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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der systemische Lupus erythematodes (SLE)

Der SLE ist eine potentiell tddliche Autoimmunkrankheit, die zu den
Kollagenosen gezahlt wird. Er ist gekennzeichnet durch die Produktion von
pathogenen Autoantikbrpern gegen Zellkernbestandteile wie Nukleinsduren. Die
dadurch hervorgerufene Entzindung kann zu Gewebeschaden in prinzipiell jedem
Organsystem fihren?.

Uber die Jahrhunderte wurde die Krankheit ,Lupus immer wieder in historischen
Schriften genannt. So sprach Herbemius von Tours bereits im 10. Jahrhundert von der
Krankheit ,Lupus*?. Es dauerte jedoch noch fast 1.000 Jahre bis die Erkrankung als
,Lupus erythematodes® (franz.: Lupus erythemateux) von dem franzdsischen

Dermatologen Beitt im 19. Jahrhundert klassifiziert wurde.?3

1.1.1 Epidemiologie

In Deutschland lag die Pravalenz des SLEs im Jahr 2002 bei 36,7 Fallen pro
100.000 Einwohner?. Im weltweiten Vergleich ist die Erkrankung damit in Deutschland
eher selten®. In Puerto Rico wurde zum Beispiel eine Pravalenz von 159 Féllen pro
100.000 Einwohner festgestellt®. Epidemiologische Studien zeigen, dass Frauen
deutlich haufiger betroffen sind als Manner (Verhaltnis Frauen zu Manner 9:1) und,
dass in gewissen Ethnien, hier sind insbesondere Afro-Amerikaner zu nennen, SLE
haufiger vorkommt, als in anderen Ethnien, wie zum Beispiel bei Kaukasiern*>7-14,
Die Krankheit manifestiert sich meist im gebarfahigen Alter'®. Es handelt sich demnach
Uberwiegend um junge Patienten, die am Anfang ihres erwachsenen und beruflichen
Lebens stehen. SLE-Patienten haben in allen Aspekten eine deutlich niedrigere
gesundheitsbezogene Lebensqualitat als vergleichbare gesunde Individuen!®. Dies
kommt unter anderem auch daher, dass viele dieser jungen Patienten aufgrund der
durch den SLE verursachten Morbiditat und vergesellschafteten Komorbiditaten schon
wenige Jahre nach Diagnosestellung ihren Beruf nicht mehr ausiiben kénnen!’-24,
Dieser Arbeitsausfall trdgt zu den erheblichen indirekten Kosten bei, die durch den
SLE fur die Gesellschaft entstehen. Davon zu unterscheiden sind direkte Kosten, unter

anderem verursacht durch Medikamente, Arztbesuche und diagnostische Tests, die
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sich fur einen SLE-Patienten in Deutschland auf durchschnittlich tber 3.000 € im Jahr
belaufen?.

Das Uberleben mit SLE verbesserte sich seit Mitte der 1950er Jahre stetig. Seit den
90er Jahren blieben die Uberlebensraten jedoch relativ konstant. In
Wohistandslandern lagen die funf-, zehn- und 15-Jahresiberlebensraten zwischen
2008 und 2016 bei 95%, 89% und 82%%2%. Hierbei wurde Uber die Zeit eine
Verédnderung in der Haufigkeitsverteilung der einzelnen Todesursachen festgestellt.
Wahrend bis zu den 90er Jahren die Patienten Gberwiegend an priméren Folgen des
SLEs starben, gewinnen seit der Jahrtausendwende Infektionen und kardiovaskulare
Erkrankungen mehr und mehr an Bedeutung?®. Zur Einschatzung der individuellen
Prognose mussen das Befallsmuster und das Ausmalf der jeweiligen Organschaden
berlicksichtigt werden?’. So gilt die Lupusnephritis (LN) als eine, vor allem in Bezug
auf die Mortalitat, besonders schwerwiegende, und gleichzeitig haufige Manifestation
des SLEs?®2%, Es wurde beobachtet, dass die Lebenserwartung von SLE-Patienten
mit einer Nierenschadigung um 24 Jahre niedriger ist als die der Normal-

bevolkerung®.

1.1.2 Klinisches Bild

Der Verlauf des SLEs ist durch Krankheitsschilbe und Remissionsphasen
gepragt!. Da prinzipiell jedes Organsystem geschadigt werden kann, ist das klinische
Erscheinungsbild sehr variabel. Deshalb wird die Erkrankung auch oft als Chamaéleon
der Medizin bezeichnet3l. Zu Beginn der Erkrankung sind unspezifische
Allgemeinsymptome wie Fieber (29%) oder Gewichtsverlust (13%) haufig. Aulerdem
weisen 67% der Patienten Arthralgien oder eine Arthritis auf. Viele Patienten leiden
auch unter kutanen Manifestationen wie einer Alopezie (20%), einer Photosensitivitat
(25%) und einem Schmetterlingserythem (24%)%.
Wahrend zu Beginn der Erkrankung die oben genannten Symptome bei den meisten
Patienten im Vordergrund stehen, kommt es mit zunehmender Krankheitsdauer haufig
zu einer Schadigung verschiedener Organsysteme. Aul3erdem nimmt die Haufigkeit
der einzelnen Manifestationen zu. So tritt im Verlauf der Erkrankung bei 58% der
Patienten Fieber, bei 27% Gewichtsverlust und bei 30% eine arterielle Hypertonie auf.
Uber 90% leiden an Arthralgien und Arthritiden, und 90% weisen pathologische
Hautveranderungen auf. Die haufigste pulmonale Manifestation ist die Pleuritis und
betrifft 22% der Patienten. Zu den haufigsten kardiovaskularen Manifestationen zahlen

2
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die Perikarditis (17%) und die Venenthrombose (6%). Eine persistierende Proteinurie
oder zellulare Zylinder im Urinsediment kommen bei 46% der Patienten vor, wahrend
als neuropsychiatrische Manifestation Krampfanfalle (8%) oder Psychosen (4%) im
Vordergrund stehen. Bis zu 10% der Patienten prasentieren sich ophthalmologisch
und HNO-arztlich mit den Symptomen eines Sicca-Syndroms. Viele Patienten leiden
auch an hamatologischen Komplikationen. 59% haben eine Leukopenie, 19% eine
Thrombozytopenie und 12% eine hamolytische Anamie32.

Aufgrund dieser oft unspezifischen Symptome und der hohen Variabilitat, mit der diese
Symptome auftreten, ist die Diagnosestellung oft schwierig.

Diagnosestellung und Klassifikation

Die Diagnosestellung erfolgt unter anderem analog zu den 1997 tberarbeiteten
American College of Rheumatology (ACR)-Klassifikationskriterien®3. Diese
bericksichtigen klinische Symptome, sowie serologische Parameter. Um die Diagnose
SLE zu stellen, missen mindestens vier der elf Kriterien erfillt sein (Tabelle 1).
2012 wurde die neue Systemic Lupus International Collaborating Clinics(SLICC)-
Klassifikation entwickelt, die in mehreren Studien fur sensitiver als die ACR-
Klassifikation befunden wurde, wahrend die Spezifitat niedriger zu sein scheint34-36,
Nach der neuen Klassifikation kann der SLE auf zwei Arten klassifiziert werden. Einmal
mussen mindestens vier der nun 17 Kriterien vorliegen, von denen mindestens eines
ein klinisches und eines ein immunologisches Kriterium sein muss. Die
Voraussetzungen fir einen SLE werden jedoch auch erflllt, wenn als einzige klinische
Manifestation eine bioptisch gesicherte LN zusammen mit SLE-typischen Antikérpern
nachweisbar sind®. Dies fuhrt dazu, dass vor allem Patienten mit einer LN in der
SLICC-Klassifikation besser erfasst werden als mit den ACR-Kriterien, wodurch ihnen
frihzeitig der Zugang zu aggressiven Therapieschemata und zu klinischen Studien

ermaglicht wird34,



Tabelle 1: ACR-Kriterien.
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Kriterium

Definition

Schmetterlingserythem

Diskoider Lupus erythematodes

Photosensitivitat

Orale Ulzera

Arthritis

Serositis

Nephritis

Neurologische Stérungen

Hamatologische Stérungen

Immunologische Befunde

Antinukleare Antikérper

Erythem im Nasen-Wangen-Bereich mit typischer
Aussparung der Nasolabialfalten

Diskoide erythematdse Plaques, die unter
Ausbildung einer zentralen Atrophie narbig abheilen
Auf Sonnenlicht anamnestisch oder vom Arzt selbst
beobachtete Gber die Norm empfindlich reagierende
Haut mit Ausbildung eines Hautausschlages

Meist schmerzlose, orale oder nasopharyngeale
Schleimhautulzera

Nicht-erosive Arthritis von zwei oder mehr peripheren
Gelenken mit Schmerz, Schwellung oder Erguss
Pleuritis oder Perikarditis

Persistierende Proteinurie > 0,5 g/d, oder zellulare
Zylinder im Urinsediment (Erythrozyten-,
Hamoglobin-, tubulére oder gemischte Zylinder)
Zerebraler Krampfanfall oder Psychose, ohne dass
andere pradisponierende Faktoren (zum Beispiel
metabolische- oder Elektrolytentgleisungen,
bestimmte Medikamente/Drogen) vorliegen
Hamolytische Andmie, Leukopenie (< 4.000/ul in
mindestens zwei Untersuchungen), Lymphopenie
(< 1.500/ul in mindestens zwei Untersuchungen)
oder Thrombozytopenie (< 100.000/ul ohne, dass
disponierende Medikamente eingenommen wurden)
Nachweis von Antikérpern gegen Doppelstrang-DNA,
Smith-Antigen, oder Phospholipid, letzteres
basierend auf abnormen anti-Kardiolipin-
Antikdrpertitern in Serum oder einem positiven
Testbefund auf Lupus-Antikoagulanz oder einer
falsch-positiven Luesreaktion fur > 6 Monate
Erhohte Antikorpertiter, ohne dass zuvor
Medikamente eingenommen wurden, die einen

medikamenten-induzierten Lupus verursachen

ACR = American College of Rheumatology; mindestens vier der elf Kriterien miissen vorliegen um die Diagnose
systemischer Lupus erythematodes stellen zu kdnnen, DNA = Desoxyribonukleinsaure [modifiziert nach Hochberg

et al. und Tan et al.33%7],
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Sonderformen und spezielle Herausforderungen

Neben den typischen Manifestationen des SLEs treten oftmals zusatzlich
Symptome auf, die eher mit anderen Erkrankungen vereinbar sind. Sind diese aus dem
rheumatischen Formenkreis, wie die rheumatoide Arthritis oder andere Kollagenosen,
wird dies als Overlap-Syndrom bezeichnet®8. Auch das Antiphospholipid-Syndrom mit
seinen charakteristischen Antikorpern (Lupus-Antikoagulanz-Antikérper, anti-
Kardiolipin-Antikérper, anti-B-2-Glykoprotein-1-Antikdrper) tritt héufig bei SLE-
Patienten auf. Es présentiert sich typischerweise mit dem rezidivierenden Auftreten
von vendsen und arteriellen Thrombosen3%42, Insbesondere in der Schwangerschaft
ist das Antiphospholipid-Syndrom ein Risikofaktor sowohl fur die Mutter als auch fur
den Fetus®°.
Generell gelten Schwangerschaften von  SLE-Patientinnen als Risiko-
Schwangerschaften. Haufige Schwangerschaftskomplikationen sind  Aborte,
Frihgeburten, eine intrauterine Wachstumsretardierung des Fetus und
Praeklampsien. Dariiber hinaus kommt es in der Schwangerschaft gehauft zu
Krankheitsschiiben?®.
Eine in der Regel etwas milder verlaufende Form des SLEs ist der medikamenten-
induzierte SLE. Er ist gekennzeichnet durch das Vorkommen von anti-Histon-
Antikdrpern. Es gibt Gber 100 Medikamente, die mit einem medikamenten-induzierten
Lupus in Verbindung gebracht werden. Ein besonders hohes Risiko weisen hierbei
Hydralazin und Procainamid auf. Nach Absetzen des auslésenden Medikaments bildet

sich die Erkankung vollstandig zurlick*344.

