BD Pharmingen, Heidelberg, D
BD Pharmingen, Heidelberg, D
BD Pharmingen, Heidelberg, D

Invitrogen, Eugene, USA

Metabion, Martinsried, D
USB, Cleveland, USA
Rockland, Gilbertsville, USA

BethyLabs, Montgomery, USA
BD Biosciences, Heidelberg, D
RD Systems, Minneapolis, USA

BioLegend, San Diego, USA

BethyLabs, Montgomery, USA
ThermoFisher, Waltham, USA
RD Systems, Minneapolis, USA

Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA

Jackson Immunoresearch, West Grove, USA

Immunovision, Springdale, USA
Immunovision, Springdale, USA

BD Biosciences, San Diego, USA

7,1g NaHCOs3; 1,6g Na,COs, 11 H,O

8,8 Na(l; 4,4¢g Natriumcitrat, 11 H,O

11,8gNa,HPOy; 16,1g NaH,PO,, 11 H,O

2,1g NaHCOs; 2,7g NayCO3, 500ml H,O

80g NaCl; 11,6g Na,HPOy4; 2g KH,POy; 2g KCl, 101 H,O

6,1g Tris; 8,2g NaCl; 11 H,O
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2.1.8.3 Immunfloureszenzdiagnostik

Critidiae luciliae slide
Kallestad™ Hep-2 Cell line
FITC-conj. anti-mIgG DA
DAPI staining

2.1.8.4 Western Blot

Acrylamide

B3-Actin
Ammoniumpersulfat
Bromphenolblau

ECL WB Detection Reagents
Immobilon-PVDF Membran
Protein-Marker II

SDS

TEMED

Western Blocking Reagent
Whatman papers®

verwendete Antikorper:
anti-mouse PTX3
anti-P-Selectin mAB RB40
anti-rat IgG AB

BioRAD, Redmond, USA
BioRAD, Redmond, USA
Invitrogen, Oregon, USA
Vector, Burlingame, USA

Roth, Karlsruhe, D

Cell Signaling Technology, Frankfurt a. M., D
BioRad, Miinchen, D

Merck, Darmstadt, D

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, D
Millipore, Eschborn, D

Peqlab, Erlangen, D

BioRad, Miinchen, D

BioRad, Miinchen, D

Roche Diagnostics, Mannheim, D

Milipore, Schwalbach, D

Alpha Diagnostic International, San Antonio, USA
BD Biosciences, Heidelberg, D
Cell Signaling Technology, Frankfurt a. M., D
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Puffer:
loading buffer:

Sammelgel:

stacking buffer:

Trenngel:

separating buffer:

TBS

transfer buffer :

30mM Tris-HCI, 5% Glycerol, 1% SDS, 0,0025% Bromphenolblau
30ul/ml B-Mercaptoethanol

1,3ml 30% Acrylamidmix; 6,1 ddH,0O; 2,5ml; 2,5ml stacking buffer,
50ul APS, 10ul TEMED

6,05mg 0,5mM Tris-HCL; 50ml ddH,O; HCl bis pH 6,8, dann ddH,0
bis 100ml; 400mg SDS,

4ml 30% Acrylamidmix; 3,5 ddH,O; 2,5ml; 2,5ml separating buffer,
3ul APS, 6,66ul TEMED

18,2mg 1,5mM Tris-HCL; 50ml ddH,O; HCI bis pH 8,8; dann ddH,0O
bis 100ml;400mg SDS,

24,22¢ 200mM Tris; 80g 1,37M NaCl; 11 H,O, HCl bis pH 7,6:
17,46g Tris; 8,79g Glycin; 11,25ml SDS 10%; 600ml Methanol;

31 H,O
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die Kultivierung der Zellen fand in einem Brutschrank bei einer Temperatur von 37°C und
einem CO,-Gehalt der Luft von 5% statt. Die Stimulationsexperimente und Passagen der
Zellen und Zellkulturen wurden ausschlieBlich unter moglichst sterilen Bedingungen durch
Verwendung einer Werkbank durchgefiihrt. Die Werkbank verfiigt iiber einen Filter und einen
steten laminaren Luftstrom, welche fiir eine keimfreie Umgebung sorgen und wurde
zusitzlich taglich fiir 30 Minuten mit einem UV-Licht bestrahlt. Simtliche Oberfldchen und
Gebrauchsgegenstinde, wie Pipetten, Medien und Pipettenspitzen wurden vor
Ingebrauchnahme mit Desinfektionsmittel gereinigt beziehungsweise bei 120°C fiir 20min
autoklaviert. Um die Zellzahl feststellen zu konnen wurde eine Neubauer Zidhlkammer
verwendet. Hierfiir wurde eine Zellsuspension in einer 1:10 Verdiinnung auf die Zéhlkammer
gegeben und 4 GroBquadrate ausgezidhlt. Um eventuell auftretende tote Zellen zu detektieren,
wurden die Zellen vor der Zihlung zusitzlich noch mit Trypanblau geféarbt. Hierbei handelt es
sich um einen anionischen Farbstoff der selektiv in das Zytoplasma toter Zellen aufgrund
deren durchlissigen Zellmembran eindringt und diese dadurch blau anfédrbt. Die Zellzahl

wurde mit Hilfe folgender Formel bestimmt:

gezihlte Zellen
Zellzahl — * Verdiinnungsfaktor * 10* = Zellzahl/ml
Anzahl der gezihlten GroBquadrate

2.2.1.1 EL-4 Zelllinie und Induktion der Apoptose

EL4 Zellen benotigten DMEM-Medium mit 2,5% fotalem Kélberserum (FCS) sowie 1%
eines Penicillin-Streptomycin-Gemisches (P/S) um Infektionen durch Bakterien vorzubeugen.
Da es sich bei dieser Zelllinie um T-Lymphozyten handelt, sind diese Zellen nicht adhirent
und schwimmen daher frei im Medium. Somit erfolgte das Teilen der Zellen durch die
Entnahme von 1ml der Zellsupsension und der Zugabe von neuem Medium.

Um die EL4 T-Lymphozyten in Apoptose zu treiben, wurden verschiedene Konzentrationen

des zelltoxischen Alkaloids Camptothecin verwendet (30, 60 und 90uM). Camptothecin ist
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ein potenter Inhibitor der Topoisomerase I und wird als Extrakt aus den Samen, der Rinde und
dem Holz von Camptotheca acuminata gewonnen. Durch die Hemmung der Toposiomerase |
kommt es zu einer gestorten DNA-Synthese und dadurch zu einer vermehrten
Apoptoseinduktion. 1x10%ml EL4-Zellen wurden iiber einen Zeitraum von 4 Stunden mit
Camptothecin bei 37°C und einem pCO; von 5% inkubiert und anschlieend mittels FACS
nach einer Fiarbung mit dem FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit 1 auf den Anteil der
Apoptose-Induktion hin untersucht (2.2.6.1.2).

2.2.1.2 Gewinnung von primiren Zellen

Primire Zellen wurden stets aus erwachsenen Méausen, welche durch zervikale Dislokation
getotet wurden, gewonnen. Die Organentnahme erfolgte unter sterilen Bedingungen und die
entnommen Organe wurden unverziiglich auf Eis gelegt.

Fiir die Gewinnung von Zellen aus der Milz wurden diese mit Hilfe eines Spritzenkolbens und
PBS durch einen 70um Zell-Sieb gedriickt und in ein 50ml Réhrchen gespiilt. Dieser wurde
nun fiir Smin bei 1.200rpm bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Dann erfolgte
die Zugabe von 5ml 0,3 molarem NH4CI fiir 10min um die Erythrozyten zu verdauen. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen mit PBS gewaschen und erneut durch einen
30um Filter gegossen, um eventuell auftretende Koagel zu entfernen. Nach Bestimmung der
Zellzahl mittels Neubauer Zihlkammer wurden die Splenozyten, je nach weiterem
Verwendungszweck und benotigter Konzentration, auf 6-well-Platten gegeben und mit RPMI
Medium mit 1% PS und 5% Hitze inaktiviertem FCS kultiviert.

Um die Zellen nach ihrer Gewinnung aus dem Organ nidher charakterisieren zu konnen,
wurden diese aufgrund ihrer unterschiedlichen Cluster of Differentiation (CD) in
verschiedene Subpopulationen aufgetrennt. Dies geschah mit Hilfe von magnetischer
Zellsortierung, so genanntem MACS (Magnetic Activated Cell Sorting). Die Gewinnung der
Zellen aus den unterschiedlichen Organen erfolgte im Wesentlichen wie oben beschrieben.
Allerdings wurden je 107 Zellen im letzten Arbeitsschritt mit 90ul sterilem Puffer, welcher
aus PBS mit 0,5% bovinem Serum-Albumin (BSA) und 2mM EDTA bestand, resuspendiert.
Hinzu kamen 10ul MicroBeads, welche jeweils fiir die gewiinschte CD-Zellpopulation
spezifisch waren. Bei diesen MicroBeads handelt es sich um etwa 50nm grof3e
Magnetpartikel, an die Antikérper gebunden sind. Diese Antikorper binden spezifisch an die

Oberflachen der Zellen und markieren so die verschiedenen Cluster of Differentiation
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Zellpopulationen. Die so markierten Zellen wurden nach einer 20-miniitigen Inkubationszeit
bei 4°C gemeinsam mit den unmarkierten Zellen auf eine, sich in einem Magnetfeld
befindliche, bereits mit Puffer befeuchtete Sdule gegeben. Die nicht markierten Zellen liefen
aufgrund fehlender Anbindung an die MicroBeads durch die Saule hindurch, die markierten
Zellen blieben jedoch aufgrund des Magnetfeldes in der Sdule hingen. Um auch die letzten
unmarkierten Zellen aus der Sdule zu gewinnen, wurde anschlieBend dreimal mit Puffer
gewaschen. Nun wurde die Sédule aus dem magnetischen Feld entnommen und unter Druck
die Sdule dreimal mit Puffer gespiilt. Das Ergebnis dieses Procederes war eine aufgereinigte
Zellpopulation. Mit dieser Methode wurden unter anderem CD11b, CD11c¢, CD4/8 und CD19

positive und negative Zellen isoliert.

2.2.1.3 Stimulation der Splenozyten

Die isolierten Splenozyten (wie unter 2.2.1.2 beschrieben) wurden mit verschiedenen Stimuli
fiir 6 Stunden behandelt. Verwendet wurden hierzu 2pg/ml des Lipoproteins Pam3Cys (P3C),
25ug/ml pl:C-RNA, 2ug/ml Lipopolysaccharid (LPS), 2ug/ml Imiquimod (Imi), oder 1uM
CpG-DNA. Sowohl CpG-DNA als auch pl:C-RNA wurden mit Lipofectamin vorbehandelt,
um eine Stimulation der Zellen zu ermoglichen. Lipofectamin ermdoglicht das Eindringen von
hydrophilen Substanzen durch die lipophile Zellmembran. Hierfiir wurde Lipofectamin 1:1
mit pl:C-RNA und CpG-DNA gemischt und nach einer kurzen Inkubation zu den Zellen
gegeben. Darauthin wurden die Zellen fiir eine spitere RNA-Isolation, wie unter 2.2.5.1

geschildert, gewonnen.
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2.2.2 Tierexperimente

2.2.2.1 Tierzucht und Tierhaltung

Verwendet wurden C57Bl/6lpr/lpr (B6lpr) Miuse, die aufgrund des autosomal rezessiv
vererbten  lymphoproliferativ-  (Ipr-) Gens, ein mildes, genetisch bedingtes
Autoimmunsyndrom entwickeln. Dieses Autoimmunsyndrom ist begriindet durch eine
Mutation in dem Fas/CD95/Apo-1 Rezeptor, der auf himatopoetischen Zellen exprimiert wird
und eine wichtige Rolle bei der Induktion der Apoptose spielt [113]. In Folge dieser Mutation
und der dadurch gestorten apoptotischen Mechanismen vor allem unreifer und potentiell
autoreaktiver T-Lymphozyten bilden homozygote knockout-Tiere AutoantikOrper gegen
einzelstringige DNA, Chromatin und Immunoglobulin G. Zudem weisen diese Maiuse
autoreaktive CD4/8 doppelnegative T-Zellen und eine Lymphadenopathie auf [114, 115]. Der
Verlauf der Erkrankung @hnelt dem Verlauf des systemischen Lupus erythematodes, und dient
daher als gingiges Mausmodell zur Untersuchung des murinen SLE. Die mit der SLE
vergleichbaren Haut- und Nierensymptomatik entwickelt sich ab einem Alter von circa 16
Wochen. Maximal 5 Méause wurden gemeinsam unter sterilen Bedingungen in Kéfigen vom
Typ Makrolone IIR gehalten. Sie hatten unbeschrinkten Zugang zu Wasser und Futter und
waren einem 12-stiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus unterworfen. Kifige, Futter sowie Streu
und Wasser wurden vor Gebrauch durch Autoklavieren sterilisiert.

In C57Bl/6lpr/lpr-Méuse wurden Ptx3 knockout-Tiere eingekreuzt, welche wie zuvor
beschrieben [116] hergestellt wurden. Da die homozygoten Ptx3 knockout-Weibchen
unfruchtbar sind, wurden heterozygote Weibchen mit homozygoten Minnchen verpaart, um
homozygote C57BIl/6lpr/lpr Ptx3 -/- (B6lpr Ptx3-/-) Miuse zu generieren. Der Genotyp jeder

einzelnen Maus wurde mittels Genotypisierung bestitigt (siche auch 2.2.2.2).
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2.2.2.2 Genotypisierung

Der Genotyp der geziichteten Miuse wurde mittels Genotypisierung iiberpriift. Hierzu wurde
zunidchst DNA aus den Schwinzen der Miusen gewonnen und nach einer Amplifikation
durch eine Polymerase-Kettenreaktion in einer Gelelektrophorese aufgetrennt. Fiir die
Isolierung der DNA wurde den Méusen ein 2-5mm langes Stiick der Schwanzspitze entfernt
und in 200ul PBND-Puffer mit 1ul Proteinkinase K (Konzentration: 20 mg/ml) eingelegt.
Diese Mischung wurde dann fiir mindestens 3 Stunden bei 56°C in einem Thermoblock unter
standigem Schiitteln verdaut. AnschlieBend wurden die Proben fiir 5 Minuten bei 14.000rpm
zentrifugiert. In dem fliissigen Uberstand befand sich nun genomische DNA.

Um die DNA-Abschnitte, die die zu untersuchenden Gene enthilt, gezielt zu amplifizieren
wurde eine Polymerase Chain Reaction (PCR) durchgefiihrt. Nur durch eine solche
Vervielfiltigung ist es moglich, den Genotyp nach Auftrennung per Gelelektrophorese zu
bestimmen. Aus dem bei der Isolierung der genomischen DNA gewonnen Uberstand wurde
Iul entnommen und zu 24ul eines PCR-Mixes gegeben. Dieser enthielt folgende
Bestandteile: 2,5ul 10x PE Buffer, 2,5ul 25 mM dNTPs, 14,5ul Aqua ad injectabile,
Iul Primer 1, 1ul Primer 2, 1ul Primer 3 und 0,5ul Tag-Polymerase in einer Konzentration
von 5.000 U/ml. Der Vorgang der Polymerase-Kettenreaktion besteht im Wesentlichen aus
drei Schritten: der Denaturierung, dem Annealing und der Elongation (siehe hierzu auch

2.2.5.3).