1.1.3 Lupusnephritis

In dieser Arbeit lag der Fokus auf der LN als Manifestation des SLEs. Bei der
LN handelt es sich um eine Immunkomplex-Glomerulonephritis, die sich je nach Art,
Verteilung und Ausdehnung der Lasionen unterschiedlich prasentiert.
Die Einteilung in sechs verschiedene Klassen erfolgt Uber die histologische
Auswertung von Nierenbiopsaten anhand der 2003 uberarbeiteten Fassung der
Klassifikation fir LN von der International Society of Nephrology und der Renal
Pathology Society (ISN/RPS) (Tabelle 2)%.
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Tabelle 2: ISN/RPS Klassifikation der Lupusnephritis.

Klasse Definition

I Minimale mesangiale Lupusnephritis: Immunkomplex-Ablagerungen sind nur
immunfluoreszenzmikroskopisch sichtbar.

Il Mesangiale proliferative Lupusnephritis: im Lichtmikroskop sichtbare, auf das
Mesangium beschrankte Hyperzellularitat und Immunkomplex-Ablagerungen.

1l Fokale Lupusnephritis: endo- oder extrakapillare Glomerulonephritis in <50% der
Glomeruli mit subendothelialen Immunkomplex-Ablagerungen mit/ohne mesangialer
Beteiligung. Man unterscheidet 11l (A) mit aktiven Lasionen, Il (A/C) mit aktiven und
chronischen Lasionen und Il (C) mit chronischen Lasionen.

\% Diffuse Lupusnephritis: wie Ill, aber mit Beteiligung von > 50% der Glomeruli. Man
unterscheidet zusatzlich zwischen einer segmentalen (IV-S; Lasionen sind auf < 50%
des Glomerulums beschrankt) und einer globalen (IV-G; Lasionen betreffen > 50% des
Glomerulums) Auspragung.

\% Membrandse Lupusnephritis: subepitheliale Immunkomplex-Ablagerungen mit/ohne
mesangialer Beteiligung. Haufig finden sich Sklerosen.

VI Fortgeschritten-sklerosierte Lupusnephritis: globale Sklerose von > 90% der Glomeruli,
die klinisch oder pathologisch auf eine Lupusnephritis zuriickzufiihren sind, aber aktuell

keine Anzeichen fir eine aktive Schadigung zeigen.

ISN/RPS = International Society of Nephrology/Renal Pathology Society [modifiziert nach Weening et al.*%].

Die Klassen!| und Il der LN sind durch ein mesangiales Schadigungsmuster
gekennzeichnet. Hierbei kommt es zu einer mesangialen Hyperzellularitdt und
Akkumulation der Matrix verursacht durch Ablagerungen von Immunkomplexen im
Mesangium. Klinisch auf3ert sich diese Art der Schadigung typischer Weise mit einer
Mikroh&dmaturie, subnephrotischer Proteinurie und einer normalen bis leicht
eingeschrankten glomerularen Filtrationsrate (GFR)*°.

Bei den Klassenlll und IV handelt es sich um endo- und extrakapillare
Glomerulonephritiden. Endokapillare Glomerulonephritiden weisen ein endotheliales
Schadigungsmuster mit subendothelialen Immunkomplex-Ablagerungen auf. Diese
Schadigungsform hat einen exsudativen Charakter und &aufRert sich mit
Endothelzellschaden, einer endokapillaren Proliferation und der Einwanderung von
Leukozyten. Persistierende Lasionen kdnnen zu chronischen Veranderungen fuhren.
Haufig kommt es zusatzlich zu einer mesangialen Proliferation und der Bildung von
zellularen Halbmonden. Diese mesangiokapillare Form der LN wird vor allem bei

bereits chronifizierten Glomerulonephritiden beobachtet. Klinisch prasentiert sich das
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endotheliale Schadigungsmuster mit einer Hamaturie, einer leichten bis moderaten
Proteinurie und einem akuten GFR-Abfall*.

Die Klasse V der LN ist als membrantése Glomerulonephritis definiert. Hier liegt ein
epitheliales Schadigungsmuster mit subepithelialen Immunkomplex-Ablagerungen
vor, was zu einer Schadigung der Podozyten fuhrt. Oft kommt es zur Bildung von
Sklerosen. Die Klasse V der LN kann gleichzeitig mit der Klasse Il oder IV auftreten.
In der Diagnose werden dann beide Klassen angegeben. Fir diese Schadigungsform
ist ein nephrotisches Syndrom typisch. Die GFR bleibt zumeist erhalten oder verringert
sich im Verlauf#.

Bei der Klasse VI handelt es sich um die chronische Form der LN mit einer
Sklerosierung von = 90% der Glomeruli, ohne dass aktive Krankheitszeichen vorliegen
(Abbildung 1)*°,

Auch wenn diese genannten Schadigungsmuster typische klinische Manifestationen
aufweisen, ist eine sichere Einteilung anhand von klinischen Parametern nicht mdglich.
Deshalb sollte immer, sofern keine Kontraindikationen vorliegen, zur
Diagnosestellung, Therapieplanung und Einschatzung der Prognose vor
Therapiebeginn die Niere biopsiert werden?®.

Dies ermdglich auch eine Abgrenzung zu anderen maglicherweise zugrundeliegenden
Ursachen, wie zum Beispiel die Antiphospholipid-Syndrom-assoziierte Nephropathie,

deren charakteristische Lasionen bei 20 — 30% der SLE-Patienten zu finden sind474°,
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Subendotheliale
Immunkomplexablagerungen
Lupusnephritis
Klasse Ill und IV

Mesangiale P
Immunkomplexablagerungen i
Lupusnephritis :
Klasse | und i

Subepitheliale

* Immunkomplexablagerungen :
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Glomerulare
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Abbildung 1: Immunkomplex-Ablagerungen bei der Lupusnephritis.

Schematische Darstellung von Kapillarschlingen eines Glomerulums mit fur die Lupusnephritis typischen
Immunkomplex-Ablagerungen. L = Lumen. (Diese Abbildung wurde freundlicher Weise von Prof. Dr. H. J. Anders
und Priv.-Doz. Dr. M. Lech zur Verfigung gestellt).

1.1.4 Kardiovaskulare Komplikationen

Wie bereits unter Abschnitt 1.1.1 erwahnt, stellen kardiovaskulare
Erkrankungen eine grof3e Herausforderung beim Management des SLEs dar. Die
Haufigkeit einen Herzinfarkt zu erleiden, ist bei SLE-Patienten im Vergleich zu der
Normalbevolkerung stark erhoht®°. Selbst nach Berticksichtigung der klassischen
Framingham-Risikofaktoren fir die koronare Herzkrankheit, bleibt dieses Risiko fur
SLE-Patienten um mehr als das Siebenfache erhoht®l. Die endotheliale Dysfunktion
gilt als Vorstufe der Atherosklerose und ist ein préadiktiver Faktor fir kardiovaskulare
Komplikationen®253, Ein vermehrtes Vorkommen an endothelialen Dysfunktionen
wurde in mehreren Studien bei SLE-Patienten festgestellt, selbst wenn die Patienten
ansonsten ein geringes kardiovaskulares Risikoprofil aufwiesen®*%%, Die genaue
Ursache daflr ist noch nicht ausreichend verstanden, doch wird ein Zusammenspiel
aus klassischen Risikofaktoren und Faktoren, die auf den SLE zurlickzufihren sind,
wie ablaufende Entziindungsprozesse, eine Dysregulation des Immunsystems, eine

renale Beteiligung und der therapeutische Einsatz von Glukokortikoiden vermutet®4,
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1.2 Therapie des SLEs

Der SLE ist zum aktuellen Zeitpunkt nicht heilbar®®. Die Ziele der Therapie
bestehen darin, eine Remission der Erkrankung zu erreichen, Krankheitsschiibe zu
vermeiden, Organfunktionen zu erhalten und die Lebensqualitat zu verbessern46:>7, Als
allgemeine Mal3nahmen werden Gewichtskontrolle, sportliche Aktivitat und Einstellen
des Zigarettenkonsums empfohlen?’. Ein konsequenter Lichtschutz auch unter
Verwendung von Sonnencreme wirkt sich positiv auf die Entstehung von Hautlasionen
aus®®. Die weitere Therapie orientiert sich maRgeblich an der klinischen Auspragung
und Schwere der Organmanifestationen.
Medikamentds kommen bei milden Formen Antimalariamittel wie Hydroxychloroquin,
nichtsteroidale Antiphlogistika und/oder Glukokortikoide zum Einsatz. In
Ausnahmefallen, bei schweren refraktaren Verlaufen, kbnnen auch Immunsuppressiva
wie Azathioprin oder Methotrexat gegeben werden?’. Seit dem Jahr 2011 ist der anti-
CD257-Antikorper (cluster of Differentiation 257; CD257) Belimumab zur Behandlung
des SLEs zugelassen. Er kann verabreicht werden, wenn Patienten trotz
Standardtherapie eine hohe Krankheitsaktivitat aufweisen65°,
Besteht eine Beteiligung des zentralen Nervensystems oder der Niere missen, je nach
Art und Auspragung, aggressivere Therapieschemata angewendet werden. Bei der LN
richtet sich die Therapie nach der histologisch ermittelten Klasse (siehe Tabelle 2).
Eine Basismedikation mit Hydroxychloroquin wird dabei in allen Klassen empfohlen.
Liegt eine LN der Klasse | oder Il vor, werden zuséatzlich niedrig bis moderat dosierte
Glukokortikoide und in Ausnahmefallen Immunsuppressiva gegeben“t. Die Therapie
der LN ab Klasse lll gliedert sich in eine Induktions- und eine Erhaltungsphase. In
beiden Abschnitten ist eine Therapie mit Mycophenolat-Mofetil (MMF) Mittel der ersten
Wabhl. Auf eine zuséatzliche Steroidgabe kann in der Regel nicht verzichtet werden,
wobei eine intraventse Pulstherapie mit Methylprednisolon zur Senkung des
kumulativen Steroidbedarfs empfohlen wird. Alternativ kann zur Induktion auch
intravends Cyclophosphamid und zur Erhaltung Azathioprin als Erstlinientherapie
gegeben werden*6:69-62_ Bei refraktaren Verlaufen kann eine Therapie mit Calcineurin-
Inhibitoren oder dem anti-CD20-Antik6rper Rituximab versucht werden®%6%62  Trotz
Therapie kommt es bei 4-20% der LN-Patienten zu einer terminalen
Niereninsuffizienz oder Verdoppelung des Serum-Kreatinins34, In diesen Fallen
muss oft als Ultima Ratio eine Nierenersatztherapie in Form von Dialyse oder einer

Nierentransplantation durchgefiihrt werden.
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1.2.1 Mycophenolat-Mofetil

MMF ist ein Immunsuppressivum mit einer guten oralen Bioverfugbarkeit, das
breite Anwendung in der Transplantationsmedizin findet. Es ist die Prodrug des aktiven
Metaboliten Mycophenolséure, einem Inhibitor der Inosin-5-Monophosphat-
Dehydrogenase. Dieses Enzym katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt der De-novo-Guanosin-Nukleotid-Synthese und ist daher sehr wichtig fir die
Zellproliferation®®.  Einerseits kommt die immunsuppressive Wirkung der
Mycophenolsaure dadurch zustande, dass die Lymphozytenbildung stark von der De-
novo-Synthese der Guanosin-Nukleotide abhangig ist. Andererseits inhibiert
Mykophenolsaure die Inosin-5-Monophosphat-Dehydrogenase Typ Il, den Isotyp, der
in aktivierten B- und T-Lymphozyten exprimiert wird, mit einer besonders hohen
Potenz®-%7, Zusatzlich zu der imunsuppressiven Wirkung schiitzt MMF vor lokalen
gewebeschadigenden Prozessen, indem es die Zytokin-induzierte Produktion von
Stickstoffmonoxid inhibiert, das am Pathomechanismus der Organschadigung bei
Nephropathien beteiligt ist68:69,
Die Empfehlung MMF zur Behandlung der LN einzusetzen, stiitzt sich vor allem auf
die Ergebnisse von zwei grofRen randomisierten Studien, der Aspreva Lupus
Management Studie und der MAINTAIN Nephritis Studie. In der Aspreva Lupus
Management Studie wurde eine Gleichwertigkeit der Effektivitdt von MMF und
intravendsem Cyclophosphamid als Induktionstherapie festgestellt und in der
Anschlussstudie zur Ermittlung der Erhaltungstherapie eine Uberlegenheit von MMF
gegeniiber Azathioprin beobachtet’® ", In der Aspreva Lupus Management Studie fiel
auch auf, dass vor allem LN-Patienten afro-amerikanischer oder hispanischer
Abstammung von einer Induktionstherapie mit MMF profitieren’®. Auch in der
MAINTAIN Nephritis Studie wurde MMF mit Azathioprin als Erhaltungstherapie
verglichen. Hier wurde jedoch kein Unterschied in der Effektivitat der beiden
Medikamente festgestellt’?. Dies konnte auch in der histologischen Auswertung

bestéatigt werden’3.

1.2.2 Nebenwirkungen herkdbmmlicher Therapieschemata

Die zur Therapie des SLE verwendeten Substanzen sind sehr
nebenwirkungsreich. Vor allem die breit eingesetzten Glukokortikoide stellen durch
ihre zahlreichen unerwiinschten Wirkungen ein bis heute ungeldstes Problem der SLE-

Therapie dar’. So tragen sie unter anderem zu dem bei SLE-Patienten ohnehin
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erhohtem kardiovaskularen Risiko bei’®. Zu den haufigsten Nebenwirkungen zahlen
Gewichtszunahme, die Entwicklung einer Glukoseintoleranz bis hin zum manifesten
Diabetes mellitus, Osteoporose, Hautatrophie, psychische Beschwerden wie eine
Depression, ophthalmologische Komplikationen wie Katarakt und Glaukom und
Infektionen, die bisweilen fulminant verlaufen’®78. Das Auftreten der Nebenwirkungen
ist dosisabhangig und nimmt mit Hohe der Dosis und Lange der Einnahmedauer zu.
Doch koénnen auch schon bei niedrigen Dosierungen (< 7,5 mg/d Prednisolon)
Nebenwirkungen vorkommen?9-8°,

Infektionen sind ein generelles Problem bei immunsuppressiven Therapien. Auf sie ist
ein Teil der Todesféalle bei SLE-Patienten zurtickzuftihren8:, Auch zeigen
Langzeitstudien, dass nach immunsuppressiven Therapien, zum Beispiel mit
Cyclophosphamid, Neoplasien vermehrt auftreten®. Cyclophosphamid ist zudem
ausgesprochen gonadotoxisch®,

Diese haufigen und schwerwiegenden Nebenwirkungen der zur Therapie des SLE
eingesetzten Medikamente mit ihrer breiten Immunsuppression und bisweilen hohen
Toxizitat verdeutlichen die Notwenigkeit fur die Entwicklung von neuen spezifischen
und gut vertraglichen Medikamenten.

1.2.3 Neuere Entwicklung und Forschung

Obwohl viel an neuen Therapien fir den SLE geforscht wird, gab es seit 1959
nur ein Medikament, namlich Belimumab, das von der Food and Drug Administration
fur die SLE-Therapie zugelassen wurde. Einer der Grunde hierfur wird in der
Heterogenitat der Erkrankung und der dadurch erschwerten Definition geeigneter
Studienendpunkte gesehen®*. Einen Lésungsansatz bietet die personalisierte Medizin,
also eine Art der Therapie- und Studienplanung basierend auf individuellen
molekularen Charakteristika der Patienten®®,
Bei der aktuellen Medikamentenentwicklung liegt der Fokus vor allem auf den
sogenannten , Targeted Therapies®. Hierbei handelt es sich um Therapien, die gezielt
in den Pathomechanismus des SLEs eingreifen. Die hierfir identifizierten
Zielstrukturen sind unter anderem B-Zellen, Zytokine wie Typ-l Interferone,
regulatorische T-Zellen, Ko-Stimulatoren wie das zytotoxische T-Lymphozyten-

assoziierte Protein 4 und das Komplement C5°6.
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1.3 Pathomechanismus des SLEs
Der Pathomechanismus des SLEs besteht aus einem komplexen
Zusammenspiel aus genetischen Faktoren, Umweltfaktoren und immunologischen

Defekten und ist noch nicht vollsténdig verstanden®®.

1.3.1 Pradisponierende Faktoren

Durch genomweite Assoziationsstudien wurden tber 50 Gene identifiziert, die
mit dem SLE assoziiert sind®’. Uberwiegend handelt es sich hierbei um Genvarianten,
deren einzelner Effekt gering ist, doch treten mehrere dieser Genvarianten zusammen
auf, ergibt dies eine Empfanglichkeit fiir die Entstehung eines SLEs!. Diese Gene sind
vor allem fur die Clearance von apoptotischen Zellen und Immunkomplexen, die
Aktivierung von Toll-Like-Rezeptoren (TLR), die Typ-I Interferon- und nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-kB)-Signalwege und die
Funktionen der T- und B-Zellen mitverantwortlich®. Mit zu den starksten
pradisponierenden Faktoren fur den SLE, z&hlen Defekte der Bestandteile des
Komplementsystems, wie C1q oder C4. Dies liegt wahrscheinlich daran, dass es auf
dem Boden dieser Defekte zum einen zu einer gestérten Clearance von apoptotischen
Zellen und Immunkomplexen kommt. Zum anderen tragen diese Defekte durch eine
beeintrachtigte Elimination von selbst-reaktiven B-Zellen zu dem Toleranzverlust
gegenliber koérpereigenen Antigenen dieser Zellen bei®®.
Zusatzlich zu der genetischen Pradisposition kdnnen auch gewisse Umweltfaktoren zu
der Entstehung eines SLEs beitragen. So wurden unter anderem Rauchen, virale
Infekte, zum Beispiel mit dem Epstein-Barr Virus und die Exposition zu Silicatstauben
mit einem erhohten Risiko fir einen SLE in Zusammenhang gebracht®0-92,
Eine Verbindung zwischen Umwelt und Genetik bildet die Epigenetik. Uber
Mechnanismen, die Einfluss auf die Expression eines Gens nehmen, wie zum Beispiel
Desoxyribonukleinséaure (deoxyribonucleic acid; DNA)-Methylierung, ist die Epigenetik
an der Entwicklung eines SLEs beteiligt®®. Unterstitzt wird diese Annahme unter
anderem dadurch, dass festgestellt wurde, dass gewisse DNA-Abschnitte bei
Patienten mit einem aktiven SLE im Vergleich zu gesunden Probanden hypomethyliert
sind, wie zum Beispiel T-Zellen-DNA®4, Auch der durch Hydralazin und Prokainamid
induzierte SLE scheint zumindest teilweise darauf zurtickzufiihren zu sein, dass diese

Medikamente DNA-Methylierungen inhibieren®.
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Ein weiterer pradisponierender Faktor fur den SLE stellt das weiblich Geschlecht dar.
Hierflr werden verschiedene Ursachen verantwortlich gemacht. Zum einen geht man
davon aus, dass Sexualhormone, wie Ostrogen, durch ihre immunstimulierende
Wirkung einen Einfluss auf die Entwicklung und Aktivitat der Erkrankung haben®®. Zum
anderen fihrt das X-Chromosom, mit den auf ihm befindlichen Genen, zu einer
erhdohten Empfanglichkeit fir die Entstehung eines SLES. So weisen Manner mit einem
Klinefelter-Syndrom, die also einen Karyotyp mit 47, XXY haben, ein deutlich erhéhtes

Risiko auf an einem SLE zu erkranken?®’.

1.3.2 Entwicklung der Autoimmunitét

Sowohl das angeborene, innate Immunsystem, als auch das adaptive
Immunsystem weisen mehrere Veranderungen bei SLE-Patienten auf, die schlief3lich
zu einem Verlust der Selbst-Toleranz, der Produktion von Autoantikdrpern und letzten

Endes zu Organschaden fihren (Abbildung 2).

Innates Immunsystem

Man geht davon aus, dass ein Uberangebot an Kernmaterial, durch ein erhohtes
Vorkommen an apoptotischen und nekrotischen Zellen bei gleichzeitig gestorter
Clearance, eine B-Zell-Aktivierung mit nachfolgender Produktion von Antikorpern
gegen Zellkernbestandteile (antinukleare-Antikérper; ANA), verursacht®®. Zu den
zugrundeliegenden Mechanismen, die die Clearance beeintrachtigen, zahlen unter
anderem Defekte bei der Phagozytose®, Veréanderungen einiger
Zelloberflachenproteine, wie Rezeptortyrosinkinasen®, und eine gestorte
Opsonierung von apoptotischen Zellen durch zum Beispiel einem Mangel an C-
reaktiven Protein oder an Bestandteilen des Komplementsystems01.102,
Zu dem Uberangebot an Kernmaterial tragen neben apoptotischen und nekrotischen
Zellen auch neutrophile Granulozyten bei. Durch ihre Fahigkeit extracellular traps
(NETs) zu bilden, setzen neutrophile Granulozyten Kernmaterial frei'®, NETs dienen
eigentlich der antimikrobiellen Abwehr und entstehen durch eine spezielle Form des
Zelltodes, der NETosel®. Sie enthalten unter anderem DNA, Ribonukleinsaure
(ribonucleic acid; RNA), Histone und antimikrobielle Peptide wie LL37. Es wurde
beobachtet, dass NETs bei SLE-Patienten vermehrt gebildet werden'?. Zeitgleich ist
ihr Abbau gestort'®. Neben dem freiwerdenden Kernmaterial sind auch weitere
Bestandteil der NETS, hier ist vor allem LL37 zu nennen, am Pathomechanismus des
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SLEs beteiligt. Denn LL37 verhindert einerseits den Abbau von freier DNA und, indem
es Komplexe mit freier DNA bildet, aktiviert es andererseits plasmazytoide dendritische
Zellen zur Ausschittung von Typ-l Interferonen'®. Ein weiteres Protein, das im Zuge
der NETose frei wird, ist das High-Mobility-Group-Protein B1. Dieses Protein kommt
fur gewdhnlich im Zellkern vor, wo es an Chromatin gebunden ist. Bei Verlust der
Integritat der Zellmembran gelangt es nach extrazellular, wo es eine stark
proinflammatorische Wirkung hat96:107,

Das Uberangebot an freiem Kernmaterial fiihrt zu einer Bildung von Immunkomplexen,
die Nukleinsduren enthalten. Diese Immunkomplexe fiihren ebenfalls zu einer
Stimulation der plasmazytoiden dendritischen Zellen, so dass sie Typ-l Interferone
produzierent08109,

SLE-Patienten weisen haufig hohe Werte an Typ-I Interferonen auf, was sich auch in
der Interferon-Signatur der Genexpression in Blutzellen von SLE-Patienten
widerspiegelt''®11l Typ-I Interferon gilt als wichtiger Mediator in der Entstehung des
SLESs, denn es regt seinerseits wiederum neutrophile Granulozyten zur Durchfihrung
der NETose an'®, fordert die Differenzierung von Monozyten zu myeloiden
dendritischen Zellen''? und induziert die Expression von TLR7 in B-Zellen und in
myeloiden  dendritischen  Zellen'*3114,  Zudem  fuhrt  Interferon-a  zu
Endothelzellschaden und tragt so zu einer akzelerierten Atherosklerose bei SLE-
Patienten beil.

TLR7 und TLR9 sind Rezeptoren, die unter anderem durch Nukleinsduren aktiviert
werden und eine proinflammatorische Wirkung haben!!®., Das Uberangebot an
apoptotischem und nekrotischem Material fihrt in innaten Immunzellen zu einer
Aktivierung von TLR7 und TLR9. Je nach Zelltyp fuhrt dies zur Aktivierung
verschiedener proinflammatorischer Signalwege und zur Ausschittung von
proinflammatorischen  Zytokinen, wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Typ-I
Interferonen oder dem B cell activating factor?.