2.2.2.3 Agarosegel-Elektrophorese

Nach Amplifikation der DNA wurden die Proben mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Fiir
die Herstellung des 2% Gels wurden 2g Agarose in 100ml 1x TBE-Puffer gelost und in einer
Mikrowelle bis zum Sieden erhitzt. AnschlieBend wurde 8ul Ethidiumbromid zugegeben und
das Gemisch in einen Gelbehilter samt Tascheneinsatz eingegossen. Nach Aushirten des Gels
wurde es in TBE-Puffer eingebettet, der Tascheneinsatz entnommen und je 4ul 6x
Glycerinladepuffer plus 4ul der Probe in die Taschen pippetiert. Des Weiteren wurde
Wildtyp-DNA als Negativkontrolle und DNA von bekannt hetero- und homozygoten Miusen
als Positivkontrolle verwendet. Zusitzlich wurde Wasser in eine der Taschen gegeben um

eine mogliche Kontamination des Puffers oder des Gels zu detektieren. Nach dem Einfiillen
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der Proben in die Taschen wurde 200V Strom bei 400A fiir 35 Minuten auf das Gel angelegt.
Durch das Anlegen der Spannung trennten sich die DNA-Fragmente nach Gréfe und Ladung
entsprechend auf. Diese Auftrennung wurde anschlieBend dank des Ethidiumbromids mit
Hilfe von UV-Licht sichtbar gemacht. Der Genotyp der verschiedenen Proben wurde anhand
ihres Vergleichs mit den Banden des bekannten Wildtyps, Heterozygoten und Homozygoten

bestimmt.

Ptx3 PCR

400kB

100kB ™= | S e—

e+ H- +H+

Abbildung 9: Genotypisierung der Mause

A: Anhand des links mitlaufenden Standards kann die Linge des DNA-Fragments charakterisiert werden. Eine
solitdre Bande bei 100kB zeigte einen Wildtyp bei 400kB ein P#x3-/- Knockout an. Das Vorliegen beider Banden
spricht fiir einen heterozygoten Genotyp.

B: Die 521kB Bande zeigt den Ipr Genotyp an. Der Wildtyp wird durch die Bande bei 318kB angezeigt.

2.2.2.4 Urin- und Blutentnahme

Monatlich erfolgte sowohl bei den B6lpr Ptx3-/- als auch bei den B6lpr Kontrollméusen eine
Gewichtsmessung, sowie eine Urin- und Blutentnahme. Der Urin wurde nach
Blasenstimulation durch Bauchmassage gewonnen. Fiir die Blutentnahme erhielten die Méuse
eine Kurznarkose in einer Anisthesie-Kammer. In dieser Kammer wurde ein Sauerstoff-
Isofluran-Gemisch konstant aufrechterhalten um die Maiuse zu narkotisieren. Die
Blutentnahme erfolgte aus dem sich im vorderen Augenwinkel befindlichen Venenplexus
mittels Glaskapillare. Das Vollblut wurde in einem Eppendorf-Gefif3 aufgefangen und mit Sul

0,5 molarem EDTA antikoaguliert. Nun folgte eine Zentrifugation fiir 5 Minuten bei
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10.000rpm. Das nun iiberstehende Plasma wurde abpippetiert und fiir weiterfithrende

Experimente bei -20°C eingefroren.

2.2.2.5 Organentnahme

Die Miuse wurden im Alter von 1, 3 oder 6 Monaten durch zervikale Dislokation getdtet und
die Organe mittels einer medianen Laparotomie gewonnen. Hierbei wurde das Gewicht, die
Grofle und das Aussehen der Milz und der Lymphknoten festgehalten, um das Ausmal} der
Lymphoproliferation makroskopisch beurteilen zu konnen. Entnommen wurden zudem beide
Nieren, die Milz, die Lunge, die Leber sowie Dick- und Diinndarm. Die Organe wurden nun
gedrittelt. Ein Drittel dieser Organe wurde fiir eine spidtere RNA-Isolation in RNAlater-
Losung eingelegt und bei -20°C aufbewahrt. Das zweite Drittel wurde in Einbettkassetten in
1,8% Formalin fiir 24h konserviert um Schnitte aus diesen Organen fiir morphologische und
histologische =~ Untersuchungen  anzufertigen.  Der  dritte = Teil = wurde  bei

-80°C aufbewahrt um eventuelle spitere Untersuchungen durchfithren zu konnen.
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2.2.3 Histologie

2.2.3.1 Farbung

Zur Vorbereitung der Paraffinschnitte wurden die Lungen, Nieren und Milzen der Miuse nach
einer 24-stiindigen Fixierung in 1,8% Formalin in Paraffin eingebettet. Mittels eines
Schneidegerites wurden aus diesen Paraffinblocken 2um diinne Schnitte angefertigt und diese
dann auf mit Ammoniumpersulfat vorbehandelten Objekttrigern aufgetragen und fiir 12
Stunden bei 37°C in einer Trockenkammer getrocknet. Fiir jede Firbung wurden die
jeweiligen Schnitte zuerst in Xylol und dann mittels einer absteigenden Alkoholreihe
entparaffiniert und anschlieBend mit wissriger Losung gespiilt. Zur Beurteilung der
Histologie wurde die Periodic Acid Schiff (PAS)-Farbung verwendet. Weiterhin wurden
Spezialfarbungen fiir verschiedene Zellen und Zellsubpopulationen durchgefiihrt, um diese
quantifizieren zu konnen.

Die Durchfithrung der PAS-Firbung erfolgte nach den Herstellerangaben. Zunichst wurden
die Schnitte 10min durch eine PAS-Losung angefirbt und anschlieBend mit destilliertem
Wasser abgewaschen. AnschlieBend wurden die Schnitte 20min mit Schiff-Reagenz inkubiert.
Nach Ablauf der 20min wurden die Schnitte erneut abgewaschen und mit Kaliummetabisulfit-
Losung fiir 2min behandelt. Diese Losung wurde nicht abgewaschen, sondern lediglich
abgetropft und fiir 2min in Fixierlosung gegeben. Nach einer 3-miniitigen Behandlung mit
Mayer’s Hemalum-Reagenz wurden sie erneut gewaschen. Abschliefend wurde den nun
angefdrbten Schnitten mit Hilfe von Ethanol das Wasser entzogen und diese mit Xylol
aufgehellt.

Fiir die Durchfithrung der Immunhistologie mussten die Schnitte noch weiter vorbereitet
werden. Hierfiir wurden sie nach erfolgter Entparaffinierung noch mit einer H202-Methanol-
Mischung fiir 20min inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS erfolgte noch das
20-miniitige Einlegen in eine Demaskierungslosung sowie das Abkochen der Schnitte gefolgt
von jeweils einer 15-miniitigen Inkubation mit Avidin und Biotin. Die Schnitte wurden nun je
nach Antikorper fiir eine dafiir vorgesehene Zeitdauer und Konzentration mit diesem priméren
Antikorper inkubiert. AnschlieBend wurde der passende sekundidre Antikorper fiir 30min
zugegeben und die Schnitte fiir weitere 30min in ABC-Losung eingelegt. Nach Anfarbung der
Schnitte mit Methylgriin und einem abschlieBenden Waschen der Schnitte in

hochprozentigem Alkohol wurden sie fixiert.
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2.2.3.2 Auswertung der Schnitte

Das Ausmal} des Nierenschadens in den Méusen wurde mit Hilfe des Aktivitits- und
Chronizitidtsscores fiir humane Lupusnephritis bewertet [117]. Hierfir wurden die
angefertigten PAS-Schnitte unter dem Mikroskop bei einer Vergroferung zwischen 100x und
400x auf glomerulére, interstitielle und tubulidre pathologische Verdnderungen hin untersucht.
In den Aktivititsindex flossen sechs Kriterien ein: glomeruldre Proliferation,
Leukozyteninfiltrate, glomeruldre  Nekrosen, zellulire Halbmondbildung, hyaline
Ablagerungen und interstitielle Inflammation. Jedes dieser Kriterien wurde nach
Vorhandensein mit 0 (kein Vorliegen) bis 3 (extensives Vorliegen) Punkten bewertet. Da
sowohl die Nekrose als auch die Halbmondbildung zweifach in die Wertung eingingen, ergab
sich fiir den Aktivititsindex eine maximale Punktzahl, im Sinne einer maximalen
histologischen Ausprigung der Lupusnephritis, von 24 Punkten. Fiir den Chronizititsindex
gab es folgende 4 Kriterien: glomeruldre Sklerose, fibrose Halbmonde, tubulidre Atrophie und
interstitielle Fibrose. Wie beim Aktivititsscore, wurde auch hier jedes Kriterium mit O - 3
Punkten bewertet, was einen maximalen score von 12 bedeutet.

Die histologische Auswertung der autoimmunen Lungenschidigung erfolgte ebenfalls mit
Hilfe der angefertigten PAS-Schnitte unter dem Mikroskop bei einer Vergro3erung zwischen
100- und 400-fach. Fiir die semiquantitative Auswertung wurden die einzelnen Schnitte je
nach Ausmal} der peribronchialen, perivaskuldren und interstitiellen Leukozyteninfiltrate mit
Werten von 0 - 4 bewertet, wobei ein Wert von 0 einer physiologischen nicht pathologisch
verdnderten Lunge und ein score von 4 massiven Infiltraten entsprach [118].

Die immunhistologischen Schnitte wurden unter dem Mikroskop bei 100-facher
Vergrolerung quantitativ ausgezéhlt. Hierfiir wurden jeweils 10 repréasentative Gesichtsfelder

pro Schnitt ausgezédhlt und gemittelt.
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2.2.4 Phagozytose Assay

Die Durchfiihrung des in vivo Phagozytose Assay erfolgte nach folgendem Zeitplan:

Oh: intraperitoneale Injektion von Thioglykolat

68h: Apoptose-Induktion der EL4-Zellen

73h: intraperitoneale Injektion der gefirbten EL4-Zellen
73h40min: Durchfiihrung der Peritoneallavage

Fiir die Herstellung der Thioglykolatlosung wurden 4g des Thioglykolat-Pulvers in 100ml
milipore H,O {iiber Nacht mit Hilfe eines rotierenden Magnetes gelost. Die hergestellte
Losung wurde anschlieBend autoklaviert und in Aliquots aufgeteilt. Vor Anwendung wurde
das Thioglykolat mindestens 5 Tage stehen gelassen, da die Intensitit der Wirkung auch von
der Dauer der Lagerung abhingig ist. Den Madiusen wurden 500ul angewidrmte 4%
Thioglykolat-Losung intraperitoneal (i.p.) injiziert.

Fir die Apoptose-Induktion der EL4 Zellen wurde 68 Stunden nach Injektion des
Thioglykolates in die Miuse 1x10%ml EL4-Zellen mit 90uM Camptothecin in Apoptose
getrieben. AnschlieBend wurden die Zellen 4h bei 37°C und einem pCO; von 5% inkubiert
(sieche auch 2.2.1.1). Nach Ablauf der Inkubationsdauer (72h nach Injektion des
Thioglykolates) wurden die Zellen zweimalig mit PBS gewaschen und circa 1x10%ml Zellen
mit pHrodo™ in einer Konzentration von 125ng/ul angefirbt. PHrodo™ ist ein Farbstoff, der
unter neutralen pH-Bedingungen nicht, in saurem Milieu jedoch rotlich fluoresziert. Die
Zellen wurden anschliefend jeweils fiir eine halbe Stunde im Dunkeln mit dem Farbstoff
inkubiert. Daraufhin wurden sie zweimalig mit PBS gewaschen und abschliefend in PBS
resuspendiert. 73h nach intraperitonealer Injektion des Thioglykolates wurde den Méiusen
200u1 der mit pHrodo™ gefirbten apoptotischen Zellen intraperitoneal injiziert.

Nach einer 40-miniitigen Inkubationsdauer mit den intraperitoneal gegebenen apoptotischen
Zellen, d.h. 73 Stunden und 40min nach Injektion des Thioglykolates, wurde die
Peritoneallavage durchgefiihrt. Hierfiir wurde den Mausen zuerst 2ml eiskaltes HBSS + 4mM
EDTA 1i.p. injiziert. Darauthin wurden die Méiuse mittels eines Sauerstoff-Isofluran-
Gemisches in einer Anisthesiekammer narkotisiert. Unter der Kurznarkose wurde den
Maiausen Iml Fliissigkeit aus dem Peritonealraum abgezogen und fiir die weiteren
Untersuchungen verwendet. Hierfiir wurde die gewonnene Bauchfliissigkeit zentrifugiert,

Teile des Uberstandes eingefroren und der restliche Uberstand verworfen. Die Zellen wurden
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mit 1ml HBSS + 4mM EDTA gewaschen und das pellet nach einem Waschvorgang in 500ml
HBSS + 4mM EDTA resuspendiert. Fiir die weitere FACS-Analyse wurden nur 100ul

bendtigt, so dass die restlichen 400ul fiir weitere Analysen bei -20°C aufbewahrt wurden.

2.2.5 Molekularbiologie

2.2.5.1 RNA-Isolierung

Von einem in RNAlater-Losung konserviertem Organ wurde ein Stiick abgeschnitten und in
500ul Lysis Puffer B-Mercaptoethanol-Gemisch gelegt. Das Organstiick wurde nun mit Hilfe
eines Morsers (Mikropistills) in einem Eppendorfgefal homogenisiert und anschliefend mit
Hilfe eines Vortexers ausfiihrlich gemischt. Die nun anschlieBende RNA-Isolierung aus dem
viskdsen Zellmaterial erfolgte nach Herstellerangaben mit Hilfe eines RNA Mini Kits. Nach
Auftauen und Mischen der Proben wurde 70% Ethanol im Verhiltnis 1:1 zur Probe
zugemischt. AnschlieBend wurde von diesem Lysat-Ethanol-Gemisch maximal 700ul mittig
auf eine RNA-Séule, welche sich in einem 2ml fassenden Rohrchen befand, pipettiert. Dann
wurde fiir 90 Sekunden bei 7.000rpm zentrifugiert, wodurch die RNA auf der Membran der
Sédule hingen blieb, die Fliissigkeit jedoch durch die Membran in das Rohrchen lief. Die
durch die Sdule gelaufene Fliissigkeit wurde erneut auf die Sdule aufpipettiert, dann bei
5.000rpm fiir 1min zentrifugiert und anschlieBend endgiiltig verworfen. Nun wurde die Sdule
mit 350ul Waschpuffer 1 gewaschen und anschlieBend wieder fiir 30 Sekunden bei
10.000rpm zentrifugiert. Nachdem das Filtrat verworfen wurde, wurden 10ul einer DNase mit
70ul RDD-Puffer vermischt und mittig auf die Saule gegeben. Nach einer 15-miniitigen
Inkubationsdauer, folgte ein erneuter Waschdurchgang mit Waschpuffer 1. Darauthin wurden
die Rohrchen gewechselt und die Sédulen mit 500ul Waschpuffer 2 gewaschen und
anschlieBend zentrifugiert. Nach einer Wiederholung dieses Schrittes mit 350ul Waschpuffer
2 wurden die Sédulen bei 12.000rpm fiir zwei Minuten lang trocken zentrifugiert. Nach Zugabe
von 50ul RNase-freiem Wasser auf die Séule, welche sich nun in einem sterilen
Eppendorfgefal befand, erfolgte eine 2-miniitige Inkubationszeit. Daraufhin wurde das
Eppendorfgefd samt Sdule fiir 2 Minuten bei 12.000 Umdrehungen/Minute zentrifugiert.
Diese Zentrifugation bewirkte, dass die an der Sdulenmembran gebundene RNA in das

Eppendorfgefall gewaschen wurde. Um die RNA-Konzentration in der Losung zu bestimmen
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wurde eine Spektrometrie durchgefiihrt. Hierzu wurden 10ul der Probe mit 40ul TE-Puffer
vermischt und die optische Dichte bei einer Wellenlidnge von 260nm bzw. 280nm gemessen.
Der Wert der Extinktion multipliziert mit dem Verdiinnungsfaktor, ergab so die RNA-
Konzentration in pg/ml pro Probe. Ab einem Verhiltnis von 1,6 bis 2,2 kann die RNA-Probe
als rein angesehen werden. Bei einem Wert unterhalb 1,6 liegt eine Protein-Kontamination
vor, ein Wert oberhalb von 2,2 spricht fiir eine DNA-Kontamination. Die dadurch isolierte

RNA konnte nun bei -20°C aufbewahrt werden.