In Antigen-prasentierenden Zellen, wie zum Beispiel dendritischen Zellen, fihrt das
Kernmaterial aufgrund seiner Ahnlichkeit zu viralen Partikeln tUber TLR7 zu einer
pseudoantiviralen Immunantwort und so zu einer Aktivierung dieser Zellen. Die
korpereigenen Zellkernbestandteile, die von den Antigen-prasentierenden Zellen
aufgenommen, prozessiert und via des Haupthistokompatibilititskomplexes der
Klasse Il (Major Histocompatibility Complex 1lI; MHC Il) an der Zelloberflache
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prasentiert werden, besitzen durch diese Aktivierung das Potential T-Zellen des

adaptiven Immunsystems zur klonalen Expansion anzuregent!’-11°,

Adaptives Immunsystem

Damit es zu einer Aktivierung und klonalen Expansion von B- und T-Zellen
durch korpereigenes Material kommen kann, muss ein Verlust der Selbst-Toleranz in
diesen Zellen stattfinden. Standig entstehen im Zuge der somatischen Rekombination
auch selbstreaktive B- und T-Zellen. Das Immunsystem hat deshalb zahlreiche
Mechanismen und Checkpoints entwickelt, um eine Ausselektion der selbstreaktiven
Zellen zu garantieren'?0,
Man vermutet, dass der Verlust der Selbst-Toleranz in T-Zellen unter anderem durch
eine aberrante Antigenprasentation durch MHC Il zustande kommt!. Gewisse
Haplotypen der HLA (Humanes Leukozyten Antigen)-Gene (HLA beim Menschen
entspricht dem murinen MHC) stellen besondere Risikoallele fur die Entstehung eines
SLEs dar*?, AuBerdem ist in dendritischen Zellen von Lupus-Patienten die
Genexpression der HLA-D Region hochreguliert'??. Eine weitere Ursache fir den
Toleranzverlust der T-Zellen sieht man in einer Dysfunktion von regulatorischen T-
Zellen'?®, Bei SLE-Patienten besteht eine Dysbalance zwischen regulatorischen T-
Zellen und Effektor-T-Zellen, wie follikularen T-Helfer-Zellen und den T-Helferl7-
Zellen, wobei die Effektor-T-Zellen Uberwiegen'?*. Durch die therapeutische
Applikation von Interleukin 2 kann dies korrigiert und die Krankheitsaktivitdt gesenkt
werden?4,
Zusatzlich zum Toleranzverlust weisen T-Zellen von SLE-Patienten verschiedene
Auffalligkeiten auf, wie beispielsweise eine Uberexpression des Ko-Stimulator-CD40-
Ligands und des Adhasionsmolekiils CD44, und einen verénderten T-Zell-Rezeptor-
CD3-Komplex!?>,
Auch B-Zellen verlieren ihre Toleranz gegentber korpereigenen Antigenen. Hierfur
wird ein Zusammenspiel aus mehreren verschiedenen Mechanismen verantwortlich
gemacht. So wurden zum Beispiel Defekte in mehreren frihen Checkpoints der B-Zell-
Selektion entdeckt'?®, Des Weiteren scheinen erhohte Werte des B cell activating
factors im Serum von SLE-Patienten'?’” und Defekte der Anergie bei naiven B-Zellen'?®
zu dem Verlust der Selbst-Toleranz beizutragen. Ein grof3er Anteil der autoreaktiven
B-Zellen entstehen aber auch durch Hypermutation in Keimzentren sekundar

lymphatischer Organe!?®,
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Hierbei kommt den follikularen T-Helfer-Zellen eine besondere Bedeutung zu*®0.
Antigen-prasentierende Zellen, die zuvor durch Kernmaterial Uber TLR7 aktiviert
wurden, férdern die Differenzierung von antigenspezifischen follikularen T-Helfer-
Zellen'*®, Diese wiederum helfen bei der Differenzierung der fir dieses Antigen
spezifischen B-Zellen zu Plasmazellen und hoch-affinen Gedachtniszellen und sie
unterstitzen den Immunklassenwechsel, was zu einer Produktion von hohen Mengen

an Autoantikérpern fihrt30-132,
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Abbildung 2: Entwicklung der Autoimmunitat beim SLE [modifiziert nach Liu et al.l].
Ein erh6htes Anfallen an immunstimulierendem Kernmaterial fuihrt Gber Antigen-prasentierende Zellen,
wie dendritische Zellen, zu einer Triggerung des adaptiven Immunsystems und der sukzessiven
Produktion autoantigen-spezifischer T-Zellen und autoantigen-spezifischer Antikdrper. Auto-
AK = Autoantikoérper; BAFF =B Cell activating factor; BAFF-R =B Cell activating factor-Receptor;
BCR = B-Zell-Rezeptor; FCR = Fc-Rezeptor; HMBG1 = High-Mobility-Group-Protein  B1; IFN-
= Interferon-a;  IK = Immunkomplex; 1L1/6/17/18 = Interleukin ~ 1/6/17/18; mDC = myeloide
dendritische Zelle; MHC Il = Major Histocompartibility Complex II; NET = extracellular trap;
NS = Nukleinsdure; pDC = plasmazytoide dendritische Zelle, TACI = Transmembrane activator and
CAML interactor; TCR = T-Zell-Rezeptor; TLR = Toll-Like-Rezeptor; TNF = Tumornekrosefaktor; Typ |
IFNs = Typ | Interferone
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Antikorper

Autoantikorper gegen Kernmaterial sind charakteristisch fir den SLE.
Insbesondere sind hier Antikorper gegen Doppelstrang-DNA (anti-Doppelstrang-DNA-
Antikorper; anti-dsDNA-Antikorper) oder anti-Smith-Antikbrper, die gegen small
nuclear ribonucleoprotein particles gerichtet sind, zu nennen!33,
Follikulare B-Zellen sind in den Follikeln sekundar lymphatischer Organe angesiedelt.
Sie bilden die gro3te Gruppe der B-Zellen. Damit aus naiven follikularen B-Zellen
antikorpersezernierende Plasmazellen werden, muss eine Stimulation sowohl mit
einem Antigen, das an den B-Zell-Rezeptor bindet, als auch mit einer Antigen-
spezifischen T-Zelle stattfinden. Nach der Stimulation gibt es zwei unterschiedliche
Mechanismen, die ablaufen. Einmal differenzieren die aktivierten B-Zellen zu B-
Lymphoblasten. Diese teilen sich und konnen einen Immunklassenwechsel
durchlaufen. Auch ein geringes Mald an somatischer Hypermutation findet hier statt.
Anschliel3end differenzieren sie zu kurzlebigen Plasmablasten. Diese Plasmablasten
sezernieren Antikorper, die eine niedrige Affinitdt aufweisen. Sie sind jedoch ein
wichtiger Bestandteil der frihen Immunabwehrt34:135,
Der zweite Mechanismus findet in den Keimzentren statt, die sich im Zentrum der
Follikel in sekundar lymphatischen Organen bilden. In diesen Keimzentren kommt es
zu einer starken Proliferation und somatischen Hypermutation der aktivierten B-Zellen.
Hierdurch werden Gedachtniszellen oder langlebige Plasmazellen gebildet, die grole
Mengen an hoch-affinen Antikdrpern sezernierent34,
Bei einer humoralen Immunantwort steigen IgM-Antikorper (Immunglobulin M; IgM) als
erstes im Serum an, bis es verzégert nach einem abgelaufenen Immunklassenwechsel
vermehrt zu der Produktion von IgGs (Immunglobulin G; IgG), IgAs (Immunglobulin A;
IgA) und IgEs (Immunglobulin E; IgE) kommt. Der Immunklassenwechsel von IgM zu
IgG ist ein wichtiger Schritt bei der Entstehung von Autoimmunkrankheiten3®,
Antinukle&re Antikdrper sind zu einem Grol3teil IgG-Antikérper. Vor allem anti-dsDNA-
lgGs korrelieren stark mit der Aktivitat des SLEs. Hierbei handelt es sich Uberwiegend
um IgGs der Unterklassen IgG1 und IgG3*33. Es gibt insgesamt vier IgG-Unterklassen
(IgG1 — 4). IgG1-Antikdrper machen den grof3ten Anteil der IgG-Antikodrper aus, gefolgt
von IgG2-Antikérpern. Die Antigene, die die Bildung von IgG1- und IgG3-Antikoérpern
triggern, sind Proteine, wahrend IgG2-Antikdrper vermehrt nach einer Exposition zu

Lipopolysacchariden und Glykolipiden gebildet werden. 1gG4-Antikdrper sind typisch
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fur eine chronische Antigenexposition wie sie zum Beispiel bei einer Allergie oder
einem Parasitenbefall vorkommt!37,

Ein entscheidender Unterschied zwischen den IgG-Subklassen ist, dass vor allem
lgG1- und IgG3-Antikdrper das Komplementsystem aktivieren konnen, wahrend dies
lgG2-Antikorper nur in hoher Konzentration und 1gG4-Antikdrper gar nicht vermogen.
Auch die Fahigkeit verschiedene Immunzellen zu aktivieren und so eine Zell-
vermittelte Immunantwort auszulésen ist bei IgGl- und IgG3-Antikdrpern am
ausgepragtesten. Sie binden verschiedene Fcy-Rezeptoren auf Monozyten,
neutrophilen Granulozyten und natirlichen Killerzellen, wahrend 1gG2- und 1gG4-
Antikdrper jeweils nur mit einem Fcy-Rezeptor deutlich interagieren. Bei 1gG2-
Antikdrpern ist dies der Fcy-Rezeptor 1IA-H131, der auf Monozyten und neutrophilen
Granulozyten vorkommt und bei IgG4-Antikdrpern ist dies der Fcy-Rezeptor I, der von
Monozyten und aktivierten neutrophilen Granulozyten exprimiert wird*3’.

Im Gegensatz zu anti-dsDNA-Antikdrpern der Klasse 1gG, korreliert beim SLE die
Hohe der IgM-Antikorpertiter nicht mit der Krankheitsaktivitats3,

IgM-Antikodrper sind besonders, da sie den grof3ten Anteil der nattrlichen Antikérper
bilden'38, Naturliche Antikérper werden von B1l-Zellen produziert, ohne dass eine
Exposition zu dem spezifischen Antigen vorausgegangen ist und bilden so einen
sofortigen Schutz sowohl vor viralen'®9, als auch vor bakteriellen!4® Pathogenen. B1-
Zellen kommen tuberwiegend im Peritoneum, dem Pleuraspalt und Schleimhauten vor,
also Orte, die potenziell groRen Mengen an Pathogenen aus der Umwelt ausgesetzt
sind. Deshalb ist hier eine schnelle Immunantwort entscheidend®3*. Zudem geht man
davon aus, dass natirliche IgM-Antikbrper vor der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen schitzen, indem sie zum Beispiel an korpereigenes
antigenes Material binden und so zu dessen Beseitigung Uber die Aktivierung des