2.2.5.2 Umschreiben der RNA in cDNA

Fiir die Durchfiihrung einer Polymerase-Kettenreaktion musste die gewonnene RNA in eine
complementary-Einzelstrang-DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Hierzu wurden die RNA-
Proben derart verdiinnt, dass sich letztlich in einem neuen sterilen Eppendorfgefdal 1-2ug
RNA in 10ul RNase freiem Wasser befanden. Diese Losung wurde nun fiir 5 Minuten in
einem Schiittler bei 65°C inkubiert und dann auf Eis gestellt. Wihrenddessen wurde ein
Mastermix hergestellt, bestehend aus 8ul 5x-Puffer, 0,8ul einer 25mM dNTP-Mischung, 2ul
0,IM DTT, 0,5ul 15ul/ml Lin Acrylamid, 0,43ul Hexanucleotide und 16,4ul RNase freiem
Wasser pro Probe. Darauthin wurde der Mix mit dem Vortexer gemischt und es folgte die
Zugabe der Enzyme, konkret 1ul 40U/ul RNasin und 0,87ul Superscript 1. Bei Superscript 11
handelt es sich um eine reverse Transkriptase, die bei den Negativkontrollen im
Versuchsansatz durch eine entsprechende Menge RNase freiem Wasser ersetzt wurde. Nun
erfolgte die Zugabe von 30ul des Mastermixes zu den verdiinnten RNA-Proben. Diese
wurden zuerst fiir 90min bei 42°C, abschlieBend fiir Smin bei 85°C in einem Schiittler

inkubiert und dann zur weiteren Aufbewahrung in -20°C eingefroren.

2.2.5.3 Real-time PCR

Um die mRNA Expression in den Zellen zu beziffern, wurde eine quantitative real-time
Polymerase-Kettenreaktion (RTq-PCR) durchgefiihrt, bei der die cDNA vervielfiltigt wird.
Die quantitative real-time PCR beruht auf demselben Prinzip wie die klassische PCR, erlaubt

allerdings durch zeitgleich durchgefiihrte photometrische Fluoreszenzmessungen eine
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Aussage iiber die stattfindende Amplifikationsreaktion. Die Werte der Fluoreszenzmessung
sind in jedem Zyklus direkt proportional mit der Menge der vervielfdltigenden DNA, da sich
der Farbstoff SYBR Green nur an doppelstringige DNA anlagert und es hierdurch zu einer
Verstiarkung der Fluoreszenz kommt.

Der Vorgang lauft wie die klassische PCR auch in 3 Schritten ab. Als erster Arbeitsschritt
wird die doppelstringige DNA durch Erhitzen auf 95°C in zwei komplementire Einzelstringe
aufgebrochen. In der zweiten Phase, dem so genannten annealing lagert sich bei einer
Temperatur von 60°C der zugegebene Primer (siehe Tabelle 8) an die komplementdre DNA-
Sequenz des Stranges an und dient so als Startstelle fiir den Polymerisationsvorgang. Bei den
Primern handelt es sich um zwei verschiedene Sequenzen, fiir jeden Komplementirstrang
einen, welche die zu vermehrende DNA-Sequenz einschlieBen und fiir die cDNA-Sequenz
des Gens spezifisch sind. Der Polymerisationsvorgang findet im dritten Arbeitsschritt, der
Elongation, statt. Die zugegebene hitzestabile Tag-DNA-Polymerase synthetisiert den neuen

Strang komplementir zur Matrize, beginnend am 3’-Ende des Primers.
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Abbildung 10: Darstellung der eingestellten PCR-Phasen

Auf der x-Achse ist die Zeit, auf der y-Achse die jeweilige Temperatur aufgezeichnet. Wie auf der Abbildung
ersichtlich beginnt die PCR mit einer Smin Inkubation bei 95°C zur Auftrennung des doppelstringigen DNA-
Stranges, gefolgt von 40 Zyklen mit rhythmisch wiederkehrenden Temperaturdnderungen zwischen 60°C und

95°C.

Fir jede Probe wird die Anzahl der Zyklen, die notwendig sind um sich von der
Fluoreszenzhintergrundsignalen abzuheben, bestimmt. Dies geschieht mit Hilfe der
Fluoreszenzmessung und die Anzahl der Zyklen werden als Ct-Wert (cycle treshold), einem
Schwellenwert bei exponentiellem Wachstum, angegeben. Diese Bestimmung erlaubt
Riickschliisse auf die Giite der Primer und auf die Menge des Ausgangsubstrats, da bei mehr
cDNA, und damit urspriinglich mehr mRNA, weniger Zyklen benotigt werden um eine
signifikante Fluoreszenz durch Amplifikation der DNA-Sequenz zu messen. War der Ct-Wert
bei Proben gleich oder gar grofler als 35 wurden die Proben als nicht nachweisbar angesehen

(sogenannte ““““‘Analyse fiir die relative Quantifizierung). Zudem wurde eine relative
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Quantifizierung durch Zugabe eines so genannten housekeeping-Gens durchgefiihrt. Bei
dieser endogenen Referenz, handelt es sich um ein Gen, das in allen Proben gleichmiBig
enthalten ist, hier 18s rRNA. Durch das Verhiltnis zwischen Zielsequenz und
Referenzsequenz lassen sich Aussagen iiber die Stirke der Expression der untersuchten DNA-
Sequenz ableiten. Als Negativkontrollen wurde zweifach-destilliertes Wasser (ddH,0)
verwendet, bei dem sowohl das Zielgen als auch die housekeeper genes nicht nachweisbar

waren. Alle Schritte wurden nach den MIQUE-Richtlinien durchgefiihrt [119].

Tabelle 8: verwendete Primer fiir die Messung der jeweiligen Genexpression mittels RT-

PCR

Gen rechte Primersequenz linke Primersequenz

PTX3 CCTGCTTTGTGCTCTC TGGT TCTCCAGCATGATGAACAGC
E-Selectin TCTATTTCCCACGATGCATTT CTGCCAAAGCCTTCAATCAT
L-Selectin TTCATGGCTTTCCTTTCACA CTGGCATTTCTCATTTGGCT
P-Selectin GGACACTTGATGGCTTCACA  CAGTTCATGTGCGATGAAGG
PECAM-1 TCCTTCCTGCTTCTTGCTAGCT  GAGCCCAATCACGTTTCAGTTT
IP-10 GGCTGGTCACCTTTCAGAAG  ATGGATGGACAGCAGAGAGC
Cxcr3 TCTCGTTTTCCCCATAATCG AGCCAAGCCATGTACCTTGA
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2.2.6 Immunologie

2.2.6.1 Durchflusszytometrie (FACS)

Das Prinzip der Durchflusszytometrie, auch FACS (fluorescence-activated cell sorting)
genannt, beruht auf der unterschiedlichen Streuung eines Laserstrahls durch passierende
Partikel abhédngig von deren GroBe, Granularitdt, Struktur und Oberfldacheneigenschatten.
Somit erlaubt die Durchflusszytometrie sowohl Aussagen iiber die Anzahl der Zellen als auch
iiber deren physikalische und molekulare Eigenschaften [112]. Die sich in Losung
befindlichen Zellen werden in eine Kapillare eingesaugt und ein laminarer Fliissigkeitsstrom
erzeugt. In diesem Strom werden die Zellen perlenkettenartig an dem gebiindelten Laserstrahl
vorbeigeleitet, der hierdurch gebrochen wird. Um die verschiedenen brechenden Partikel
nidher zu beschreiben werden spezifische Antikorper gegen Oberflacheneigenschaften zur
Markierung von bestimmten Zellen nach dem Antigen-Antikorper-Prinzip verwendet. Diese
Antikorper konnen direkt an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sein oder mit Hilfe eines
sekundir fluoreszenzmarkierten Antikorpers nachgewiesen werden. Durch den Laserstrahl
werden die Fluoreszenzfarbstoffe angeregt und emmitieren Licht einer bestimmten
Wellenldnge. Diese ausgesendete Wellenlidnge variiert zwischen den einzelnen
Fluoreszenzfarbstoffen und wird durch das Gerit detektiert und aufgezeichnet. Die emittierte
Photonenkonzentration verhélt sich proportional zur Menge an gebundenen Antikérpern pro
Zelle [112]. Zudem konnen iiber die Streuung des Lichtes weitere Aussagen iiber die
Eigenschaften der Zellen getroffen werden. Im forward scatter, dem Vorwirtsstreulicht, kann
eine Aussage liber die ZellgroBe getroffen werden. GroB3e Zellen erzeugen hierbei ein groB3es
Vorwirtsstreulicht, kleine Zellen verhalten sich umgekehrt. Im side scatter, dem
Seitwirtsstreulicht, welches etwa im rechten Winkel zum Laserstrahl entsteht kann die
Granularitit der Zelle beurteilt werden. Je mehr Granula in einer Zelle desto hoher ist das
Streulicht. Zusitzlich kann man aufgrund der spezifischen Bindung von Antikérpern an
bestimmte Oberflichenantigene, Riickschliisse auf die Oberflicheneigenschaften der
detektierten Zelle ziehen. Da es bei Messungen mehrerer Antikorper gleichzeitig, zur
Uberlappung einzelner emmitierter Wellenlingen kommen kann, ist eine Kompensation
notwendig, um eine aussagekriftige Analyse durchfithren zu konnen [120]. Bei dieser
Kompensation werden Zellen mit einem Antikorper markiert und als Kontrollen verwendet,

um den Anteil der Streuung, die in andere Detektionskanile streut, eliminieren zu konnen.
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Abbildung 11: Das Prinzip der Durchflusszytometrie. Abbildung nach [120].

A: Streuung des Laserstrahls durch die vorbeigeleiteten Zellen und deren Detektion.

B: typische Darstellung der Ergebnisse im Dot Blot. Auf der x-Achse die Ergebnisse des Vorwirts-, auf der y-
Achse des Seitwirtsstreulichtes aufgetragen.

Die Durchflusszytometrie wurde sowohl fiir die Auswertung des Phagozytose Assays, fiir die
Uberpriifung der Apoptose-Induktion in den EL4-Zellen durch Camptothecin, sowie fiir die
Bestimmung der verschiedenen Zellpopulationen der Milz verwendet. Die Analyse der
verschiedenen Proben wurde mit dem FacsCalibur™-Gerit und der CellQuest Software (BD

Pharmigen) durchgefiihrt.

2.2.6.1.1 Auswertung der Zellpopulationen der Milz

Fiir die Analyse der verschiedenen Zellpopulationen in der Milz wurde mit verschiedenen
anti-mouse Antikorpern gegen T-, B-, Dendritische Zellen, Monozyten, Neutrophile
Granulozyten und Plasmazellen gearbeitet. Der Anteil an apoptotischen, nekrotischen und
lebenden Zellen in der Milz wurde mit Hilfe des Annexin-V-FITC Kit bestimmt. Folgende
Antikorper, beziehungsweise  Antikorperkombinationen wurden fiir die néhere

Charakterisierung der Zellen genutzt (Tabelle 9).
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Tabelle 9: verwendete Zellfirbungen bei der Durchflusszytometrie und ihre Deutung

Zellen Verwendete Antikorper Zelltyp
T-Lymphozyten CD3+ T-Zellmarker
CD4+ T-Helferzellen
CD8+ zytotoxische T-Zellen
CD3+ CD4- CD8- autoreaktive T-Zellen
CD3+ CD4+ CD25+ regulatorische T-Zellen
CD3+ CD4+ CD25+ Foxp3+  Funktion der regulatorischen T-Zellen
B-Lymphozyten B220+ B-Zellmarker
B220+ IgM+ IgD+ reife B-Zellen
B220+ CD21"°¥ CD23"¢" follikulire B-Zellen
B220+ CD21"¢" CD23"Y marginale B-Zellen
CD138+ « light chain+ Plasmazellen
Dendritische Zellen  CDl1l1c+ Dendritische Zellen
CD11c+CD40+ aktivierte Dendritische Zellen
Makrophagen F4/80+ Makrophagen
CD11b+ MHCII+ M1 Makrophagen
CD11b+ CD206+ M?2 Makrophagen
Monozyten 7/4"E" Ly6G-
Neutrophile 7/4°Y Ly6G+
lebende Zellen FITC- PI-
apoptotische Zellen =~ FITC+ PI-
nekrotische Zellen FITC+ PI+

2.2.6.1.2

Auswertung des Phagozytose Assays

Das Ausmal} der erfolgten Apoptose-Induktion der EL4-Zellen die mit Camptothecin

behandelten wurden, wurde mittels Annexin-V-FITC Kit bestimmt. Hierfiir wurden die mit

Camptothecin behandelten EL4 Zellen nach vierstiindiger Inkubation mit kaltem PBS

gewaschen und fiir Smin bei 6.000rpm bei 4°C zentrifugiert. Darauthin wurde der Uberstand

verworfen und die Zellen in kaltem Puffer auf eine Konzentration von circa 10°-10%Zellen/ml

verdiinnt. Zu jeweils 490ul der Zellsuspension wurden Sul Annexin-V-FITC und 5ul

Propidiumjodid gegeben. Nach einer 10-miniitigen Inkubation bei 4°C im Dunkeln wurden

die Proben mittels Durchflusszytometrie ausgewertet.
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Um die durch die Peritoneallavage gewonnenen Zellen auszuwerten, wurden diese in HBSS +
4mM EDTA resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 1,4 pl des Farbstoffs F4/80
gefiarbt und fiir 40min in 4°C im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
zweimalig in PBS gewaschen und abschliefend so resuspendiert, dass in jedes FACS tube
300ul der Mischung pipettiert wurde. Mittels FACS Analyse wurde nach den Zellen
gefahndet, welche sowohl F4/80, als auch pHrodo ™ positiv waren. Hierbei handelte es sich
um Makrophagen, welche die mit pHrodo™ markierten apoptotischen Zellen phagozytiert
hatten.

2.2.6.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Unter Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) versteht man ein immunologisches
Nachweisverfahren, welches auf einer enzymatischen Farbreaktion beruht. Mittels dieses
Verfahrens ist man in der Lage Proteine jeglicher Art nachzuweisen. Hierzu verwendet man
die Eigenschaft von Antikorpern (AK) spezifisch an ihr Antigen, d. h. an die nachzuweisende
Substanz, zu binden. Die Elisa Platten wurden je nachdem ob ein Antikérper oder ein Antigen
nachgewiesen werden sollte, mit dem entsprechenden komplementiren Antigen oder
Antikorper beschichtet. Dies fiihrte dann zu einer spezifischen Antikorper-Antigen-Bindung
und somit zu einer Fixierung des gesuchten Antikorpers/Antigens. Diese Anbindung wurde
mittels eines zweiten Antikorpers, welcher an ein Enzym gekoppelt ist, nachgewiesen. Das
gebundene Enzym katalysiert nach Zugabe des Substrats eine Farbreaktion, deren

Signalstarke proportional zu der gesuchten Antigen- bzw. Antikorperkonzentration ist.