Komplementsystems beitragent4t142,

1.3.3 Organschadigung

Autoantikdrper sind auf verschiedene Weise an den Prozessen der
Gewebeschadigung bis hin zum Funktionsverlust des Organs beteiligt®®. In der Niere
zum Beispiel lagern sie sich als Immunkomplexe in verschiedenen Bereichen des
Glomerulums ab. Lange Zeit nahm man an, dass die Ablagerungen durch zirkulierende
Immunkomplexe entstehen, die sich auf3erhalb der Niere bilden und sich dann passiv
im Gewebe absetzten. Heute geht man jedoch davon aus, dass sich die
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Immunkomplexe erst im Organ selbst bilden, indem Lupus-typische Antikdrper, wie
anti-dsDNA-Antikorper, Antigene in der Niere erkennen und an diese binden!43144, So
gibt es beispielsweise anti-dsDNA-Antikorper, die mit Annexin Il auf Mesangiumzellen
reagieren'*® oder welche, die an Nukleosomen binden'4. Kernmaterial kommt
aufgrund der gestorten Apoptose- und Clearance-Mechanismen beim SLE in grol3er
Menge vor und unterhalt die Autoimmunreaktion, indem es einerseits eine Zielstruktur
fur Autoantikorper darstellen und andererseits, von dendritischen Zellen
aufgenommen und prozessiert, selbstreaktive T- und B-Zellen aktiviert'4s. Die
Immunkomplex-Ablagerungen  fihren  dazu, dass renale Zellen und
Komplementfaktoren aktiviert werden, wodurch es zu einer Ausschittung von
proinflammatorischen Entziindungsmediatoren und einer direkten Gewebe-
schadigung kommt!47:148, Diese Prozesse haben die Folge, dass Entziindungszellen
wie Leukozyten und dendritische Zellen in das Gewebe einwandern. Dadurch wird die
Entzindungsreaktion nochmals verstarkt und es entsteht ein Circulus vitiosus,
wodurch Gewebeschéden sowie reaktive Umbauprozesse weiter vorangetrieben
werden!4®. Welche Zellen geschadigt werden, hangt ganz davon ab, an welcher Stelle
sich die Immunkomplexe ablagern. Mesangiale Ablagerungen (LN Klasse | und II)
fuhren zu einer Schadigung der Mesangiumzellen, wahrend subendotheliale
Ablagerungen (LN Klasse Ill und IV) eine Schadigung der Endothelzellen und der
glomerularen Basalmembran bewirken. Anders als in den LN Klassen | und Il ist in den
Klassen Il und IV das Risiko hoch, dass es zu einer sekundaren Schadigung von
Podozyten und einer Ausdehnung der Lasionen auf Uber 50% des Glomerulums
kommt, zwei wichtige Mechanismen, die der Entstehung von Sklerosen und der
Chronifizierung der LN zugrunde liegen. Subepitheliale Ablagerung (LN Klasse V)
schadigen Podozyten. Auch in dieser Klasse der LN ist das Risiko einer
Chronifizierung hoch (siehe Abschnitt 1.1.3 und Abbildung 1)!3. Eine weitere
Lokalisation fur Immunkomplex-Ablagerungen ist die tubulare Basalmembran. Diese
Ablagerungen sind stark mit dem Auftreten von tertidr lymphatischen Gewebe im
renalen Interstitium assoziiert. Das tertiar lymphatische Gewebe besteht aus T- und B-
Zellaggregaten oder Keimzentren mit Infiltraten von follikularen dendritischen
Zelleno,

Auch an der Schadigung anderer Organe, wie zum Beispiel des zentralen
Nervensystems, sind Autoantikdrper beteiligt. Hier sind unter anderem Antikdrper

gegen den N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor'>! und gegen das ribosomale P-Protein>?
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zu nennen, die direkt das Gewebe schadigen kdnnen. Antiphospholipid-AntikGrper
kénnen ebenfalls bei der Entstehung von neuropsychiatrischen Syndromen von
Bedeutung sein, da es durch sie unter anderem vermehrt zu Schlaganfallen mit

nachfolgendem Gewebsuntergang kommen kann'3,

1.4 Tiermodell

In dieser Arbeit wurden Murphy Roths Large/lymphoproliferative (MRL-
(Fas)lpr)-Mause als Tiermodell fir den SLE verwendet. MRL-(Fas)lpr-Mause
entwickeln spontan einen SLE-dhnlichen Phanotyp mit einer massiven
Lymphadenopathie und Splenomegalie, sowie einer Glomerulonephritis, Dermatitis
und Polyarthitis. Aul3erdem lassen sich im Serum hohe ANA-Titer und deren SLE-
typische Unterformen anti-dsDNA-, anti-SSA(Ro)- und anti-SSB(La)-Antikdrper
nachweisen>4,
Die Glomerulonephritis ist gekennzeichnet durch mesangiale und subendotheliale
Komplement C3- und Immunglobulin-Ablagerungen und zeigt das Bild einer subakuten
proliferativen  Glomerulonephritis mit einer Proliferation der Endothel- und
Mesangiumzellen, sowie einer Verdickung der Basalmembran und der
Kapillarschlingen®®41%5, Erste Immunglobulin-Ablagerungen kénnen ab einem Alter
von 2 Monaten beobachtet werden und eine Proteinurie tritt in der Regel mit etwa 3
Monaten auf'®>. Fir MRL-(Fas)lpr-Mause ist eine 50%ige Mortalitdt nach 5-6
Monaten beschrieben, wobei die Glomerulonephritis die Haupttodesursache darstellt.
Weibliche Mause sterben etwas friiher als mannliche!%5156,
MRL-Mause entstanden durch das Kreuzen der Mauslinien LG, AKR, C3H und
C57BL/6%6 und entwickeln ein mildes autoimmunes Syndrom°. Durch weiteres
Kreuzen der MRL-M&use kam es im Verlauf zu einer sogenannten Ipr-Mutation im Fas-
Gen'S’, Der Fas-Rezeptor induziert Apoptose und unterstitzt auf diese Weise die
negative Selektion selbst-reaktiver B- und T-Zellen'%815°, Durch die Ipr-Mutation ist die
Expression des Fas-Gens gestort, und es kommt zu einer Lymphoproliferation mit
einer besonderen Expansion doppelt-negativer CD4-CD8B220* T-Zellen154160 Auch
beim Menschen wurde eine Assoziation zwischen gewissen Fas-Gen-
Polymorphismen und einem erhohten Risiko fiur die Entwicklung eines SLEs
festgestellt'®!. Ein entscheidender Unterschied zwischen dem humanen SLE und dem

autoimmunen Syndrom bei MRL-(Fas)lpr-Mausen ist jedoch, dass Typ-I Interferone in
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dem Pathomechanismus der murinen Form keine gré3ere Bedeutung zuzukommen
scheint!?,

All dies und der vergleichsweise rasche und schwerwiegende Krankheitsverlauf
machen MRL-(Fas)lpr-Mause zu einem geeigneten Modell um neue Therapien fiir den
SLE in-vivo zu testen und deren Effektivitat auf Autoantikérperproduktion und

Endorganschaden, wie die LN, zu evaluierent62163,

1.5 Cathepsin S

Cathepsin S (Cat S) ist eine Protease. Der Name Cathepsin leitet sich von dem
griechischen Wort kaBsweiv ab und bedeutet ,verdauen®. Es gibt insgesamt 15
humane Cathepsine, die man nach ihrem aktiven Zentrum in Serin-, Aspartat- oder
Cysteinproteasen unterteilt, wobei Cat S der letzteren Gruppe angehort64.165,
Die unterschiedlichen Funktionen von Cat S sind im Detail noch nicht vollstandig
bekannt. Was man weil3, ist, dass Cat S in den Lysosomen/Endosomen Antigen-
prasentierender Zellen wie B-Zellen, dendritischen Zellen und Makrophagen vorkommt
und dort eine entscheidende Rolle bei der MHC ll-vermittelten Antigenpréasentation
spielt1®e,
Cat S ist im Gegensatz zu anderen Cathepsinen auch bei neutralem pH sowohl stabil
als auch aktiv, was verdeutlicht, dass CatS auch extrazellulare Funktionen
erfullt*®7168  Zu den extrazellularen Substraten von CatS zahlen Kollagen und
Elastin'®®170, das junktionale Adhasionsmolekiil-B’t, der sekretorische Leukozyten-
Protease-Inhibitor'’2, und der Protease-aktivierte Rezeptor-2 (PAR2)173.
Die Rolle, die Cat S im Pathomechanismus verschiedener Krankheiten einnimmt, und
ob sich Cat S als Zielstruktur fur eine therapeutische Intervention oder als Biomarker
eignet, ist Bestandteil aktueller Forschung. Zu den Krankheiten, die hierbei im Fokus
stehen, zahlen mehrere Karzinome, zystische Fibrose, kardiovaskuléare Erkrankungen,
Diabetes mellitus, Adipositas, Schmerz, allergisch-entziindliche Erkrankungen und
verschiedene Autoimmunkrankheiten®4, Anzumerken ist auch, dass Cat S-Méause
keine Entwicklungs- und Fertilitatsstorungen aufweisen’4,
Riese et al. veroffentlichten 1998 die ersten in-vivo Versuche in denen eine Cat S-
Inhibition als mdglicher Therapieansatz fiir autoimmune und allergische Erkrankungen
untersucht wurde. Dafir testeten sie den spezifischen Cat S-Inhibitor Morpholin Urea—
Leucin—-Homophenylalanin—Vinylsulfone—Phenyl (LHVS) in zwei verschiedenen
Modellen fir Ovalbumin-induzierte Immunitat an C57BL/6-Wildtyp-Mausen. Zwei
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Wochen nach der Immunisierung wurde in der Therapiegruppe im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen eine signifikante Suppression der humoralen Immunantwort
mit niedrigeren Ovalbumin-spezifischen IgG- und IgM-Antikdrpertitern im Serum
beobachtetet. Auch gesamt-IgE-Serumkonzentrationen wurden durch die Cat S-
Inhibition gesenkt. Die verbesserten Serumkonzentrationen der Antikorper korrelierten
mit einem Rickgang der organspezifischen Entziindung mit weniger perivaskulérem
entzindlichen Infiltrat in der Lunge und einer geringeren Anzahl an eosinophilen
Granulozyten im Bronchial-Sekret'>.

Auch in anderen autoimmunen Modellen, in denen die Blockade von Cat$S als
maoglicher Therapieansatz getestet wurden, wurden vielversprechende Ergebnisse
erzielt. Hierzu zahlt unter anderem das Sjogren-Syndrom. Saegusa et al. stellten fest,
dass beim experimentellen Sjogren-Syndrom die Aktivitat von CatS in
Speicheldrisen, regionalen Lymphknoten und der Milz erhoht ist. In einer
anschlieBenden Tierstudie wurde der spezifische Cat S-Inhibitor Clik60 NFS/sdl-
Mausen, die spontan ein Sjogren-Syndrom entwickeln, Uber einen Zeitraum von 3
Wochen gegeben. Nach abgeschlossener Therapie zeigte sich, dass bei den
behandelten Tieren verglichen mit unbehandelten Kontrolltieren die antigenspezifische
T-Zell-lmmunantwort deutlich geringer ausfiel und CD4* T-Zellen weniger
Aktivierungsmarker exprimierten. Zusatzlich schitzte die Cat S-Inhibitor-Therapie
erfolgreich vor einer Schadigung und einem Funktionsverlust der Speichel- und
Tranendrisen'’®, Weitere Arbeiten zu diesem Thema stammen von Yang et al., Baugh
et al. und Rupanagudi et al. Yang et al. beschéftigten sich hierbei mit der
experimentellen autoimmunen Myasthenia gravis. In diesem Modell werden Mause mit
Acetylcholin-Rezeptoren, die aus dem kalifornischen Zitterrochen torpedo californica
isoliert werden, immunisiert. Daraufhin bilden die Tiere Antikdrper gegen Acetylcholin-
Rezeptoren und entwickeln ein Syndrom, das der Myasthenia gravis beim Menschen
ahnelt. Yang et al. immunisierten fur ihre Versuche Cat S7- und C57BL/6-Mause. Nach
der Immunisierung fiel in zwei unabhangigen Experimenten auf, dass Cat S”-Mause
vor der Entstehung einer klinisch manifesten experimentellen autoimmunen
Myasthenia gravis weitestgehend geschitzt waren (es erkrankten 17%
beziehungsweise 10% der Cat S’ versus 75% beziehungsweise 80% der C57BL/6-
Mause). AuBerdem war bei den Cat S”--Mausen der Krankheitsbeginn verzégert und
der Verlauf milder. Auch wiesen die Cat S™-Mause mehr funktionale Acetylcholin-

Rezeptoren auf. Die Anzahl war vergleichbar mit der von nicht-immunisierten
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Kontrollmausen. Serologische Untersuchungen zeigten, dass
Antikorperkonzentrationen gegen den Acetylcholin-Rezeptor bei den Cat S”-Mausen
signifikant niedriger waren, als bei den C57BL/6-Mausen'’’. Baugh et al. untersuchten
die therapeutische Wirkung des spezifischen Cat S-Inhibitors CSI-75 in zwei
autoimmunen Mausmodellen, deren Pathomechanismus T-Helferl- und T-Helferl7-
Zell-vermittelte Immunreaktionen zugrunde liegen. Das eine Modell war die
experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis, ein Mausmodell der Multiplen
Sklerose. Bei dem zweiten Modell handelte es sich um ein Kollagen-induziertes
Arthritis-Modell. In dem Modell der Multiplen Sklerose fiuihrte die Cat S-Inhibitor-
Therapie zu einer Verzdgerung des Krankheitsprogresses mit signifikant niedrigeren
IgG2a-Antikorpertitern. Doch nach 3 Wochen Therapie war dieser Effekt nicht mehr
messbar und es konnte kein signifikanter Unterschied mehr zwischen Tieren, die den
Cat S-Inhibitor erhalten hatten, und unbehandelten Kontrolltieren festgestellt werden.
Bei dem Kollagen-induzierten Arthritis-Modell wurde ein gutes Ansprechen auf die
Cat S-Inhibitor-Therapie beobachtet mit einer 50%igen Reduktion des Krankheits-
Scores!’®. Fur die vorliegende Arbeit ist die Arbeit von Rupanagudi et al. aus unserem
Labor besonders relevant. In MRL-(Fas)lpr-Mausen zeigten Rupanagudi et al., dass
es durch die Inhibition von Cat S mit RO5461111 zu einer deutlichen Reduktion von
Parametern der systemischen Autoimmunitdit und zu einem Aufhalten der
Nierenschadigung kam. In einem weiteren Experiment fanden sie, dass Cat S-
messenger RNA (mRNA)-Expression in der Milz und den Nieren von MRL-(Fas)lpr-
Mausen mit zunehmendem Alter, also mit dem Krankheitsprogress, anstieg. Als
Lokalisation des Cat S wurden sowohl in der Milz als auch in der Niere myeloide
Antigen-prasentierende Zellen und speziell in der Niere dendritische Zellen in tertiar
lymphatischem Gewebe und Epithelzellen des proximalen Tubulus identifiziert'’. In
Keimzentren von lymphatischem Gewebe konnten sie unter Cat S-Inhibition eine
Stérung der speziellen Architektur feststellen, was mit den Ergebnissen anderer
Studien vereinbar wart’4177.179  |hre Daten, sowie die Daten der anderen oben
genannten Arbeiten wiesen darauf hin, dass der wahrscheinliche Grund fur die
verminderte Krankheitsaktivitat in den getesteten Modellen eine gestérte MHC II-
Antigenprasentation war'’>179, Dies spiegelte sich auch in einer verminderten
Aktivierung CD4* T-Zellen wider. Auffallend war auch, dass die MHC I-vermittelte
Aktivierung CD8* T-Zellen von der Cat S-Blockade unbeeintréachtigt blieb, was darauf

hindeutet, dass Cat S bei der Major Histocompatibility Complex | (MHC I)-vermittelten
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Antigenprésentation, die zum Beispiel bei der antiviralen Immunabwehr entscheidend
ist, eine untergeordnete Rolle spielt'’®. Eine Beteiligung von Cat S an einer speziellen
Form der MHC I-vermittelten Antigenprasentation ist bekannt, namlich bei der
Antigenpeptid-Transporter-unabhangigen Form der Kreuzprasentation!,

2017 wurden die ersten Studien zu Cat S-Inhibition beim Menschen vero6ffentlicht. In
eine Studie wurde in-vitro gezeigt, dass Cat S-Inhibition mit dem spezifischen Cat S-
Inhibitor RO5459072 in Makrophagen und mononuklearen Zellen (Peripheral Blood
Mononuclear Cells; PBMCs), die aus dem Blut von SLE-Patienten isoliert wurden, zu
einer unterdrickten Immunantwort mit einer reduzierten Ausschittung von
proinflammatorischen Zytokinen fuhrt8, In einer zweiten Studie wurde der gleiche Cat
S-Inhibitor in-vivo bei gesunden Probanden getestet. Der Cat S-Inhibitor wurde von
allen Testpersonen gut vertragen. Zudem kam es durch die Cat S-Inhibition zu einer
verringerten Expression von MHC Il auf der Zelloberflache von B-Zellen'®?,

Die Rolle von Cathepsin S bei der MHC II-Antigenprasentation

MHC Il wird in der Regel von Antigen-prasentierenden Zellen exprimiert!®3,
Antigenes Material, das von Antigen-prasentierenden Zellen aufgenommen und in
Endosomen/Lysosomen prozessiert wurde, wird von MHC Il an der Zelloberflache
antigenspezifischen CD4* T-Zellen prasentiert. Die T-Zellen werden durch die
Interaktion mit dem Peptid-MHC II-Komplex aktiviert und differenzieren zu T-
Helferzellen, was eine humorale Immunantwort gegen das spezifische Antigen
triggert®4,
MHC Il ist ein Heterodimer bestehend aus einer a- und einer B-Kette. Im
endoplasmatischen Retikulum bindet die invariant chain (li) an den neu-synthetisierten
MHC II. Die Bindung mit der li erfullt drei wichtige Funktionen. Zum einen unterstutzt
sie die richtige Proteinfaltung des MHC II. Zum anderen dirigiert sie den MHC Il in die
endosomalen/lysosomalen Kompartimente der Antigenprozessierung. Und schlief3lich
verhindert sie, indem sie die Peptidbindungsgrube besetzt, eine frihzeitige Bindung
des MHC Il mit Peptiden'84,
Die li-MHC lI-Komplexe gelangen uber den endosomalen Weg in die spaten
endosomalen/lysosomalen Kompartimente, die reich an antigenen Peptiden sind und
einen stark sauren pH aufweisen. Dort fuhrt das saure Milieu zu einer Aktivierung der
Cathepsine, die die li schrittweise proteolytisch spalten. Am Ende dieses Prozesses

bleibt nur noch das class ll-associated invariant chain peptide (CLIP) in der
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Peptidbindungsgrube des MHC Il zurlck. Erst nach der Entfernung dieses letzten
Fragmentes der li durch das dem MHC Il &hnliche Molekil H2-M (entspricht dem
humanen HLA-DM) kann ein antigenes Peptid an MHC Il binden. Daraufhin wird der
Peptid-MHC IlI-Komplex zu der Plasmamembran der Zelle transportiert, wo das Peptid
den CD4* T-Zellen prasentiert wird (Abbildung 3)84185,

Der daflur essenzielle Schritt, in dem das Fragment lip10 (invariant chain p 10; lip10)
der li zu CLIP gespalten wird, wird vornehmlich durch CatS Kkatalysiert
(Abbildung 4)174.186.187 \/or allem B-Zellen und myeloide dendritische Zellen sind
hierbei auf Cat S angewiesen®?, wahrend in Makrophagen die Funktion von Cat S bei
der Spaltung von lip10 zu CLIP auch von den Cathepsinen L und F Ubernommen
werden kann'8818 Werden Makrophagen mit dem proinflammatorischen Zytokin IFN-
y stimuliert, kommt es jedoch zu einer Hochregulation von Cat S, bei gleichzeitiger
Runterregulation von Cathepsin L%, Die Induktion von Cat S durch IFN-y ist nicht auf
Makrophagen beschrankt®!,

Aufgrund der eingeschrankten Antigenprasentation misste man annehmen, dass
Cat S”-Mause Defekte der CD4* T-Zellreifung, die im Thymus ablauft, aufweisen. Dies
ist aber nicht der Fall. Shi et al. fanden, dass Cat S”-Mause eine normale Anzahl an
CD4* T-Zellen in der Milz und in Lymphknoten haben und Lymphozyten sich normal
entwickeln'’. Es wird angenommen, dass dies daran liegt, dass es zell- und
gewebsspezifische Unterschiede der Proteasen gibt, die an der li-Prozessierung
beteiligt sind. So ist in humanen Kkortikalen Thymusepithelzellen CathepsinV
hauptverantwortlich fiir die li-Prozessierung'®?, wahrend bei der Maus in diesen Zellen
die Funktion Uberwiegend von Cathepsin L tbernommen wird. Dies hat die Folge, dass
Cathepsin L7-M&use eine stark verminderte Anzahl an CD4* T-Zellen aufweisen!®.
Neben der Schlisselfunktion, die Cat S bei der Spaltung der li einnimmt, ist Cat S auch
an der Prozessierung von Antigenen beteiligt, wenn gleich in einer untergeordneten
Rolle!®, Wo dies jedoch relevant scheint, ist im Thymus. In humanen myeloiden
dendritischen Zelle ist Cat S die Protease, die fur die Prozessierung der Autoantigene
im Zuge der negativen Selektion der CD4* T-Zellen haupt-verantwortlich ist. Die durch
Cat S-Spaltung entstandenen Epitope werden den CD4* T-Zellen prasentiert und
solche, welche das Epitop erkennen, also autoreaktiv sind, gehen unter. Es konnte
gezeigt werden, dass Cat S einige klinisch sehr relevante Autoantigene wie Proinsulin
(Diabetes mellitus) oder das basische Myelinprotein (Multiple Sklerose) so spaltet,

dass das prasentierte Epitop das Autoantigen nicht richtig abbildet. Dadurch kénnen
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autoreaktive CD4* T-Zellen gegen diese Antigene der
entkommen. Auf diese Weise fordert CatS die

Autoimmunkrankheiten14,

negativen Selektion

Entstehung  von
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T-Zelle

o
ii Zellmembran

Transportvesikel
Antigen- ‘7
MHCII-

Komplex
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Endolysosom H2-M
mit antigenen

Peptiden e

li-MHCII- ,4)

Komplex X ®
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Cat S-abhangige
Spaltung der li zu |— RO5459072
CLIP

Abbildung 3: Entstehung eines Peptid-MH II-Komplexes [modifiziert nach Theron et al.'® und
Roche et al.'84].

Vereinfachte, schematische Darstellung des Mechanismus zur Beladung eines Major Histocompatibility Complex I
(MHC Il)-Molekuls mit einem Peptid im Endolysosom. Die invariant chain (li) (rot) wird in mehreren Schritten durch
Proteasen gespalten (griine Schere), so dass nur noch das class ll-associated invariant chain peptide (CLIP) in der
Peptidbindungsgrube des MHC Il (blau) verbleibt. H2-M (schwarz) entfernt CLIP, und gibt so die
Peptidbindungsgrube des MHC Il fur die Bindung mit einem antigenen Peptid (braun) frei. Das mit einem Peptid
beladene MHC Il wird an die Zelloberflache transportiert, wo das Peptid CD4* T-Zellen prasentiert wird.