Alle ELISAs wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt. (siehe auch Tabelle 10). Der erste
Arbeitsschritt, das so genannte coating, bestand darin, den Féngerantikorper (capture
antibody=CAB) oder das Fingerantigen in einem Beschichtungspuffer (coating buffer) auf die
gewiinschte Konzentration zu verdiinnen. Hiervon wurden 100ul pro well fiir eine bestimmte
Zeitdauer bei 4°C in eine 96-well-Platte geben, um diese zu beschichten. Nach dreimaligem
Waschen wurde die Platte mit 200ul/well Probenverdiinner (assay diluent) fiir 1h bzw. 30min
geblockt um  eventuell auftretende  unspezifische  Reaktionen durch freie
Proteinbindungsstellen zu verhindern. Nach erneutem dreimaligem Waschen, wurden jeweils
100ul/well der Proben und eine zuvor hergestellte Standardreihe aufgetragen, bei der die

Konzentrationen des gesuchten Antigens bekannt war. Nach ein- bzw. zweistiindiger
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Inkubationsdauer bei Raumtemperatur wurde die Platte fiinfmal gewaschen. AnschlieBend
erfolgte die Zugabe von 100ul/well des Detektionsantikorpers (detection antibody=DAB) mit
dem Enzym Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) in der bendtigten
Konzentration (meist 1 : 50000) gefolgt von einer einstiindigen Inkubation. Nach
mehrmaligem Waschen wurde die Enzymreaktion durch Zugabe von 100ul/well
Substratlosung gestartet. Hierbei handelte es sich um ein Gemisch, welches 1:1 aus
Wasserstoffperoxid (H,O,) und Tetramethylbenzidin (TMB) bestand. Nach einer 10- bis
30- miniitigen Inkubation im Dunkeln wurde die stattfindende Farbreaktion durch die Zugabe
von 50ul/well Stopplosung gestoppt. Bei der Stopplosung handelte es sich um Imolare
Schwefelsdure (H,SO4). AbschlieBend wurde die abgelaufene Farbreaktion mit Hilfe des
ELISA-Readers bei einer Absorption von 450nm gemessen und anhand der Standardkurve,
welche sich aus den Werten der Standardreihe ergab, die Konzentrationen der Proben
berechnet. Als Negativkontrolle wurde das Serum von 24 Wochen alten B6 Maéusen

verwendet.
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ELISA PTX3 TNFa Anti-dsDNA*  RF Smith Nucleosome* UISNRP 1112
Wasch- PBS mit PBS mit Tris-NaCl Tris-NaCl Tris-NaCl Tris-NaCl Tris-NaCl PBS mit
16sung 0,05% 0,05% 0,05%
Tween Tween Tween
Coating/ PTX3 TNF-a dsDNA Rabbit IgG Smith-Ag dsDNA Sn-RNP IL12
CAB 1:180 1:200 (2ug/ml) (10pg/ml) 1:250 (2ug/ml) 1:250 1:250
Histone
(2ug/ml)
Coating PBS 0,05M Natrium- 0,05M 0,05M 0,05M 0,05M 0,2M
buffer Natrium- citratpuffer Bikarbonat-  Bikarbonat- Bikarbonat- Bikarbonat-  Natrium-
carbonat puffer puffer puffer puffer phosphat
Inkubations-  UN UN 1h UN UN UN UN UN
dauer
Assay PBS mit PBS mit Tris-NaCl mit ~ Tris-NaCl mit Tris-NaCl mit ~ Tris-NaCl mit Tris-NaCl mit PBS mit
diluent 1% BSA 10% FCS 1% Albumin 1% Albumin 1% Albumin 1% Albumin 1% Albumin  10% FCS
DAB 1:200 1:1000 1:50000 1:50000 1:50000 1:50000 1:50000 1:250

IgGGesamt» IgGl
I2Gaue, 12G3

* ELISA-Platten wurden fiir 1h mit Poly-L-lysine und PBS 1:1 vorgecoatet
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2.2.6.3 Immunofluoreszenzdiagnostik mit Crithidia luciliae und HEp2 Zellen

Um das gewonnene Plasma auf Autoantikérper zu untersuchen wurde zum einen mit dem
Crithidia-Immunfluoreszenztest nach dem Vorliegen von Antikdrpern gegen doppelstrangige
DNA (dsDNA) gefahndet. Fiir diesen Test diente der Kinetoplast des Flagellaten Crithidia
luciliae als Substrat. Ein Kinetoplast besteht aus einem Netzwerk reiner doppelstringiger
DNA (dsDNA) und kommt in dem mitochondrialen Genom von Kinetoplastea, einzelligen
Organismen, welche zu den Protozoen gezihlt werden, vor [121]. Zum anderen wurde mittels
eines indirekten Immunfluoreszenztestes fiir antinukleidre Antikorper auf HEp2 Zellen nach
dem Auftreten derselbigen gefahndet. Hierbei diente ein molekularer Film humaner
Epithelzellen, welche aus einer Larynxkarzinomzellinie isoliert wurde und durch ihre hohe
Teilungsaktivitit sdmtliche Stadien der Mitose aufzeigen, als Substrat. Falls Autoantikorper
vorhanden waren, banden diese an das verwendete Substrat und wurden auch durch das
Waschen mit PBS nicht entfernt. Durch Zugabe eines gegen die Autoantikorper gerichteten
Detektionsantikorpers, der an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist, wurden die an das
Substrat gebundenen ANA oder Anti-dsDNA nachgewiesen. Die gewonnen Plasmaproben
wurden mit PBS 1:50 verdiinnt, mit Hilfe des Vortexers gemischt und jeweils 40ul in die
verschiedenen wells auf die speziell vorgefertigten Objekttrager pipettiert. Darauf folgte eine
30-miniitige Inkubation im Dunkeln. Nach Ablauf der Inkubation wurde der Objekttriger mit
PBS gewaschen und 30ul des in PBS 1:1000 verdiinnten FITC-conjugated goat anti-mlgG-
Detektionsantikorper in die wells gegeben. Nach einer erneuten Inkubationsdauer von 30min
und einem erneuten Waschen mit PBS wurden in die wells 3ul eines speziellen
Fixierungsmediums gegeben und der Objekttriger mit einem Deckglas verschlossen. Vor
Auswertung der Objekttriger unter dem Fluoreszenzmikroskop wurden die Proben iiber
Nacht im Dunkeln bei 4°C belassen. Um eine quantitative Aussage iiber das Vorliegen der

Antikorper zu treffen wurde ein semiquantitativer score von 0 bis 3 verwendet.

64



Material und Methoden

2.2.6.4 Western Blot

Unter Western Blot versteht man ein immunologisches Nachweisverfahren, das zum
Nachweis von Proteinen dient. Grundlage dieses Nachweisverfahrens ist die Fixierung des
Proteins an eine Triagermembran (sog. blotting), welches dann mittels Kopplung spezifischer
Antikorper nachgewiesen wird. Zuerst wird das Proteingemisch auf ein Gel aufgetragen und
mittels Elektrophorese aufgetrennt. Das Gel besteht hierbei aus 2 verschiedenen
Bestandteilen, welche aus separating buffer und stacking buffer hergestellt werden. In die
Vertiefungen des sogenannten Sammelgels, hergestellt aus stacking buffer, werden die Proben
aufgetragen und konzentriert. Im folgenden Trenngel, hergestellt aus separating buffer,
werden die Proteine nach ihrer Groe wie in einem Sieb durch ein elektrisches Feld
aufgetrennt. Da die Proteine eine negative Ladung haben, wandern sie von der Anode zur

Kathode. Kleine Proteine wandern schneller als grofe durch das Gel zur Kathode.

Proben
[l 1 el el el 1 el | @anoce
Sammelgel
Trenngel GréBe
der
Proteine

@Kathode

Abbildung 12: Westernblot-Gelelektrophorese

AnschlieBend erfolgt die Ubertragung der aufgetrennten Proteine auf eine Membran durch
erneutes Anlegen eines elektrischen Feldes und der Zugabe des spezifisch an das Protein
bindenden Antikorpers. Der nidchste Schritt besteht in der Zugabe eines Sekundérantikorpers.
An diesem ist ein Enzym, die Meerrettichperoxidase, die eine Chemilumineszenz-Reaktion
katalysiert, gekoppelt. Durch die eintretende chemische Reaktion wird elektromagnetische
Strahlung im Bereich des sichtbaren Lichts emittiert. Das emittierte Licht kann nun mit einem
Film aufgezeichnet werden; dadurch wird das gesuchte Protein als Bande sichtbar gemacht.
Durch die Auspriagung der Bande, auch im Vergleich zur Kontrolle, kann eine quantitative

Aussage iiber die Expression des Proteins gemacht werden. Western Blot Analysen wurden
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aus Proteinen der Lunge, Niere und Milz durchgefiihrt. Alle Western Blots wurden nach

Herstellerangaben durchgefiihrt.

Der erste Arbeitsschritt bestand in der Herstellung eines Polyacrylamid-Gels zur Auftrennung
der Proteinbanden mittels Elektrophorese. Um das Gel herzustellen wurde zuerst separating
buffer in eine Gelkammer gegossen und ausgehirtet. Auf das nun polymerisierte Trenngel
wurde stacking buffer gegeben, inklusive eines Kammes um Vertiefungen fiir die Auftragung
der Proben zu erhalten, und das Gel iiber Nacht bei 4°C ausgehértet. Anschlieend wurden die
Proteine durch Zugabe eines loading buffer (Laemmli buffer [122]) in eine Konzentration von
ca. 2ug/ul gebracht und bei 95°C degradiert. 20ul des Proteingemisches und 1,5ul eines
Proteinmarkers wurden in die Taschen des Gels aufgetragen und fiir circa 1h bei 60V gefolgt
von 2h bei 140V elektrophoretisch aufgetrennt. Die nun aufgetrennten Proteine wurden beim
so genannten ,, blotting “ auf eine Immobilon-P Membran mittels transfer buffer und Whatman
papers® bei 15V fiir 1h transferiert. Darauthin wurde die Membran fiir 1h mit 1% Western
Blocking Reagent geblockt, der erste sich in TBS befindende Primérantikdrper auf die
Membran gegeben und iiber Nacht (bei PTX3 und Selectin P) beziehungsweise 1h (bei 3-
actin) bei 4°C inkubiert. Darauthin wurde die Membran mit TBS-Puffer gewaschen und mit
dem sekundidren Antikorper fiir 1h inkubiert. Danach erfolgten ein erneutes Waschen mit
TBS-Puffer und die Detektion der emittierten Strahlung auf einem Film durch die
enzymatische Chemilumineszenzreaktion (ECL) und die ECL-Detektions-Reagenzien A und

B.

Tabelle 11: Ubersicht iiber die verwendeten Primiir- und Sekundiirantikérper beim

Western Blot

Antikorper Herkunft Verdiinnung  Inkubationsdauer
Primérantikorper:

anti-mouse Ptx3 Alpha Diagnostic Internat. 1:1000 12h
anti-P-Selectin mAB RB40 BD Bioscience 1:500 12h

B-actin Cell Signaling Technology  1:1000 1h
Sekundirantikorper:

anti-rat IgG AB Cell Signaling Technology  1:10 000 1h
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3 Ergebnisse

3.1 Das Fehlen von PTX3 verschlechtert die Clearance apoptotischer
Zellen

Um in den EL-4 Zellen den programmierten Zelltod (Apoptose) zu induzieren wurden diese,
wie beschrieben (2.2.1.1), mit Camptothecin behandelt. Das Ausmall der erfolgten
Apoptoseinduktion wurde mit dem Annexin-V-FITC Detection Kit und der
Durchflusszytometrie bestimmt. In der Frithphase der Apoptose wird das sich unter
physiologischen Bedingungen in der inneren Schicht der Zellmembran befindliche
Phosphatidylserin (PS) in die @uBlere Schicht transloziert. Annexin V besitzt eine hohe
Affinitit zu PS und kann nach dessen erfolgter Translokation in die dullere Schicht der
Zellmembran in einer Calcium-abhingigen Reaktion ankoppeln. Da Annexin V an FITC
gebunden ist, kann die Bindung von Annexin V an PS iiber FITC via FACS nachgewiesen
werden. Um einen Defekt der Zellmembran ausschliefen zu konnen, verwendet man
zusitzlich Propidiumjodid (PI). Propidiumjodid kann nicht durch die intakte Zellmembran
lebender oder frith apoptotischer Zellen in das Zellinnere gelangen. Durch die Benutzung
dieser beiden Bestandteile des Annexin-V-FITC Detection Kit kann man folgende Schliisse
ziehen: gesunde Zellen sind FITC und PI negativ, friih apoptotische Zellen dagegen FITC
positiv und PI negativ, spit apoptotische Zellen sind FITC und PI doppelpositiv, nekrotische
Zellen sind FITC negativ und PI positiv [123]. Zur Induktion der Apoptose wurden drei
unterschiedliche Konzentrationen von Camptothecin (30, 60 und 90uM) sowie Medium als
Kontrolle verwendet. Die Versuche zeigten, dass der grofite Anteil an frith apoptotischen
Zellen (FITC+ / PI-) bei einer Camptothecin-Konzentration von 90uM nach einer 4-stiindigen
Inkubation entstand. Diese so gewonnenen apoptotischen Zellen wurden fiir weitere

Experimente verwendet.
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Abbildung 13: Apoptoseinduktion in EL4-Zellen mittels Camptothecin

EL4-Zellen wurden mit Medium sowie mit Camptothecin fiir 4h behandelt. Die Auswertung erfolgte mittels
FACS und einem Annexin-V-FITC Detection Kit. Die Grafik zeigt den prozentualen Anteil der FITC+ und PI+
Zellen an der Gesamtzellanzahl. Daten repridsentieren Mittelwerte + SEM von 2 unabhingig voneinander
durchgefiihrten Experimenten. *p<0,05 gegeniiber der Mediumkontrolle, 30uM und 60uM Camptothecin.

PTX3 wurde bereits als Regulator der Clq vermittelten Clearance apoptotischer Zellen in
vitro in der Literatur beschrieben [65, 97]. Da eine verminderte Clearance apoptotischer
Zellen ein typischer Pathomechanismus fiir die Entstehung eines SLE ist [124], wurde die
Fahigkeit der Ptx3-defizienten B6lpr Miuse zur Phagozytose apoptotischer Zellen in vivo
getestet. Hierzu wurden B6lpr und B6lpr Ptx3-/- Méusen intraperitoneal apoptotische EL4
Zellen injiziert, welche zuvor mit pHrodo™ gefirbt worden waren. PHrodo™ ist ein
Farbstoff, der erst nach einer Verschiebung des pH-Wertes in den sauren Bereich wie in den
Phagosomen der Makrophagen rétlich fluoresziert. Nach 45min wurde eine Peritoneallavage
durchgefiihrt und zum einen mittels ELISA die vorliegende PTX3 Konzentrationen und zum
anderen mittels Durchflusszytometrie der Anteil der pHrodo™ + F4/80+ Makrophagen
analysiert. Die intraperitoneale Gabe apoptotischer Zellen in B6lpr Méuse fiihrte im Vergleich
zu der Negativkontrolle zu einer signifikant vermehrten PTX3-Expression (Abbildung 14A).
Die Injektion apoptotischer Zellen in Ptx3-defiziente Miuse fiihrte folgerichtig zu keiner
PTX3 Produktion. Bei der Analyse der Durchflusszytometrie zeigten die F4/80+ peritonealen
Makrophagen der B6lpr Ptx3-/- Miuse eine signifikant geringere Aufnahme apoptotischer
Zellen im Vergleich zu den B6lpr Miusen (Abb. 14C und D), bei einer vergleichbaren
Gesamtanzahl an F4/80 positiven Makrophagen (Abb. 14B). Hieraus folgt, dass das Fehlen

von PTX3 mit einer verminderten Clearance apoptotischer Zellen einhergeht.
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Abbildung 14: PTX3 fordert die Phagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen

2x10° pHrodo™ markierte apoptotische Zellen wurden intraperitoneal in B6lpr Ptx3-/- und B6lpr Miuse injiziert
und nach 45min eine Peritoneallavage durchgefiihrt.

A: Der PTX3 Spiegel in der Lavage wurde mittels PTX3 Elisa bestimmt. Eine Expression von PTX3 war in den
Ptx3-defizienten Miausen nicht detektierbar (n.d.). Daten reprisentieren Mittelwerte £ SEM von mindestens 5
Miusen pro Gruppe.

B: Zeigt den prozentualen Anteil der F4/80+ peritonealen Makrophagen an der Gesamtzahl der Zellen, die bei
der Durchfithrung der Peritoneallavage gewonnen wurde. Diese unterschied sich nicht zwischen den B6lpr und
den Ptx3-/- B6lpr Miusen.