1K1K A

lip22 —

lip10 —
Cathepsin S

CLIP
Abbildung 4: Spaltung der invariant chain [mod. nach Theron et al®?].
Detaillierte, schematische Darstellung der Spaltung der invariant chain (li). Die li wird in mehreren Schritten durch

verschiedene Proteasen gespalten. Fir die Spaltung von invariant chain p 10 (lip10) zum class ll-associated
invariant chain peptide (CLIP) ist vornehmlich Cathepsin S (Cat S) verantwortlich.
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Cathepsin S und der Protease-aktivierte Rezeptor-2

Es sind insgesamt vier Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR1 — 4) bekannt. Bei
den PARs handelt es sich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die durch eine
proteolytische Spaltung des N-Terminus aktiviert werden. Durch die proteolytische
Spaltung wird ein an den Rezeptor gebundener Ligand frei, wodurch eine intrazellulare
Signalkaskade in Gang gesetzt wird'®. Die Signalkaskade, die durch einen PAR
ausgelost wird, kann je nach Ligand und je nach Zelltyp, auf dem der Rezeptor
exprimiert ist, variieren. Das fiuhrt dazu, dass die Aktivierung eines PARs
unterschiedliche und sogar gegensatzliche Wirkungen haben kann!%1%7 was als
Jfunktionelle Selektivitat oder auch ,biased Agonism“ bezeichnet wird°8,
Der Rezeptor PAR2 wird auf Endothelzellen, Epithelzellen, glatten Muskelzellen,
Immunzellen und sensorischen Neuronen exprimiert'919 und kommt vor allem in der
Niere, der Leber, dem Pankreas und dem Darm vor?%0201 Typischerweise wird dieser
Rezeptor durch verschiedene Serinproteasen wie Trypsin?®?, Tryptase?%3,
Koagulationsfaktoren (Vlla und Xa)?%* und Kallikrein?%® aktiviert.
Trypsin spaltet den N-Terminus von PAR2 an der Stelle R% | S, was den Liganden
87SLIGKYV (beim Menschen; bei der Maus SLIGRL) freigibt?°2°2, Der Ligand kann als
freies Peptid auch ohne Beisein einer Protease den Rezeptor aktivieren. Bindet
3’SLIGKV an den Rezeptor, andert dieser seine Konformation und es kommt zu einer
Kopplung mit der Gag-Untereinheit eines heterotrimeren G-Proteins. Dies fihrt zu
einer Aktivierung der Phospholipase CB und der Bildung von Inositoltriphosphat und
Diacylglycerin, mit anschlieBender Freisetzung von intrazellularem Kalzium und einer
Aktivierung der Proteinkinase C. Diese wiederum aktiviert Raf 1. Um die Kopplung mit
dem G-Protein aufzuheben, wird der Rezeptor durch G-Protein-Rezeptor-Kinasen
phosphoryliert und es kommt zu einer Assoziation des Rezeptors mit B-Arrestin. B-
Arrestin ist ein wichtiger Mediator der Clathrin-vermittelten Endozytose von PAR2, was
zu einer Desensibilisierung und schlief3lich zu einem Abbau des Rezeptors in
Lysosomen fuhrt. Zusétzlich ist B-Arrestin an der Aktivierung der extracellular signal-
regulated Kinasen 1/2 beteiligt. Die extracellular signal-regulated Kinasen 1/2 bilden
mit Raf 1, dem an B-Arrestin gebunden Rezeptor und weiteren Bestandteilen des
mitogen-activated Protein-Kinase-Signalweges einen Komplex. Der Komplex bewirkt,
dass die extracellular signal-regulated Kinasen 1/2 im Zytosol verbleiben und nicht in
den Zellkern verlagert werden Fir die Bildung des Komplexes ist B-Arrestin essentiell.

Im Zytosol phosphorylieren die aktivierten extracellular signal-regulated Kinasen 1/2
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unter anderem Proteine des Zytoskelettes, Mikrotubuli-assoziierte Proteine oder die
Phospholipase Az (Abbildung 5)%73:200,206-211,

Alternativ kann die Spaltung von PAR2 durch Trypsin zum Beispiel in Keratinozyten
auch zu einer Kopplung des Rezeptors mit Gas und der Bildung von cyclischem
Adenosinmonophosphat, sowie zu einer Kopplung mit Gal12/13 und einer Aktivierung
der Rho-Kinase fiihren?%%212. Auch eine Wirkung von Trypsin-vermittelter-PAR2-

Aktivierung Uber Gai/Gao ist beschrieben?!3,

Trypsin

e (M

UV — UV — YU — YU

o Ve @ V™
1 Raf-1 @"’
PLCB / o

o Phosphat l [B-Arrestin

W r‘ n q Zellmembran

Clathrin
e @ o

MEK

re o
IP3 1DAG Raf-1 Raf-1 @
Ca2+ / ,/I\
Zytoskelett PLA2

™~

Abbildung 5: PAR2-Aktivierung durch Trypsin [mod. nach DeFea et al.?%].

Schematische Darstellung des Signalweges, der durch eine Aktivierung des Protease-aktivierte Rezeptors-2
(PARZ2) durch die Serinprotease Trypsin typischerweise in Gang gesetzt wird. Nach der Spaltung des Rezeptors
durch Trypsin, kommt es zu einer Kopplung des Rezeptors mit einem heterotrimeren G-Protein bestehend aus
einer Gag-Untereinheit und den B- und y-Untereinheiten. Dadurch wird eine Signalkaskade getriggert: Es kommt
zur Aktivierung der Phospholipase CB (PLC), der Bildung von Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG),
der Freisetzung von intrazellularem Kalzium, der Aktivierung der Proteinkinase C und der Aktivierung von Raf 1.
AuRerdem phosphorylieren G-Protein-Rezeptor-Kinasen (GRK) PAR2 und es kommt zu einer Assoziation des
Rezeptors mit B-Arrestin. Durch die Phosphorylierung des Rezeptors wird die Kopplung mit dem G-Protein
aufgehoben. Raf 1 und B-Arrestin bilden anschlieRend einen Komplex mit exptracellular signal-regulated Kinasen
1/2 (ERK1/2). Die Assoziation des Rezeptors mit B-Arrestin fihrt auch dazu, dass eine Clathrin-vermittelte
Endozytose des Rezeptors erfolgt. Die aktivierten ERK1/2 im Komplex mit dem an B-Arrestin gebundenen
Rezeptor, Raf 1 und Bestandteilen des mitogen-activated Protein-Kinase-Weges wie die mitogen-activated Protein-
Kinase-Kinase 1 (MEK) wiederum phosphorylieren Proteine des Zytoskeletts, Mikrotubuli-assoziierte Proteine
(MAP) oder die Phospholipase A:.
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Cat S zahlt zu den sogenannten biased Agonisten von PAR2!73214215  Bjased
Agonisten spalten den Rezeptor nicht an der flr Serinproteasen wie Trypsin typischen
Stelle R%® | S37, was dazu fuihrt, dass eine Aktivierung durch eine solche Protease eine
andere Reaktion hervorruft, als die Aktivierung durch Trypsin2%.

Auf PAR2-transfektierten-HeLa-Zellen (menschliche Zellen eines Zervixkarzinoms)
und normalen humanen epidermalen Keratinozyten wurde die Stelle G*! | K*? als
Spaltstelle identifiziert, Uber die Cat S PAR2 aktiviert. Die Spaltung an dieser Stelle
gibt den Ligand “KVDGTS frei. Die Aktivierung von PAR2 sowohl durch Cat S als auch
durch das Hexapeptid KVDGTS bewirkte eine intrazellulare Kalzium-Erhdéhung.
AuBerdem wurde eine Akkumulation von Inositolphosphat, einem Metaboliten von
Inositoltriphosphat, und eine Induktion der phosphorylierten Proteinkinase C in PAR2-
transfektierten HeLa-Zellen sowohl durch Cat S als auch durch KVDGTS festgestellt.
Da der gemessene Effekt auf die Phosphorylierung der Proteinkinase C nach
Rezeptoraktivierung durch Cat S oder KVDGTS deutlich ausgepréagter war, als durch
den Trypsin-Liganden SLIGRL, vermuteten die Autoren, dass hier verschiedene
Signalwege ablaufent’3,

Zhao et al. entdeckten noch eine weitere Spaltstelle. In humanen embryonalen
Nierenzellen und in mit einem Ratten-Sarkom-Virus transformierten Nieren-
Epithelzellen zeigten sie, dass Cat S PAR2 aktiviert, indem es den Rezeptor bei
ES6 | T5 spaltet. Daraufhin wurde eine Kopplung des Rezeptors mit Gas und nicht,
wie bei der Trypsin-vermittelten Aktivierung mit Gag beobachtet, mit der Folge, dass
die Wirkung nicht Uber die extracellular signal-regulated Kinasen 1/2 erfolgte, sondern
Uber cyclisches Adenosinmonophosphat und die Phosphokinase A. Zudem kam es
weder zu einer Assoziation mit B-Arrestin, noch zu einer Endozytose des Rezeptors.
Ein Kalzium-Anstieg konnte zwar sowohl nach einer Trypsin-vermittelten Aktivierung
von PAR2, als auch nach einer Cat S-vermittelten Aktivierung in den Zellen gemessen
werden, doch war der Anstieg beim Ersteren deutlich ausgepragter. Weitere Versuche
legten nahe, dass der Kalzium-Anstieg im Falle der Cat S-vermittelten Aktivierung
nicht auf einer Freisetzung von intrazellularem Kalzium basierte, wie bei Trypsin,
sondern auf einem Einstrom von extrazellularem Kalzium tber Transiente-Rezeptor-
Potential-Vanilloid-4-Kanale?4.

ES6 | T% liegt proximal der Spaltstelle von Trypsin, mit der Konsequenz, dass eine
vorangegangene Aktivierung von PAR2 durch Cat S eine nachfolgende Aktivierung

durch Trypsin verhindert?!4, Die gleiche Beobachtung wurde bei der Aktivierung des
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Rezeptors durch die Granulozyten-Elastase, einem weiteren sogenannten biased
Agonisten von PAR2, gemacht. Auch Cathepsin G spaltet PAR2 proximal von
R36 | S37 und verhindert so ebenfalls eine nachfolgende Aktivierung des Rezeptors
durch Trypsin. Anders als bei den oben genannten Proteasen, fuhrt die Spaltung durch
Cathepsin G jedoch nicht zu einer Rezeptoraktivierung?®.

Bei Mausen verursacht eine intraplantare Injektion von CatS eine
Entztindungsreaktion mit lokaler Schwellung und Schmerz, sowie eine Hyperalgesie.
Diese Reaktion kann sowohl durch eine Deletion oder pharmakologischen Inhibition
von PAR2 als auch durch die Blockade von Bestandteilen des Signalweges, wie eine
Inhibition von cyclischem Adenosinmonophosphat oder eine Deletion von Transiente-
Rezeptor-Potential-Vanilloid-4-Kanalen, abgeschwacht  werden®®24,  Unsere
Arbeitsgruppe wies noch eine weitere Wirkung der Cat S-vermittelten PAR2-
Aktivierung nach. Wir konnten zeigen, dass diese direkt zu Endothelzellschdden und
zu einer endothelialen Permeabilitatserhéhung fuhrt und so zu der Entstehung einer
endothelialen Dysfunktion beitragt. Die Blockade von Cat S mit dem spezifischen
Cat S-Inhibitor RO5461111 in einem diabetischen Mausmodell hatte zudem einen
protektiven Effekt im Hinblick auf die Ausbildung einer diabetischen Nephro- und
Retinopathie, zwei wichtige Manifestationen der diabetischen Mikroangiopathie?!®.
Endothelzellen exprimieren sowohl PAR1 als auch PAR2. Die Aktivierung der PARs
auf diesen Zellen kann eine proinflammatorische Zellantwort mit Induktion von
proinflammatorischen Zytokinen bewirken?17-219, AuRerdem flhren
Entzindungsmediatoren wie TNF-qa, Interleukin 1a und Lipopolysacharid (LPS) zu
einer Hochregulation von PAR2 auf Endothelzellen??. Ein protektiver Effekt auf
Endothelzellen durch PAR-Aktivierung ist jedoch ebenfalls beschrieben. Dieser kann
durch Ko-Aktivierungen anderer Oberflachenrezeptoren wie dem endothelialen
Protein C-Rezeptor oder einem noch unbekannten FaktorX/Xa-Rezeptor und durch
eine Transaktivierung von PAR2 Uiber PAR1 zustande kommen'%7:221-223 Es konnte
gezeigt werden, dass die Endothel-protektive Wirkung der PAR-Aktivierung tber eine
Kopplung mit Gai und einer Aktivierung von Racl zustande kommt, wahrend der
Endothel-schéadigende Signalweg Uber Gal2/13 und einer Aktivierung von RhoA und

NF-kB ablauft?21.223,
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1.6 Forschungshypothese