C und D: Zeigen die Anzahl der doppelpositiven F4/80+pHrodo+ Zellen. Diese war in den Px3-defizienten
Tieren im Vergleich zu den B6lpr Tieren signifikant vermindert. Die Daten représentieren Mittelwerte + SEM
von 3 voneinander unabhédngigen Experimenten. *p<0,05 gegen B6lpr Méuse.
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3.2 Expression von PTX3 in-vitro nach Stimulation mit TLR-Agonisten

Es ist bekannt, dass die Aktivierung mancher TLR wie beispielsweise TLR7 und -9 bei der
Pathogenese des SLE eine entscheidende Rolle spielt (siehe auch 4.1). Durch eine vermehrte
Aktivierung kommt es zu einem erhohten Vorliegen proinflammatorischer Zytokine, die die
Krankheitsentstehung fordern. Um der Frage nachzugehen, ob TLR Stimulanzien zu einer
vermehrten PTX3 Produktion fithren, wurde die Gesamtpopulation der isolierten Splenozyten
auf eine Induzierbarkeit von PTX3 untersucht. Verwendet wurde dazu als Kontrolle Medium
sowie als Stimulanzien 2ug/ml P3C, 25ug/ml pl:C-RNA, 2ug/ml LPS, 2ug/ml Imiquimod,
und 1pM CpG-DNA und die Zellen hiermit fiir 6h inkubiert (Abb. 15). Sowohl CpG-DNA als
auch pl:C-RNA wurden mit Lipofectamin vorbehandelt, um eine Stimulation der Zellen zu
ermoglichen. Bei Lipofectamin handelt es sich um eine Transfektionsreagenz, welche es
ermoglicht, dass verschiedene nicht Zellmembran-gingige Stoffe, wie Nukleinsduren, in die
Zelle geschleust werden konnen. P3C bzw. Imiquimod fiihrten als TLR2 bzw. 7 Agonisten zu
einer leicht vermehrten Expression von PTX3. Die einzelstringige DNA Sequenz CpG,
welche im Immunsystem als PAMP fungiert und iiber TLRO zu einer Immunstimulation fiihrt,
bewirkte ebenfalls eine leicht vermehrte Expression von PTX3. Die Stimulation der
Splenozyten mit LPS, einem Bestandteil der duleren Bakterienmembran von gram-negativen
Bakterien, in dessen Folge es zu emner TLR4 vermittelten Freisetzung des
proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-kB kommt, fiihrte zu einer vermehrten
Expression der PTX3 mRNA. Wohingegen eine Stimulation der Zellen mit pl:C, einem
synthetische hergestellten Analogon doppelstringiger RNA, als TLR3 Ligand zu keiner
Induktion der PTX3 mRNA Expression fiihrte.
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Abbildung 15: PTX3 mRNA Expression in Splenozyten nach Stimulation

Die Splenozyten wurden aus den Milzen 8 Wochen alter B6 Miuse gewonnen, mit Stimulanzien fiir 6h
behandelt und ein PTX3 ELISA durchgefiihrt. Die Daten représentieren Mittelwerte £+ SEM von 2 voneinander
unabhingigen Experimenten.
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3.3 PTX3 Expression in B6lpr Miiusen

Um die Funktion von PTX3 bei Autoimmunerkrankungen néher charakterisieren zu konnen,
ist es erforderlich, zuerst die Expression und das Vorkommen von PTX3 in erkrankten
Mausen zu untersuchen. Weder in Ptx3-defizienten noch in altersentsprechenden B6 Wildtyp-
Miusen konnten pathologische Organverdnderungen und Antikorper im Blut die auf einen
SLE hindeuten, nachgewiesen werden. Zudem konnte bei beiden Méiusestimmen keine
Antikorperbindung an die DNA des Kinetoplasten mittels Crithidia luciliae-
Immunofluoreszenztest und auch keine Anbindung an HEp2 nachgewiesen werden. All diese
Daten legen den Schluss nahe, dass ein Mangel an PTX3 allein fiir die Entstehung einer
Autoimmunerkrankung bei B6 Méusen nicht ausreicht. Daher wurden fiir die Untersuchungen
als Krankheitsmodell B6lpr Mause verwendet. Diese Méause leiden aufgrund einer Mutation
im Ipr-Gen unter einer gestorten Apoptose, so dass es zu einem SLE-dhnlichen
Krankheitsverlauf kommt, der als Tiermodell eines SLE etabliert ist. Zuallererst wurde die
Expression von PTX3 mRNA in den Organen von 8 Wochen alten B6lpr Miusen
charakterisiert. PTX3 mRNA war am stidrksten exprimiert im Knochenmark. Unter den
soliden Organen waren die PTX3 mRNA Spiegel in Herz und Lunge im Vergleich zur
Harnblase und der Niere deutlich erhoht (Abb. 16A). Die PTX3 Proteinexpression wurde
mittels Western blot in Milz, Niere und Lunge von B6lpr Miusen iiberpriift. Im Zeitverlauf
nahm die PTX3 Expression in der Milz und Niere ab, wihrend die systemische
Autoimmunitdt im Krankheitsverlauf der B6lpr Méause iiber die Zeit zunahm (Abb. 16B).
Dieses Ergebnis stimmte iiberein mit der Beobachtung, dass der PTX3 Plasmaspiegel in
ELISA Analysen ebenfalls im Zeitverlauf eher sank. Zudem zeigten die B6lpr Miuse
niedrigere PTX3-Spiegel im Vergleich zu den B6 Miusen. (Abb.16C). Im Gegensatz hierzu
nahm die PTX3 Proteinexpression in der Lunge von 6 Monate alten B6lpr Méusen zu. Dieses
Ergebnis legt den Schluss nahe, dass eine lokale PTX3 Produktion in der Lunge von B6lpr
Mausen, die normalerweise einer autoimmunbedingter Gewebeschddigung ausgesetzt sind,
stattfindet. Folglich steigt die PTX3 Expression in der Lunge wihrend des Fortschreitens der
Autoimmunerkrankung in B6lpr Méusen an. Diese Beobachtung erhirtet den Verdacht, dass
PTX3 eine wichtige Rolle in der Pathogenese bei der Lunge spielt, wohingegen dies bei der

Milz und den Nieren nicht der Fall zu sein scheint.
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Abbildung 16: PTX3 Expression in der Maus

A: RNA wurde aus den Organen von 8 Wochen alten B6lpr Miusen fiir RT-PCR Analysen gewonnen.
(LK=Lymphknoten, KM=Knochenmark) Die Daten stellen Mittelwerte aus dem Verhiltnis der spezifischen
mRNA gegeniiber der 18S rRNA + SEM dar.

B: Proteinproben wurden aus Milz, Niere und Lunge von B6lpr Miusen im Alter von 1,3 und 6 Monaten
gewonnen. PTX3 Western Blot stellt die quantitative (20pg Proteinladung pro well) PTX3 Proteinexpression in
den jeweiligen Organen zu den verschiedenen Zeitpunkten dar. Das Histogramm zeigt das Verhiltnis der PTX3
Expression zur Expression der -actin Kontrolle

C: PTX3 Plasmaspiegel wurden in 1, 3 und 6 Monate alten B6lpr und B6 Maiusen bestimmt. Die Daten
repriasentieren Mittelwerte £ SEM von 3 voneinander unabhingigen Experimenten.
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3.4 PTX3 unterdriickt die Lymphoproliferation in B6lpr Miiusen

Um die Rolle von PTX3 bei der Entstehung einer Autoimmunitdt zu untersuchen, wurde
neben den B6lpr Miausen noch B6lpr Ptx3-/- Tiere generiert, da das alleinige Fehlen von
PTX3 zu keiner Ausbildung einer Autoimmunerkrankung in den B6 Méusen fiihrte. Da B6lpr
Miuse erst sehr spét antinukledre Antikorper sowie eine geringfiigige Glomerulonephritis
ausbilden, konnten sie unter Beriicksichtigung der Mendelschen Gesetze mit dem Prx3
knockout-Stamm gekreuzt und ein B6lpr Ptx3-/- Stamm geziichtet werden. Zwischen den
B6lpr und den B6lpr Ptx3-/- Mausstimmen konnten keine Unterschiede beziiglich des
Korpergewichts festgestellt werden (Abb.17A). Zudem unterschied sich die Uberlebenskurve
nicht zwischen den beiden Mausstimmen. Um den SLE Phénotyp genauer zu untersuchen,
wurden sowohl die GroBe als auch das Gewicht der Milz sowie der cervikalen und
abdominellen Lymphknoten im Alter von 6 Monaten in beiden Genotypen bestimmt. Hierbei
zeigten sich im Vergleich signifikant vergroerte Lymphknoten und Milzen in den B6lpr
Ptx3-/- knockout-Tieren gegeniiber den B6lpr Tieren. Diese Beobachtung bestitigte sich auch
durch die Gewichtsbestimmung der Lymphknoten sowie der Milz (Abb. 17B). Folglich fiihrt
ein Mangel von PTX3 dann zu einer verstirkten Lymphoproliferation in Mausen, wenn diese

bereits durch einen weiteren Defekt im ,,Ipr-Gen,, vorbelastet sind.
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Abbildung 17: PTX3 und die Lymphoproliferation in B6lpr Miusen

A: Das Korpergewicht der beiden Mausstimme stieg iiber die Zeit gleichermafen an. Daten sind Mittelwerte +
SEM von mindestens 18 Miusen pro Gruppe.

B: Im Alter von 6 Monaten zeigten die B6lpr Ptx3-/- Miuse im Vergleich zu den B6lpr Miusen eine
Splenomegalie sowie eine Hyperplasie der zervikalen Lymphknoten (LK) auf. Bei den quantitativen Daten
handelt es sich um das Gewicht von Mittelwerten + SEM von mindestens 18 Miusen pro Gruppe, *p<0,05 gegen
BoOlpr Méuse.
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Da das Fehlen von PTX3 mit einer verschlechterten Clearance apoptotischer Zellen
einherging, und es in den B6lpr Ptx3-/- Miusen zu einer Lymphoproliferation mit
Splenomegalie kam, wurde mittels Annexin-V-FITC Kit der Anteil der lebenden,
apoptotischen und spitapoptotischen beziehungsweise nekrotischen Zellen in der Milz beider
Mausstimme untersucht. Hierbei zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Gesamtzahl
der apoptotischen Zellen (FITC+ PI+) in der Milz zwischen den beiden Genotypen. Der
Anteil der nekrotischen und spétapoptotischen Zellen unterschied sich ebenfalls nicht
zwischen den B6lpr und den B6lpr Ptx3-/- Mausen. Folglich ist das erhohte Gewicht der Milz
in den Ptx3-defizienten Maiusen nicht mit dem vermehrten Vorliegen abgestorbener

Korperzellen aufgrund der eingeschridnkten Clearance in der Milz assoziiert.
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Abbildung 18: Anteil der apoptotischen und nekrotischen Zellen der Milz

Die Splenozyten wurden wie unter 2.2.1.2 gewonnen und anschliefend erfolgte mittels FACS und einem
Annexin-V-FITC Detection Kit die Auswertung. Die Grafik zeigt den prozentualen Anteil der frithapoptotischen
(FITC+ und PI-), spitapoptotischen (FITC+ und PI+) und nekrotischen Zellen (FITC- und PI+) an der
Gesamtzellzahl. Die Daten reprisentieren Mittelwerte + SEM von mindestens 5 Méusen pro Genotyp.
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3.5 PTX3 unterdriickt spezifisch CD4/CD8 doppel-negative T-Zellen in
Bélpr/Ipr Miusen

Aufgrund der Entdeckung, dass ein Defizit von PTX3 mit einer verminderten Clearance
apoptotischer Zellen einhergeht, wurde folgende Hypothese aufgestellt. Die verldngerte
Exposition des Immunsystems mit korpereigenen toten Zellen geht mit einer vermehrten
Aktivierung von dendritischen Zellen und hierdurch zu einer Zunahme von vorhandenen
autoreaktiven Lymphozyten im Kontext des SLE, wie in E8-Mag oder DNAse 1-defizienten
Mausen, einher [125, 126]. Um diese Annahme zu iiberpriifen, wurde eine FACS Analyse der
nicht stimulierten CD11b+ dendritischen Zellen direkt nach Entnahme der Milz von
6 Monaten alten Miusen durchgefiihrt, um sowohl deren Zahl als auch deren Aktivitdt zu
erfassen. Wider Erwarten war die Anzahl der CD11c+/CD40+ dendritischen Zellen zwischen
den beiden Genotypen identisch. Auch die Anzahl der Monozyten, der CD11b+MHCII+
Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten war nicht unterschiedlich zwischen den beiden
Mausstimmen (Abb. 19A). In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung waren die
Plasmaspiegel von IL-12, was auf eine verstarkte Aktivitdt der dendritischen Zellen hindeuten
wiirde, durch die PTX3-Defizienz in den B6lpr Prx3-/- Mdiusen ebenfalls unveridndert
(Abb.19B). Allerdings war die Anzahl der CD4/CD8 doppelnegativen ,,autoreaktiven* T-
Zellen in den Ptx3 knockout-Miusen signifikant erhoht (Abb. 19C). Im Gegensatz hierzu war
die Anzahl der anderen T-Lymphozyten Populationen, wie CD3+, CD4+, CDS8+, und
CD4+CD25+ ,regulatorische® T-Zellen, zwischen den beiden Mausstammen vergleichbar.
Um auch die Funktionalitit der regulatorischen T-Zellen zu untersuchen, wurde neben den
CD4 und CD25 Antikorpern auch FoxP3 verwendet. Bei FoxP3 (forkhead box P3) handelt es
sich um ein Familienmitglied der Fox-Proteine, welches eine essentielle Rolle bei der
Entwicklung und Funktionalitdt der regulatorischen T-Zellen spielt. Bei SLE weisen diese
Zellen haufig eine relative Dysfunktionalitidt auf. Die Milzen der beiden Mausstdmme zeigten
allerdings keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl dieser Zellen. Jedoch schien es so,
als hitten die B6lpr Méuse tendenziell mehr CD4+CD25+FoxP3+ Zellen (Abb. 19D). Aus
diesen Untersuchungen der Zellpopulationen der Milz konnte gefolgert werden, dass PTX3
selektiv die Vermehrung von CD4-CDS8- doppelnegativen T-Zellen in B6lpr Méusen
unterdriickt und hierbei aber keinen Einfluss auf im Blut zirkulierende proinflammatorische

Zytokine wie IL-12 hat.
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Abbildung 19: PTX3 Mangel beeinflusst die T-Zellpopulationen in B6lpr Miusen

A: Monozyten, Neutrophile, CD11b+ und CD11c+ Zellen aus der Milz von B6lpr Ptx3-/- und B6lpr Méusen
wurden mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Weiterhin wurde die Expression der Oberflichenmarker
MHCII und CDA40 als Indikator fiir den Aktivitdtsgrad der dendritischen Zellen verwendet. Daten représentieren
Mittelwerte + SEM von mindestens 10 Méusen pro Gruppe.

B: Plasmaspiegel von IL-12p40 wurde bei 6 Monate alten Méusen beider Genotypen mittels ELISA evaluiert
und Daten mittels dot blot dargestellt.

C: Die Zusammensetzung der verschiedenen T-Zellsubpopulationen der Milz beider Genotypen wurde mittels
FACS im Alter von 6 Monaten analysiert.

D: Zur Uberpriifung der Funktionalitit zusitzliche Analyse der CD3+CD4+CD25+ Zellen mit FoxP3 mittels
FACS. Daten reprisentieren Mittelwerte + SEM von 8-14 Miusen pro Gruppe.
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3.6 PTX3 reguliert weder die B-Zell-Expansion noch die Autoantikorper-
Produktion in B6lpr Miusen

Homozygote B6lpr Miuse leiden unter einem autoimmunen Phénotyp aufgrund einer
einzelnen Mutation in einem ,Lupus“-Risikogen (lpr). Diese Genmutation bewirkt eine
verminderte Fas-induzierte Apoptose, die das Vorliegen von autoreaktiven B- und T-Zellen
zur Folge hat [114]. Typisch fiir B6lpr Miuse ist die spdte Ausbildung antinukleidrer
Antikorper, die unter anderem deshalb eine geringfiigigere Glomerulonephritis ausbilden. Um
die B-Zellpopulation sowie vorhandene AutoantikOrpern in den beiden Mausstimmen zu
vergleichen, wurden unter anderem Analysen der Milz mittels Durchflusszytometrie
durchgefiihrt. Diese zeigten keinerlei Unterschiede in der Anzahl der ausgereiften B-Zellen,
der follikuldren B-Zellen, der B-Zellen der Marginalzone sowie den Plasmazellen zwischen
den B6lpr Ptx3-/- und den B6lpr Miausen (Abb. 20A). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit
der Beobachtung, dass die IgM+ Plasmazell-Areale in der Milz beider Genotypen eine
vergleichbare GroBe hatten (Abb. 20B).

In Ubereinstimmung mit diesen Erkenntnissen zeigten die beiden Mausstimme ein
vergleichbares Ausmal} an Hypergammaglobulindmie. Die Hypergammaglobulindmie tritt im
Zuge des autoimmunen Geschehens aufgrund einer Expansion der IgG-Antikorper auf,
welche sich beispielsweise in der Vermehrung der y-Fraktion bei der Plasmaelektrophorese
demarkiert (Abb. 21A). Die Abwesenheit von PTX3 hatte nur einen geringen Effekt auf den
dsDNA Autoantikorperspiegel gemessen am IgGgesame, 12Gi1, 1gGon und IgGs. So waren
lediglich die IgG,, sowie die IgGs Fraktion in den Ptx3 knockout-Mdiusen signifikant
erniedrigt. Die Spezifitit der dSDNA- Autoantikorper wurde mittels des Crithidia luciliae-
Immunofluoreszenztest bestitigt. Verdiinnte Seren von B6lpr Ptx3-/- Miusen zeigten eine
vergleichbare Anbindung an die doppelstringige DNA des Flagellatenkinetoplasten zu den
verdiinnten Seren der BO6lpr Miusen. Weiterhin zeigte das Fehlen von PTX3 in Px3
knockout-Miusen keinen Effekt auf die Plasmaspiegel von anti-Smith IgG-, anti-UlsnRNP
IgG- und antinukleosom IgG-Antikorper sowie auf den Rheumafaktor im Vergleich zu den
B6lpr Méusen (Abb.21B). Zudem zeigten Ptx3-defiziente Wildtyp B6 Miuse bis in das Alter
von 12 Monaten keine Anzeichen einer spontanen Autoimmunitit (siehe auch 3.5), wie das
Vorliegen von Autoantikdrper gegen ANA, dsDNA oder RF. Folglich ist PTX3 nicht
notwendig fiir die Expansion von B- und Plasma-Zellen. Auch wird der iiberwiegende Anteil
der verschiedenen Autoantikorperproduktionen bei  Autoimmunerkrankungen nicht

ausschlaggebend durch PTX3 beeinflusst.
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Abbildung 20: PTX3 und B-Zelltypen in der Milz von B6lpr und B6lpr Ptx3-/- Méiusen

A: Durchflusszytometrie wurde verwendet um die Gesamtzahl verschiedener B-Zellsubpopulationen in der Milz
6 Monate alter B6lpr und B6lpr Pzx3-/- Méuse zu bestimmen. Die Grafik zeigt Daten von Mittelwerten + SEM
von 8-14 Miusen pro Gruppe.

B: Die Milzen derselben Miuse wurden zur Detektion von IgM angefidrbt um Plasmazellareale identifizieren zu
konnen. Bei den Histologieschnitten handelt es sich um représentative 100x vergroferte Ausschnitte fiir mind. 6
Maiusen pro Gruppe.

80



Ergebnisse

600 -

Il B6ipr Ptx3+/+

19G [Hg/ml] 1 B6lpr Ptx3-
500 4
400 1
300 -
200 4
100 -
0
Monate: 2 3 4 5 6
Nukleosom Smith RF U1snRNP
_ p=0,5
1.2 0.6- 0.9 ,_P-O’OG 071 —4
p=0,03 p=0,13 = @ .
1 o o
— 104 | ' 05 & o 06
£ [ o 0.74 05
(o] o RoN o
308 = o 04 y_° . . e o
IE b o 0.5 4 o 0.41 o
S 0.6 0.3 8 o .
g ° i g <+ 8 o3y 8
S 04 e ° 02 T 0.3 ! —
el 8 ° ) 021 ¢
< o 8 $ o
0.2 011 o 01 8
. 0.14 :
0.0- 0.0 0.0 0.0
B6lpr Ptx3  +/+ -/- +/+ -/- +/+ -/- +/+ -/-
antiDNA IgG antiDNA 1gG1 antiDNA IgG2a antiDNA 1gG3
1.2, p=04 1.2 1.2; 1.2
[ o
_ 1.04 ) o 1.01 p=0’3 1.01 1.01
= ' !
[ ] (o} [ )
3 08 —— o 08 0.8; 0.8
=,
o
§ 0.6 0.6 0.61 0.61
©
£ o 6
2 041 S o4f 8 041 0.41
0 ° o p=0,01
< . o p=0,04 —
0.21 0.21 ] 8 0.21 1 0.27
X 1
+ o
0.0- 0.0- 0.0 0.0
B6lpr Ptx3 +/+ -/- +/+ -/- +/+ -/- +/+ -/-

Abbildung 21: PTX3 und die humorale Immunantwort in Lupus in Bé6lpr und B6lpr Ptx3-/- Méusen
A:B6lpr und Ptx3-/-B6lpr Miusen wurde monatlich Blut abgenommen um den Plasmaspiegel von IgG-
Antikorpern bestimmen zu konnen. Daten repriasentieren Mittelwerte + SEM von mindestens 12 Miusen pro
Zeitpunkt und Gruppe.

B: dsDNA Autoantikorper und verschiedene weitere Lupusautoantikdrper wurden mittels ELISA aus Blutproben
von 6 Monate alten Miusen bestimmt und Daten als dot blot prisentiert. Signifikant unterschiedlich zwischen
den beiden Genotypen waren die antiDNA IgG,, sowie die IgG; Autoantikorper. Daten zeigen Maus-Seren von
mindestens 6 Miusen pro Gruppe.
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3.7 PTX3 unterdriickt das Ausmaf} der autoimmunen Lungen-, nicht aber

der Nierenschidigung in B6lpr Miusen

Systemischer Lupus erythematodes geht mit einer mild bis schwer verlaufenden
Gewebeschiddigung einher [1]. B6lpr Miuse entwickeln keine stark ausgeprigte,
autoimmunbedingte Gewebeschidigung. Allerdings weisen diese Tiere im Alter von 6
Monaten eine Glomerulonephritis auf [114]. Histologische Analysen der Lungen 6 Monate
alter B6lpr Ptx3-/- zeigten in der PAS Firbung eine signifikant stirkere Lungenschiadigung im
Vergleich zu den B6lpr Miusen (Abb. 22A und 23). Besonders auffillig hierbei waren die
stark ausgeprigten peribronchialen und perivaskulidren Infiltrate. Um diese Lungenschidigung
sowie die Infiltrate des Lungengewebes in den Ptx3 knockout-Méausen nidher zu
charakterisieren wurden Spezialfarbungen fiir CD3+ T-Zellen, Mac2+ Makrophagen und
neutrophile Granulozyten angefertigt (Abb. 23). In diesen Schnitten zeigten sich in
Ubereinstimmung zu der stirker ausgepriigten Schidigung eine signifikant erhohte Anzahl
aller 3 Zellpopulationen, welche in den histologisch gesunden Lungen der B6lpr Miusen nicht

zu beobachten waren (Abb. 22B).

A B
I B6lpr Pix3+/+ Il B6Ipr Pix3+/+
1 B6lpr Ptx3-/- 1 B6lpr Ptx3-+-
2.0 300 200 100, * %
* S X k% |
= *
] bt I |

15 g
S 200
%
o |

1.0 L: 100 50
0
2 100

0.5 &
e
@©
N
S

0.0 = 0 0 0

Lungen Score Neutrophile Makrophagen CD3+

Abbildung 22: Quantitative Auswertung der Lungenschidigung in den beiden Mausstimmen

A: Die PAS Schnitte der Lunge wurden nach Schweregrad 0-4, je nach Ausmall der peribronchialen und
interstitiellen Inflammation, wie unter 2.2.3.2 beschrieben, bewertet. Daten repridsentieren Mittelwerte + SEM
von mindestens 8-12 Miausen pro Gruppe.

B: Quantitative Auswertung der positiv angefarbten CD3+ Lymphozyten, Mac-2 Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten. Daten reprisentieren Mittelwerte =+ SEM von mindestens 8-12 Méiusen pro Gruppe, *p<0,05,
*#p<0,01, ***p<0,001 gegeniiber B6lpr Miusen.
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Da PTX3 iiber die Interaktion mit P-Selectin die Einwanderung von Leukozyten in die Lunge
hemmt [112], wurde die mRNA Expression der Adhdsionsmolekiile P-Selectin, E-Selectin, L-
Selectin, PECAM sowie des Chemokins IP10 und des Chemokinrezeptor Cxcr3 in den
Lungen beider Mausstaimmen verglichen. Die Abwesenheit von PTX3 war assoziiert mit einer
erhohten mRNA Expression von P-Selectin und E-Selectin, aber einer gleichbleibenden
Expression von L-Selectin, PECAM, IP10 und CXCR3 in den Lungen 6 Monate alter B6lpr
Miuse (Abb. 24A). In Ubereinstimmung zu den mRNA Daten war auch die Proteinexpression
von P-Selectin in den Lungen der Ptx3 knockout-Miuse sowohl in der histologischen
Anfiarbung (Abb. 24B) als auch in den Western blot Analysen erhoht (Abb. 24C).

Um die Organ-spezifische Wirkungsweise von PTX3 weiter zu charakterisieren wurde primér
die Nierenhistologie beider Mausstimme untersucht. Hierbei zeigten sich weder in der PAS
noch in der Komplement-C9-Fiarbung signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Mausstimmen (Abb. 25A/B). Auch die Funktionalitit der Nieren, gemessen am Serum
Albumin/Kreatinin-Quotienten, unterschied sich nicht zwischen den beiden Genotypen
(Abb. 25C). Zudem konnte beobachtet werden, dass die mRNA Expression von P- und
E-Selectin zwischen den B6lpr und den B6lpr Ptx3-/- Miusen, welche sich in der Lunge
signifikant unterschied, nicht relevant veridndert hatte (Abb. 25D). Um eine mogliche
verstirkte Infiltration der Niere der Prx3-defizienten Mdiusen durch Leukozyten
auszuschliefen, wurden die Nieren zudem noch immunhistologisch auf neutrophile
Granulozyten, Makrophagen sowie CD3+ T-Lymphozyten angefarbt. Doch auch hier konnte
die in der Lunge verstirkt beobachtete Infiltration in das Gewebe durch den PTX3-Mangel
nicht festgestellt werden (Abb. 26).

Abschlielend lédsst sich aus diesen Observationen schlussfolgern, dass das PTX3 Protein
B6lpr Miuse vor autoimmun bedingter Lungenschiddigung, aber nicht vor der Lupus-

bedingten Nephritis schiitzt.
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Abbildung 24: Genexpression in den geschiidigten Lungen der B6lpr Ptx3-/- Miuse

A: RNA wurde aus den Lungen 6 Monate alter B6lpr und B6lpr Pzx3-/- Miuse gewonnen und eine RT-PCR
durchgefiihrt. Daten stellen Mittelwerte von mindestens 5 Méusen aus dem Verhiltnis der spezifischen mRNA
gegeniiber der 18S rRNA + SEM dar, *p<0,05 gegeniiber den B6lpr Méusen.

B: Die Lungenschnitte wurden mittels Antikdrper gegen Selectin-P angefirbt. Bildausschnitte sind 100x
vergroflert und reprisentativ fiir mindestens 12 Méuse pro Gruppe.

C: Proteinproben wurden aus den Lungen 6 Monate alter B6lpr Ptx3-/- und B6lpr Miusen gewonnen. Selectin-P
Western Blot stellt die quantitative (20ug Proteinladung pro well) Proteinexpression von Selectin-P in der Lunge
dar. Das Histogramm zeigt das Verhiltnis der Selectin-P Expression zur Expression der B-actin Kontrolle.

Daten reprisentieren Mittelwerte £ SEM von drei voneinander unabhingigen Experimenten.
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Abbildung 25: PTX3 und Lupusnephritis in B6lpr Miusen

A: Nierenschnitte wurden mit PAS und Komplement C9 Firbung angefirbt. Bildausschnitt ist 400x vergroBert
und reprisentativ fiir mindestens 12 bzw. 5 Miuse pro Gruppe.

B: Die einzelnen Nierenschnitte wurden mit Hilfe des Lupusaktivititsindexes (0-24) bewertet und
zusammengefasst, wie in den Methoden unter (2.2.3.2) beschrieben. Daten reprisentieren Mittelwerte + SEM
von mindestens 8-12 Miausen pro Gruppe.

C: Das Verhiltnis der Albumin-/Kreatinin-Konzentrationen wurde im Alter von 6 Monate aus dem Urin der
beiden Mausstimme als funktioneller Marker fiir den glomeruliren Schaden bestimmt. Die
Albuminkonzentration wurde mittels ELISA, die Kreatininkonzentration colorimetrisch bestimmt.

D: Die renale P- und E-Selectin mRNA-Expression wurde mittels RT-PCR bestimmt. Daten stellen Mittelwerte
von 12 Miusen je Gruppe aus dem Verhiltnis der spezifischen mRNA gegen die der 18S rRNA + SEM dar.
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Abbildung 26: Immunbhistologische Firbung der Nieren der B6lpr und B6lpr Ptx3-/- Miéuse

Nierenschnitte wurden auf neutrophile Granulozyten, Mac-2 Makrophagen und CD3+ T-Lymphozyten geférbt
und bei 100x Vergroerung quantitativ ausgezihlt. Daten stellen Mittelwerte + SEM von mindestens 12 Miusen
pro Gruppe dar.
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4 Diskussion

Das lange Pentraxin PTX3 wird im Gegensatz zu den durch die Leber produzierten
systemischen kurzen Pentraxinen (CRP und SAP) lokal nach Stimulation mit
inflammatorischen Stimuli in verschiedenen Geweben durch eine Vielzahl von Zelltypen
produziert. PTX3 hat, dhnlich wie die kurzen Pentraxine, als Akut-Phase-Protein zahlreiche
regulatorische Funktionen im angeborenen Immunsystem. So moduliert es die Opsonierung
von Pathogenen sowie von abgestorbenen Zellen, aktiviert und moduliert das
Komplementsystem und beeinflusst die Rekrutierung von Leukozyten in entziindetes
Gewebe. Das Fehlen der kurzen Pentraxine kann durch die dann eingeschrinkte Clearance
apoptotischer Zellen und der dadurch stattfindenden Exposition des Immunsystems mit
nukledren Antigenen zur Ausbildung einer Autoimmunerkrankung, wie dem systemischen
Lupus erythematodes, fiithren [7, 8]. PTX3 beeinflusst aber ebenfalls die Phagozytose von
apoptotischen Zellmaterial. Da all diese Funktionen eine entscheidende Rolle bei der
Pathogenese = von  Autoimmunerkrankungen und der dadurch resultierenden
Gewebeschiddigung spielen [127], wurde vermutetet, dass PTX3 die systemische
Autoimmunitidt entscheidend beeinflusst. Entweder unterdriickt PTX3 eine Autoimmunitét
iiber eine verbesserte Clearance apoptotischer Zellen oder PTX3 fordert die Entstehung einer
Autoimmunitét aufgrund seiner proinflammatorischen Wirkungen.

Um diese Annahme zu iiberpriifen wurden Ptx3 knockout-Miuse in den genetischen
Hintergrund der B6lpr Méiuse eingekreuzt. Diese leiden unter einer Autoimmunerkrankung,
die mit dem humanen SLE vergleichbar ist.

Die gewonnenen Daten zeigen, dass die Entstehung des SLE weitestgehend unabhéngig von
PTX3 ist, aber das Ausmall der autoimmunen Lungenschiddigung entscheidend von dem

langen PTX3 bestimmt wird.
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4.1 Die Bedeutung der Apoptose in der Pathogenese

Das Akut-Phase Protein PTX3 wird lokal vor allem durch Leukozyten unter
inflammatorischen Umstidnden produziert. PTX3 hat zum einen proinflammatorische
Funktionen, u.a. durch die Aktivierung des Komplementsystems, zum anderen hat PTX3 auch
zahlreiche Immunsystem modulierende und limitierende Funktionen. So interagiert PTX3 mit
dem Komplementfaktor C1q und beeinflusst so die Phagozytose apoptotischer Zellen je nach
Umgebungsmilieu [97]. Drei Studien zeigten iibereinstimmend, dass gelostes PTX3 die
Kapazitit kultivierter Makrophagen und dendritischer Zellen zur Phagozytose apoptotischer
Zellen schmilert. Durch diese Beobachtung schlossen die Autoren auf einen kontriren Effekt
des langen Pentraxins PTX3 bei der Opsonierung toter Zellen im Vergleich zu den kurzen
Pentraxinen, welche die Opsonierung und dadurch die Entfernung jener Zellen beschleunigen
[104, 128, 129]. FEine neuere Studie beschrieb einen gegenteiligen Effekt von
membrangebundenem PTX3 an apoptotischen neutrophilen Zellen. Hiernach sei PTX3 eine
Art ,eat me*“ Signal, welches die phagozytotische Entfernung toter Zellen durch
Makrophagen beschleunige [100] und hierdurch einen vergleichbaren Effekt wie die kurzen
Pentraxine habe.

Um diesen Sachverhalt zu kldren wurde ein in vivo Phagozytose Assay in Ptx3-defizienten
und Wildtyp-Maiusen durchgefiihrt. Die Ergebnisse, in dem durchgefiihrtem Versuch stimmen
mit der Annahme der neueren Studie {iberein und zeigten das PTX3 eine rasche Clearance
apoptotischer T-Zellen durch peritoneale Makrophagen fordert.

Die multifaktorielle Genese des SLE erschwert eine Identifikation der einzelnen exakt
zugrunde liegenden Pathomechanismen. Bekannt ist allerdings, dass das vermehrte Anfallen
von abgestorbenen Korperzellen oder die gestorte Entfernung dieser Zelltriimer einen
wichtigen Anteil an der Krankheitsentstehung haben. Falls keine ausreichende Clearance
stattfindet oder die Apoptosemechanismen gestort sind kommt es zu einer vermehrten
Phagozytose dieser Zelltriimer durch Antigen-Prisentierende Zellen (APC). Diese APC
wiederum schiitten proinflammatorische Zytokine aus und initiieren hierdurch eine
Entziindungsreaktion. Ein Beispiel fiir diesen Pathomechanismus ist unter anderem der
homozygote Mangel des Komplementfaktors Cl1q. Durch den Wegfall der oppsonierenden
Wirkung von Clq kommt es zu einer verschlechterten Clearance apoptotischer Zellen und in
90% der Fille dadurch zur Ausbildung eines SLE [5, 6]. Auch das Fehlen der kurzen

Pentraxine CRP und SAP kann durch eine eingeschrinkte Clearance apoptotischer Zellen zur
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Auspriagung einer Autoimmunerkrankung wie dem systemischen Lupus erythematodes fithren
[7, 8]. Neben diesen extrazelluliren Faktoren einer raschen Entfernung abgestorbener
Korperzellen ist auch die Degradation von anfallender DNA von entscheidender Bedeutung
um die Entstehung autoimmuner Erkrankungen zu verhindern. Eine Schliisselrolle kommt
hier den DNasen zu. DNase II, welche sich in den Lysosomen von Phagozyten befindet ist fiir
die Verdauung der aufgenommenen DNA verantwortlich. Fehlt dieses Enzym oder ist es
defekt, kommt es zu einer Akkumulation von Einschlusskérperchen mit unverdauter DNA in
den Phagozyten der betroffenen Méuse [130]. Kommt es nun zusitzlich zu einer verminderten
Aktivitat weiterer intrazelluldirer DNasen, dann zeigen die Méause einen vermehrten Spiegel
proinflammatorischer Zytokine sowie eine gestorte Thymusentwicklung [131]. Noch
deutlicher wird die entscheidende Rolle der Degradation der DNA im Fall der DNase 1. Die
DNase I liegt im Serum vor und ist essentiell fiir die Entfernung von anfallender DNA im
Blutkreislauf. DNase I-defiziente Maéiuse zeigen einen Lupus-dhnlichen Phédnotyp mit
Glomerulonephritis sowie antinukledren Antikorpern auf [126]. Diese Erkenntnisse zeigen,
dass Storungen in der Apoptose der Zellen als auch in deren effektiven Entfernung und
Verdauung zur Entstehung von Autoimmunerkrankungen fiihren kann und daher eine richtige
Balance zwischen proapoptotischen und antiapoptotischen Mechanismen essentiell fiir die
Homdostase des Korpers ist [132].

Folglich liegt der Verdacht nahe, dass es durch das Fehlen von PTX3, dhnlich wie bei den
kurzen Pentraxinen, iiber eine verschlechterte Clearance apoptotischer Zellen zur Ausbildung
einer Autoimmunerkrankung kommen kann.

Allerdings zeigten die beobachteten Prx3-defizienten B6 Miuse keinerlei Anzeichen einer
spontanen Autoimmunitit. Weder die Uberlebenskurve, das Korpergewicht noch die Haut
zeigten Auffilligkeiten im Vergleich zu den B6 Tieren. Auch eine Beurteilung der Grofle und
des Gewichts der Lymphknoten sowie der Milzen beider Mausstimme zeigte keinen
Phinotyp. Da PTX3 neben seinen Funktionen in der Inflammation und dem angeborenen
Immunsystem auch fiir die extrazellulire Matrixorganisation essentiell ist, waren homozygote
Ptx3  knockout-Weibchen aufgrund der gestorten Cumulusmatrixorganisation in
Ubereinstimmung mit der Literatur unfruchtbar [108]. Daher wurden heterozygote Weibchen
mit homozygoten Minnchen verpaart um homozygote Ptx3-/- Mause zu generieren. Das
alleinige Fehlen von PTX3 scheint somit nicht ausreichend fiir die Ausbildung einer
Autoimmunerkrankung zu sein.

Um die Bedingungen zu untersuchen, die eine vermehrte Produktion von PTX3 induzieren,

wurden in-vitro Stimulationsexperimente mit TLR-Agonisten an gewonnenen Splenozyten
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durchgefiihrt. Mehrere Studien zeigten, dass TLR-signaling, vor allem TLR7 und -9 eine
Schliisselrolle in der Pathogenese des SLE spielt. Durch die Aktivierung der TLR kommt es
zu einer vermehrten Interferonproduktion sowie einem vermehrtem Vorliegen von
proinflammatorischen Zytokinen, die die Entwicklung eines SLE beschleunigen. So fiihrt eine
Uberexpression von TLR7, der durch einzelstringige RNA aktiviert wird, zu einer Lupus-
dhnlichen Autoimmunerkrankungen in Méusen [133, 134]. Die Rolle von TLR9Y, der durch
DNA aktiviert wird, in der Pathogenese des SLE erscheint komplexer im Vergleich zu TLR7.
Eine Uberexpression von TLRY wirkt iiber das vermehrte Vorliegen proinflammatorischer
Zytokine ebenfalls krankheitsfordernd [73]. Uberraschenderweise wurde die Ptx3-m-RNA
nicht, beziehungsweise kaum vermehrt exprimiert nach Exposition mit Antigenen wie
Imiquimod als TLR7 und CpG-DNA als TLR9 Agonist. Vielmehr fiihrte die Exposition der
Splenozyten mit LPS, dem Bestandteil der bakteriellen Zellmembran, zu einer vermehrten
Ptx3 m-RNA Expression. Folglich scheinen die beim Phagozytose assay beobachteten
erhohten PTX3-Spiegel in der Peritoneallavage vor allem durch das Vorliegen der
apoptotischen Zellen bedingt zu sein und nicht durch das TLR-signaling. Somit wird PTX3
durch das Vorliegen von apoptotischen Zellen vermehrt exprimiert und limitiert iiber eine
verbesserte Clearance apoptotischer Zellen die Ingestion der Zelltrimer durch Antigen-

prasentierenden Zellen und damit verbunden auch eine Entziindungsreaktion.

4.2 Die Rolle von PTX3 im Krankheitsverlauf

Um den genauen Einfluss von PTX3 bei der Entstehung von SLE zu iiberpriifen wurde die
Entscheidung getroffen, die Expression von PTX3 im Krankheitsverlauf in den einzelnen
Organen sowie im Blut zu untersuchen. Hierfiir wurden B6lpr Miuse verwendet, die aufgrund
einer gestorten Apoptose, bedingt durch eine Mutation in dem Fas/CD95/Apo-1 Rezeptor, ein
mildes genetisch bedingtes Autoimmunsyndrom, welches dem Verlauf des SLE &hnelt,
entwickeln [113].

Die erhobenen Daten zeigen, dass die Expression von PTX3 mRNA in den Organen 6
Wochen alter B6lpr Maéuse vor allem im Knochenmark stattfand. Zudem zeigten
typischerweise durch SLE betroffene Organe wie die Niere und die Lunge sowie die Milz und
die Lymphknoten der Mdiuse Organ-spezifisch grole Unterschiede. Wihrend die mRNA

vermehrt in der Lunge, Milz und im Herz exprimiert war, zeigten die Nieren und auch die
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Harnblase eine sehr geringe Expression. Die Proteinexpression nahm im Zeitverlauf in der
Milz und Niere ab, obwohl die systemische Autoimmunitédt zunahm. Diese Beobachtung steht
in Ubereinstimmung mit dem sinkenden PTX3 Plasmaspiegel wihrend des
Krankheitsverlaufes. Interessanterweise nahm die PTX3 Protein Expression in der Lunge im
Krankheitsverlauf zu. Diese Daten suggerieren, dass eine lokale Produktion in den einzelnen
Organen fiir das Vorliegen von PTX3 entscheidend ist. Aufgrund dieser Erkenntnisse liegt der
Schluss nahe, dass PTX3 nicht nur die Pathogenese des SLE beeinflusst sondern auch Organ-
spezifische pathogenetische Wirkungen hat.

In den genetischen Hintergrund der B6lpr Mause wurden Ptx3 knockout-Tiere eingekreuzt.
Der B6lpr Hintergrund wurde ausgewihlt, da andere gut untersuchte Mausstimme, welche
einen spontanen Lupus entwickeln, wie die New Zealand Black/White hybrid Stimme, der
MRLIpr Stamm sowie der BXSB Stamm einen stirkeren Phénotyp entwickeln als B6lpr
Miuse und die Vermutung bestand, dass es in den Px3-/-B6lpr Méusen aufgrund der
verschlechterten Clearance apoptotischer Zellen zu einem aggravierten SLE kommit.
Uberraschenderweise wiesen die Uberlebenskurve und das Korpergewicht der B6lpr Ptx3-/-
und der B6lpr Kontrollmiuse keine Unterschiede auf. Auch entwickelten die B6lpr Ptx3-/-
Tiere keine Hautaufilligkeiten, welche bei aggraviertem SLE gehduft auftreten. Allerdings
zeigten diese Miuse eine vermehrte Lymphoproliferation gemessen am Gewicht und der
GroBe der Lymphknoten sowie der Milz. Der Anteil der apoptotischen und nekrotischen
Zellen in der Milz blieb trotz der verschlechterten Clearance apoptotischer Zellen zwischen
beiden Genotypen unverdndert. Somit scheint die MilzvergroBerung nicht durch diesen
Mechanismus erkldrbar zu sein. Die Tatsache, dass weiterhin sowohl die Uberlebenskurve als
auch die Haut keine Auffilligkeiten in den B6lpr Ptx3-/- Méusen zeigte, spricht fiir einen eher
geringen Einfluss von PTX3 auf die systemische Autoimmunitit.

Die Ipr-Mutation induziert Autoimmunitit durch eine Verhinderung der Fas-vermittelten
Apoptose unreifer und potentiell autoreaktiver T-Lymphozyten [114]. Als Folge hiervon
kommt es zu einer Akkumulation von CD4 und CDS8 negativen T-Lymphozyten, welche
vermehrt {iber eine sekundidre Nekrose zugrunde gehen. Durch diese sekundére Nekrose wird
die Exposition der Phagozyten und Antigen-prisentierenden Zellen mit potentiellen
Lupusautoantigenen erhoht, was pathognomonisch fiir die Ausbildung einer autoimmunen
Erkrankung ist [114, 135]. In deren Folge kommt es durch diese Zellen zu einer vermehrten
Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine, die eine durch T-Zellen vermittelte
autoreaktive B-Zell-Expansion mit einer Autoantikorperproduktion gegen korpereigene

Strukturen wie beispielsweise doppelstrangige DNA bewirken [136, 137].
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Die gewonnenen Daten belegen eindeutig, dass das Fehlen von PTX3 mit einer zusétzlichen
Expansion der CD4/CD8 negativen T-Lymphozytenpopulation in B6lpr Miusen einhergeht.
Uber welche Mechanismen PTX3 Einfluss auf die CD4 und CD8 negative Zellpopulation
nimmt ist weniger klar. Wie bereits oben erwéhnt ist der Einfluss von PTX3 auf die Kapazitit
der Phagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen und dendritischen Zellen bisher in
der Literatur widerspriichlich beschrieben [100, 104, 128, 129]. Der durchgefiihrte in-vivo
Phagozytose assay zeigte, dass das Fehlen von PTX3 mit einer verminderten Clearance
apoptotischer Zellen einhergeht. Dadurch konnte die rasche Entfernung toten Zellmaterials
ein entscheidender Beitrag bei der Vorenthaltung von Autoantigenen gegeniiber dendritischen
Zellen sein und dadurch eine Aktivierung autoreaktiver T-Zellen vermeiden. Vice versa
konnte eine verminderte Clearance apoptotischer Zellen durch Makrophagen, bedingt durch
das Fehlen von PTX3, eine Erklarung fiir die Expansion der CD4/8 negativen T-Lymphozyten
in dieser Studie sein. Erwidhnenswert ist, dass die Anzahl von CD4/8 negativen Zellen oder
thr Verhiltnis zu CD4/CD25/FoxP3 regulatorischen T-Zellen als stellvertretender Indikator
fir autoimmune Prozesse im experimentalen Lupus dienen [138, 139]. Neben der
T-Zellpopulation ist fiir den SLE vor allem die erhohte Menge typischer Autoantikorper, die
die Plasmazellen produzieren, kennzeichnend. Allerdings zeigten die B-Zell-Populationen der
Milz keine relevanten Unterschiede zwischen den beiden Genotypen auf. In Ubereinstimmung
mit diesem Ergebnis war auch das Ausmafl der Hypergammaglobulindmie sowie das
Vorliegen der einzelnen Autoantikorpern in den beiden Genotypen vergleichbar. Auch
weitere Leukozytenpopulationen wie die neutrophilen Granulozyten, Monozyten und
dendritische Zellen zeigten keinen Unterschied zwischen den beiden Mausstimmen auf.
Folglich fand in dieser Studie eine isolierte Expansion der CD4/8 doppelnegativen T-Zellen
statt ohne die typisch vermehrte Expression von Lupus Autoantikdrpern. Dies steht im
Einklang mit der Vermutung, dass PTX3 nur einen geringen Einfluss auf die systemische

Autoimmunitét hat.
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4.3 Die Bedeutung von PTX3 bei der Organ-spezifischen Gewebe-
Schidigung

Typisch fiir Autoimmunerkrankungen wie dem SLE ist ein systemischer Befall von
Bindegewebe und Blutgefilen durch die Ablagerung von Immunkomplexen. Dadurch
entwickelt sich eine Entziindung des Gewebes mit den klinischen Entziindungszeichen und
langfristig kommt zu einer Zerstorung mit Funktionsverlust [1]. Neben dem Vorliegen
unspezifischer Entziindungszeichen und einer Lymphoproliferation kommt es im Rahmen
eines SLE auch zu dem typischen Vorliegen verschiedener Autoantikdrper, welche durch ihre
Ablagerungen den Organismus schidigen. Das Wissen um die Organ-spezifischen
Pathomechanismen des systemischen Lupus erythematodes ist bisher limitiert und diese sind
nicht ausreichend erforscht.

Daher wurde das Ausmal} der Organ-spezifischen Schiadigung der Niere, da die Niere ein
typischerweise vom SLE betroffenes Organ ist, und der Lunge, aufgrund der beobachteten
zunehmenden PTX3 Proteinexpression in den B6lpr Ptx3-/- und B6lpr Méausen, untersucht.
Interstitielle oder alveoldre Lungenerkrankungen sind ein eher seltenes Krankheitsbild bei
Menschen. Typischerweise konnen solche Erkrankungen durch die Inhalation toxischer
Noxen (Stdube, Chemikalien), im Rahmen von Systemerkrankungen (Kollagenosen,
Vaskulitiden und Sarkoidose) sowie als Raritét bei verschiedenen Krankheitsbildern mit nicht
vollstiandiger geklarter Genese (u.a. Alveolarproteinose, Microlithiasis alveolaris pulmonum)
auftreten [140, 141]. Eine Lungenschidigung liegt normalerweise in 6 Monate alten B6lpr
Miusen nicht vor. Bet MRLIpr Mausen hingegen, welche im Vergleich zu B6lpr Miusen
starker unter autoimmuner Gewebeschddigung leiden, sind diese Lungenschidigungen im
Alter von 6 Monaten typischerweise bereits ausgepriagt und auch bekannt [118].
Nierenerkrankungen bei Miusen mit Autoimmunerkrankungen und humanen Lupus-Patienten
entstehen hauptsidchlich durch Immunkomplex-Erkrankungen und sind abhingig von der
Komplementaktivierung und Makrophagen-Rekrutierung in den Glomerula [142]. Im
Gegensatz hierzu konnten andere Arbeitsgruppen zeigen, dass die Lungenerkrankung in
MRLIpr Miusen vor allem iiber eine Rekrutierung von CXCR3 positiven T-Zellen, eine
Sekretion von CXCLI10 [143], der endothelialen Selectinexpression [144], sowie dem
interzelluldren Adhésionsmolekiil-1 (ICAM-1) [145], vermittelt ist. Des Weiteren scheint
TNF-a, ein entscheidender Mediator in der Lungenschdadigung im experimentalen Lupus

darzustellen [146, 147]. Weiterhin unterscheidet sich der Pathomechanismus der
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autoimmunen Lungen- und Nierenschidigung durch das zuvor erwidhnte ICAM-1. Bei ICAM-
1 handelt es sich um ein interzellulidres transmembrandses Adhisionsmolekiil, welches auch
als CD54 bekannt ist, und auf Endothelzellen als auch auf Leukozyten dauerhaft in geringer
Konzentration exprimiert wird. Nach Kontakt mit proinflammatorischen Zytokinen, wie
Interleukin-1 oder TNF-a, kommt es zu einer vermehrten Expression von ICAM-1, welches
die Migration von Leukozyten aus der Zirkulation ins Gewebe vermittelt. Ein Defizit von
ICAM-1, oder das Vorhandensein von TNF-a-Antagonisten schiitzt MRLIpr Miuse vor
Lungen-, nicht aber vor Nierenschidigung im Rahmen ihrer Lupus-Erkrankung [145, 147].
Ein weiterer Unterschied in der Organ-spezifischen Pathogenese besteht darin, dass Selectin-P
nur im Lungengewebe, nicht aber im Nierengewebe, nach Stimulation mit LPS [144] oder,
wie durch die hier vorliegenden Ergebnisse gezeigt, durch SLE, induziert wird. Diese
letztgenannte Erkenntnis ist von besonderem Interesse, da PTX3 vor kurzem als endogener P-
Selectin Inhibitor identifiziert worden ist. Durch die Hemmung des Selectin-P durch PTX3
kommt es zu einer verminderten Leukozyteninfiltration in die Lunge [148]. Daher wurde die
MutmaBung aufgestellt, dass die Organ-spezifische Schidigung, hervorgerufen durch den
SLE in Ptx3-defizienten B6lpr Miusen, aufgrund des Wegfalls des hemmenden Einflusses
von PTX3 auf die Selectin-P vermittelte Leukozyteninfiltration, stiarker ausgepragt ist.

Uberraschenderweise beeinflusste das Fehlen von PTX3 die systemische Autoimmunitit in
B6lpr Méusen nur marginal. Vielmehr bestand der Unterschied im Vorhandensein von PTX3
besonders auf Organ-spezifischer Ebene. Der Mangel von PTX3 in Ptx3-defizienten Miusen,
zeigte vor allem eine beschleunigte Entstehung der autoimmunen Lungenschiddigungen,
obgleich nicht in der Niere. Dies deckt sich mit der Vermutung, dass in der Lunge die
Gewebeschiddigung vor allem durch den Wegfall des hemmenden Einflusses von PTX3 auf
die Selectin-P vermittelte Leukozyteninfiltration bedingt ist, wihrend die Nierenschiddigung
meist durch die, hier nicht vermehrten, Immunkomplexe bedingt ist. Die peribronchialen und
perivaskuldren Lymphozyteninfiltrate, welche in B6lpr Prx3-/- entdeckt werden konnten,
waren vergleichbar mit denen in MRLIpr Méusen sowie in B6lpr Méiusen mit akzelerierten

Lupus [149].
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4.4 Schlussfolgerung, Limitationen und Ausblick

Zusammenfassend kann also festhalten werden, dass das lange Pentraxin PTX3 notwendig fiir
die Unterdriickung einer Lungenschidigung im Rahmen einer systemischen Autoimmunitit
ist. Ursache hierfiir ist am ehesten die Hemmung von Selectin-P durch PTX3. Durch die
Interaktion zwischen PTX3 wund Selectin-P wird dessen Anbindung an P-Selectin-
Glykoprotein-1 (PSG-1), welches sich auf der Oberfliche von Leukozyten befindet,
verhindert [148]. Hierdurch kommt es unter inflammatorischen Umstinden zu einer
geringeren Leukozyteninfiltration in der Anwesenheit von PTX3 an den Ort des Geschehens.
Somit stellt PTX3 einen negativen Riickkopplungsmechanismus bei Entziindungen dar, da
dieses Akut-Phase-Protein vermehrt unter inflammatorischen Umstinden produziert wird,
aber gleichzeitig eine weitere Inflammation durch die Infiltration von Leukozyten limitiert.
Dieser Prozess ist Organ-spezifisch, da das Fehlen von PTX3 keinen Einfluss auf die
Auspriagung der Schadigung weiterer Organe, wie der Lupusnephritis, in B6lpr Méusen hatte.
Zudem hatte das Fehlen von PTX3 keinen Einfluss auf das Vorliegen und die Hohe der
systemischen Autoantikorper.

Weiterhin ist PTX3 essentiell fiir die rasche und effektive Clearance von apoptotischen
Zelltriimern durch Makrophagen. Hierdurch verhindert PTX3 eine Ingestion der Triimmer
durch Antigen-prisentierende dendritische Zellen in deren Folge es zu Prisentation von
Autoantigenen kommt. Somit hemmt PTX3 die Expansion der CD4 und CDS8
doppelnegativen ,autoreaktiven” T-Lymphozyten. Diese Resultate ergidnzen vorherige
Erkenntnisse, welche bereits Organ-spezifische Pathomechanismen bei der Entstehung und
Auspriagung der einzelnen Organmanifestationen beim systemischen Lupus erythematodes
dokumentierten.

Ob und wie genau diese Daten von PTX3 im Kontext des SLE auch auf den Menschen
ibertragbar sind bleibt abzuwarten. Zudem muss beriicksichtigt werden, dass es fiir den
systemischen Lupus erythematodes nicht einen einzelnen Gendefekt gibt der in allen
Patienten vorliegt und ursdchlich fiir das Krankheitsgeschehen ist. Vielmehr gibt es eine
Vielzahl verschiedener moglicher Gendefekte die einen systemischen Lupus in ihrer
Kombination bedingen konnen. In dieser Arbeit wurde mit einem monogenetischen Ausloser
fir ein Lupusmodell in Miusen gearbeitet. Auch war die Dauer der Beobachtung der

Versuchstiere auf 6 Monate limitiert was weitere Langzeiteffekte eventuell maskieren konnte.
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Zusitzlich wire es nun interessant noch zu untersuchen, ob eine loss-of-function Mutation des
Ptx3-Gens auch ein genetischer Risikofaktor fiir die pulmonale Beteiligung beim
systemischen Lupus erythematodes beim Menschen darstellt. Sollte dies der Fall sein, konnte
die Lungenschiadigung und -symptomatik in Lupus-Patienten durch eine Gabe von
rekombinantem PTX3 oder anderen PTX3-Agonisten vermutlich spezifisch, bei geringen

Nebenwirkungen, verbessert werden.
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Zusammenfassung

S Zusammenfassung

Der SLE ist eine Autoimmunerkrankung aus der Gruppe der Kollagenosen, in deren Verlauf
es durch einen Toleranzverlust zu einer félschlichen Antwort des Immunsystems auf
korpereigene Strukturen kommt. Das lange Pentraxin PTX3 ist ein inflammatorisches Akut-
Phase-Protein und hat zahlreiche Funktionen im angeborenen Immunsystem. Um den Einfluss
von PTX3 auf den SLE zu untersuchen, wurden B6lpr Miuse verwendet, welche unter einem
mit dem SLE vergleichbaren milden Autoimmunsyndrom leiden. In diese Miuse wurde eine
Ptx3-Defizienz eingekreuzt. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass PTX3 die systemische
Autoimmunitidt entscheidend beeinflusst: Entweder fithrt PTX3 zu einer Aggravation der
Klinik durch seine proinflammatorische Wirkung oder PTX3 hemmt die Krankheitsintensitit
iiber seine Steigerung der Phagozytose sowie die Hemmung der Selectin-P vermittelten
Leukozyteninfiltration.

Uberraschenderweise beeinflusste das Fehlen von PTX3 die systemische Autoimmunitiit in
B6lpr Miusen kaum. So waren die Autoantikorper-produzierenden Plasmazellen sowie die
Autoantikorper zwischen beiden Genotypen kaum verdndert. Lediglich die Anzahl an
mautoreaktiven CD4 und CDS8 doppelnegativen T-Lymphozyten war in den Ptx3-defizienten
B6lpr Miusen signifikant erhoht. Es konnte gezeigt werden, dass PTX3 eine rasche Clearance
apoptotischer T-Zellen intraperitoneal fordert und dass dies einen entscheidenden Beitrag fiir
den Verlust der Immuntoleranz darstellen konnte. Umgekehrt konnte der Anstieg der
»autoreaktiven T-Zellen durch die verschlechterte Clearance apoptotischer Zellen bedingt
sein. Der Mangel an PTX3 zeigte auf Organ-spezifischer Ebene eine entscheidende Rolle bei
der Ausprigung des SLE. Wihrend die Lupusnephritis in den Méiusen unverdndert blieb
zeigte sich eine signifikant verstirkte Lungenschiddigung in den Ptx3 knockout-Tieren.
Urséchlich hierfiir konnte die Anbindung von PTX3 an Selectin-P sein, durch die eine iiber
dieses Adhidsionsmolekiil vermittelte Leukozyteninfiltration an den Ort der Entziindung
limitiert wird. Somit stellt PTX3 ein negativer Riickkopplungsmechanismus bei
Entziindungen dar, da PTX3 vermehrt bei Inflammation gebildet wird, gleichzeitig aber die
Leukozytenrekrutierung limitiert und somit das Ausmal} der entziindlich infiltrativ bedingten
Lungenschiddigung eindammt. Defekte des Ptx3-Gens konnten ein genetischer Risikofaktor
fiir die SLE bedingte Auspriagung von Lungenschiddigungen des Menschen darstellen und so
eine Behandlung mit rekombinanten PTX3 oder anderen PTX3-Agonisten eine mogliche

spezifische Behandlungsstrategie darstellen.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

ACR

Abb
AGAMP
AK

ANA
Anti-dsDNA
Anti-Sm
APC

APS

AS

Asn

B6

Bolpr
Bo6lpr Ptx3-/-
Bp

BSA

BSG

CAB
CAM

CD

cDNA
CpG-DNA
CRP
CXCR
CXCL

Da

DAB

DCs
ddH,O
DEPC
DNA, DNS

American College of Rheumatology
Abbildung

Apoptotic cell-associated molecular patterns
Antikorper

Anti-nuclear antibody

Antikorper gegen doppelstringige DNA
Anti-Smith- Antikorper

Antigen-presenting cell, Antigen-prisentierende Zellen
Ammoniumpersulfat

Aminosdure

Aspargin

Wildtypmaus in folgendem genetischen Hintergrund: C57B1/6
C57Bl/6lpr/lpr

C57Bl/6lpr/lpr Ptx3 -/-

Basenpaare

Bovine serum albumin, Rinderserumalbumin
Blutsenkungsgeschwindigkeit

Capture antibody

Cell adhesion molecule, Zelladhdsionsmolekiil
Cluster of Differentiation
Complementary-Desoxyribonukleinsidure

CpG oligodeoxynucleotides

C-reaktives Protein

Chemokine receptor

Chemokine ligand

Dalton

Detection antibody

Dendpritic cells, dendritische Zellen
Zweifach-destilliertes Wasser
Diethylpyrocarbonat

Deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsiure,
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dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

dsDNA Doppelstringige DNA

DTT Dithiothreitol

EBV Epstein-Barr-Virus

ECL Enzymatic Chemiluminescence, enzymatische Chemilumineszenzreaktion
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

FACS Fluorescence-activated cell sorting, Durchflusszytometrie

FCS Fotales Kilberserum

FGF Fibroblast-growth-factor, Fibroblastenwachstumsfaktor

FoxP3 Forkhead box P3

HLA Humaner Leukozytenantikorper

HRP Horseradish peroxidase, Meerrettich-Peroxidase

ICAM intercellular adhesion molecule, interzellulares Adhéisionsmolekiil
Ig Immunoglobulin

IL Interleukin

Imi Imiquimod

Lp. Intraperitoneal

P10, CXCL2 Interferon gamma induced protein 10, C-X-C motif chemokine
IRF5 Interferon-response-factor 5

KpOmpA OmpA von Klebsiella pneumoniae

LPS Lipopolysaccharid

lpr lymphoproliferativ

MACS Magnetic activated cell sorting

MBL Mannose-bindende Lektin

MHC Major histocompatibility complex

NET Neutrophil extracellular trap

NF-xB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NG Neutrophile Granulozyten

NLR NOD-like receptor

NP, NPTX1 Neuronal pentraxin

NP2, NPTX2 Narp

NPR, NPTXR Neuronal pentraxin receptor
NSAR Nichtsteroidales Antirheumatikum

OmpA Outer membrane protein A
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P3C
PAMP
PAS

PC

PCR

PE

PI
pl:C-RNA
PPARa
PRR
P/S

PS
PSG-1
PTX3
RF
RIG-I
Rpm
RT
RT-PCR
RTq-PCR
SAP
SEM
SLE
SPRR
TEMED
TMB
TLR
TNF-a
TSG
TSG-14
\VAY
ZMV
ZNS

Pam3Cys, palmitoyl-3-Cys-ser-(Lys)4
Pathogen-associated-molecular-pattern, Musterstruktur
Periodic Acid Schiff staining

Phosphocholine, Phosphatidylcholin, Lecithin
Polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
Phosphatidylethanolamin

Propidium iodide, Propidiumjodid
Polyinosinic:polycytidylic acid (poly I:C), synthetische doppelstrang-RNA
Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor-o
Pattern-recognition-receptor, Mustererkennungsmolekiil
Penicillin / Streptomycin

Phosphatidylserine, Phosphatidylserin

P-Selectin Glykoprotein-1

Pentraxin-3, TNF-inducible gene 14 protein
Rheumafaktor

Retinoic acid inducible gene |

Rounds per minute, Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Real-time PCR

Real-time quantitative PCR

Serum Amyloid Protein

Standard error of the mean, Standardfehler
Systemischer Lupus erythematodes

Soluble pattern-recognition-receptors, 16sliches Mustererkennungsmolekiil
Tetramethylethylendiamin

Tetramethylbenzidin

Toll-like Receptor, Toll-dhnliche Rezeptoren
Tumornekrosefaktor

TNF-stimulated gene, TNF-inducible gene
TNF-inducible gene 14 protein, Pentraxin-3
Varizella-Zoster-Virus

Zytomegalievirus

Zentrales Nervensystem
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