Die Protease Cat S stellt aus mehreren Grinden eine sehr interessante
Zielstruktur fUr die Therapie des SLEs dar. Einer dieser Grinde ist, dass die Inhibition
von Cat S wahrscheinlich nur wenige Nebenwirkungen verursacht. Dies liegt zum
einen daran, dass die Expression dieser Protease uberwiegend auf Antigen-
prasentierende Zellen beschrankt ist, weshalb breite, unspezifische und deshalb
unerwtinschte Reaktionen anderer Zellen nicht zu erwarten sind®4. Zum anderen
scheint eine Cat S-Blockade spezifisch die Achse der humoralen Immunabwehr zu
supprimieren, die tUber MHC Il und die dartber aktivierten CD4* T-Zellen wirkt,
wahrend die Aktivierung der CD8* T-Zellen, die tUberwiegend Uber MHC | ablauft,
vermutlich nur zu einem geringen Teil beeintrachtigt wird17°180,
Ein weiterer Grund, warum Cat S als Zielstruktur so interessant ist, ist, dass die
Blockade von Cat S, wahrscheinlich aufgrund der gestdrten Antigenprasentation durch
MHC Il, zu einer Reduktion der systemischen Autoimmunitat in MRL-(Fas)lpr-Mausen
flhrt (Abbildung 6)7°,
Und der dritte Grund ist, dass, wie wir in einer friheren Arbeit in einem Tiermodell des
Diabetes mellitus festgestellten, dass Cat S tUber PAR2 direkt an der Entstehung
endothelialer Dysfunktionen beteiligt ist, und dass durch eine pharmakologische Cat S-
Inhibition Endothelschaden verhindert werden kénnen (Abbildung 7)?15. Wir nahmen
an, dass sich dieser Mechanismus auch auf den SLE tbertragen lassen wirde.
Daraus ergab sich als unsere Hypothese, dass die pharmakologische Inhibition von
Cat S einen dualen therapeutischen Effekt beim SLE hat, ndmlich zum einen die
Suppression der MHC ll-abhangigen systemischen Autoimmunitat und zum anderen
einen Schutz des peripheren Gewebes vor vaskuldren Schaden.
Deshalb vermuteten wir, dass eine Cat S-Blockade mit dem spezifischen Cat S-
Inhibitor RO5459072 eine zur Standardtherapie mit MMF zumindest gleichwertige,

wenn nicht sogar tberlegene Therapieoption fur den SLE darstellt.
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1K1K A
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Cathepsin S

CLIP
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Abbildung 6: Inhibition der Spaltung der invariant chain [mod. nach Theron et al.’8?].
Der Inhibitor RO5459072 blockiert Cathepsin S mit einer hohen Spezifitt, was die Spaltung von lip10 zu CLIP
blockiert.

Cathepsin S —R05459072
X /
AN \(\(

Zellmembran

>® |

Odematdse Zellschwellung
und
Permeabilitatserhohung des Endothels

Abbildung 7: Inhibition des extrazellularen Cathepsin S.

Extrazellulares Cathepsin S aktiviert den Protease-aktivierter Rezeptor-2 (PAR2) auf Endothelzellen und fiihrt so
zu einer Permeabilitdtserhéhung des Endothels. Auf diese Weise fordert Cathepsin S die Entstehung der
endothelialen Dysfunktion. PAR2 ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, der, nachdem sein Ligand durch
proteolytische Spaltung frei gelegt wurde, mit der a-Untereinheit eines G-Proteins koppelt, woraufhin eine
Signalkaskade in Gang gesetzt wird. Welche Signalkaskade Cathepsin S in Endothelzellen tber PAR2 triggert, ist
zum aktuellen Zeitpunkt nicht bekannt. RO5459072 ist ein spezifischer Cathepsin S-Inhibitor.

33



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

Tierversuche

Versuchstiere
50 @ MRL-(Fas)lpr-Méause (4 Wochen)

12 @ MRL-(Fas)lpr-Mause (7 Wochen)

Medikamente und Tierfutter
PAR2-Inhibitor GB83
Rekombinantes Cathepsin S
Tierfutter (Vehikel)

Tierfutter (Interventionsgruppen):

e 100 mg/kg Mycophenolat-Mofetil

e 30 mg/kg RO5459072
e 10 mg/kg RO5459072
e 3 mg/kg RO5459072

Gerate
Durchflusszytometer

FacsCalibur™ Durchflusszytometer

ELISA
ELISA-Lesegerat Tecan, GENios Plus
ELISA-Platten-Spiler ELx50

Histologie

Leica DC 300F
Leica DMRBE
Mikrotom HM 340E
Olympus BX50

Harlan Winkelmann,
Borchen, Deutschland

Harlan Winkelmann,
Borchen, Deutschland

Axon Medchem, Groningen, Niederlande
Hoffmann La Roche, Basel, Schweiz
Ssniff, Soest, Deutschland

Hoffmann La Roche, Basel, Schweiz

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Tecan, Crailsheim, Deutschland
BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Microm, Walldorf, Deutschland

Olympus, Hamburg, Deutschland
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Pipetten und Pipettierhilfen

Easypet® Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Multipette® Plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipetman® P Gilson, Middleton, WI, USA
Pipetus® Hirschmann Laborgerate,
Eberstadt, Deutschland
Research Pro Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Research® Plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Serologische Pipetten Greiner Bio-One,

Frickenhausen, Deutschland

Real-Time PCR

LightCycler 480 PCR-Gerét Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Waagen

Waage BP 110S Sartorius, Gottingen, Deutschland

Waage Mettler PJ 3000 Mettler Toledo, GielRen, Deutschland
Zellkultur

AMAXA Nukleofektor™ IIb Lonza, Basel, Schweiz

Scepter™-Zellzahler Merck Millipore, Billerica, MA, USA
Sterilwerkbank Class I, Typ A/B3 Baker Company, Sanford, ME, USA

Zellinkubator Type B5060 EC-COz2 Heraeus Sepatech, Hanau, Deutschland

Zentrifugen

Megafuge 1.0R Heraeus Sepatech, Hanau, Deutschland
Zentrifuge 5415 C Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Zentrifuge 5418 Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sonstige Gerate

Homogenisator Ultra Turrax T25 IKA GmbH, Staufen, Deutschland
NanoDrop™ Spectrophotometer PegLab Biotechnologie,

Erlangen, Deutschland
pH-Meter WTW WTW GmbH, Weilheim, Deutschland
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Vortex Genie 2™

Wasserbad HI1210

Chemikalien und Tests

Basischemikalien

Ethanol

Aceton

Ammoniumchlorid

Bovines Serum-Albumin
Calciumchlorid
Dinatriumhydrogenphosphat
Dimethylsulfoxid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Magnesiumchlorid
Natriumazid

Natriumchlorid

Tris

Tween 20
Diethylpyrocarbonat

B-Mercaptoethanol

Durchflusszytometrie
DNAse-I

Kollagenase

Histologie

ABC Substrat-Puffer
Ammoniumpersulfat
Antigen-Demaskierungslésung
Avidin

Biotin

Diaminobenzidin

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Calbiochem, San Diego, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland
Fluka, Buchs, Schweiz

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Vector, Burlingame, CA, USA
Bio-Rad, Munchen, Deutschland
Vector, Burlingame, CA, USA

Vector, Burlingame, CA, USA

Vector, Burlingame, CA, USA
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
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Dinatriumtetraborat
Eindeckmedium mit DAPI
Eineckmedium

Eosin
Fixierungslosung
Formaldehyd
Formalin
Gold-Chlorid-Lésung
Wasserstoffperoxid
Hamatoxylin
Methanol

Methylgrin

Paraffin

Periodsaure
Salpetersaure
Schiff-Reagenz
Silbernitrat
Thiosemicarbazid

Xylol

Material und Methoden

Merck, Darmstadt, Deutschland
Vector, Burlingame, CA, USA

Vector, Burlingame, CA, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Acquascience, Uckfield, UK

Shandon, Cambrige, UK

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Fluka, Buchs, Schweiz

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

ANA-indirekte-Immunfluoreszenz-Farbung
Kallestad™ Hep-2 Cell Line Slide Bio-Rad Laboratories, Radmond, WA, USA

Ziege anti-Maus IgG-FITC

Antikorper-ELISA

Murine Doppelstrang-DNA
Poly-L-Lysin
Schwefelsaure
SSC-Puffer

TMB-Substrat Reagenzset

Antikorper-ELISA-Sets
Maus IgG
Maus IgG1

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Metabion, Martinsried, Deutschland
Trevigen, Gaithersburg, MD, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA
Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA
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Maus IgG2a
Maus IgG2b
Maus IgM

Nierenfunktionsanalyse
Albustix
Creatinine FS Kit

Maus Albumin ELISA-Set
Urea FS Kit

Zellkultur

Cathepsin S-ELISA

CpG-DNA

Dextran

Dulbecco’s PBS (1x)

Fetales Kalberserum
FITC-anti-Cathepsin S
FSLLRY-Amide

Humanes IFN-y

humanes TNF-a

Imiquimod

Lipopolysaccharid
Lymphoprep™-Trennlésung
Murines IFN- y
Penicillin/Streptomycin (100x)
Phorbol-12-myristat-13-acetat
RPMI-1640 Medium

scrambled siRNA (Cat. 4390843)
siRNA fur PAR2 (Cat. AM16708)
Trypsin/EDTA (1x)

Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA
Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA
Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA

Bayer AG, Leverkusen, Deutschland

DiaSys Diagnostic Systems, Hozheim
Deutschland

Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA

DiaSys Diagnostic Systems, Hozheim
Deutschland

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
Invivogen, San Diego, CA, USA
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

PAN Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland
Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Abcam, Cambrige, UK

Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA
Immunotools, Friesoythe, Deutschland
Immunotools, Friesoythe, Deutschland
Invivogen, San Diego, CA, USA
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Stemcell Technologies, Kdln, Deutschland
Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
PAN Laboratories, GmbH, Colbe, Deuschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
GIBCO/Invitrogen, Paisley, Scotland, UK
Ambion, Darmstadt, Deutschland

Ambion, Darmstadt, Deutschland

PAN Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland
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RNA-Isolation
PureLink® RNA Mini Kit
RNAlater®

RNAse-freies DNAse Set

cDNA-Synthese

5x First Strand-Puffer

Acrylamid

Dithiothreitol
Desoxynukleosidtriphosphat (ANTPs)
Hexanucleotid-Mix

RNAsiIn

SuperScript™ Il Reverse Transkriptase

Real-Time PCR
10x-Tag-Puffer

dNTPs
PCR-Optimierungsreagenz
PCR-Primer

SYBRgreen |
Tag-Polymerase

Antikdrper

Ambion, Darmstadt, Deutschland
Ambion, Darmstadt, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Ambion, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

GE Healthcare, Minchen, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Bitop AG, Witten, Deutschland
Metabion, Martinsried, Deutschland
Fluka/Sigma, Minchen, Deutschland
New England BioLabs, Ipswich, USA

FACS-Antikorper (alle Antikorper sind gegen Maus-Antigen gerichtet)

anti-CD103-APC
anti-CD11b-APC
anti-CD11b-PE
anti-CD11c-PE
anti-CD138-APC
anti-CD3e-FITC
anti-CD45-PE
anti-CD4-APC
anti-CD86-FITC
anti-CD8a-PerCP

eBioscience, San Diego, CA, USA

BD Bioscience, San Diego, CA, USA
BD Bioscience, San Diego, CA, USA
BD Bioscience, San Diego, CA, USA
BD Bioscience, San Diego, CA, USA
BD Bioscience, San Diego, CA, USA
BD Bioscience, San Diego, CA, USA
BD Bioscience, San Diego, CA, USA
BD Bioscience, San Diego, CA, USA
BD Bioscience, San Diego, CA, USA
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anti-F480-APC

anti-k Light Chain-PE
anti-Ly6¢-FITC
anti-MHC-II-FITC
FITC-Annexin V/Propidiumiodid

Bio-Rad, Raleigh, NC, USA

BD Bioscience, San Diego, CA, USA
BD Bioscience, San Diego, CA, USA
eBioscience, San Diego, CA, USA

Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbabach, Deutschland

Antikorper fur Immunhistologie (alle Antikdrper sind gegen Maus-Antigen

gerichtet)

anti-CD3

anti-CD31
anti-Komplement C3c
anti-nephrin

anti-wT1l

Sonstiges
12-Kammer-Platte

8-Kammer-u-Objekttrager
96-Kammer-Nunc-Maxisorp®-Platte
Blaubrand® Mikropipetten 20 pl
Einbettkassetten
Eppendorf-Réhrchen (1,5 und 2 ml)
FACS-Ro6hrchen

Falcon-Rohrchen (15 und 50 ml)
Filter

Kanilen
LightCycler 480 Multivellplatte 96
Neubauer-Zzahlkammer

Pipettenspitzen

S-Monovette® 9ml Lithium-Heparin
Spritzen

Super Frost® Plus Objekttrager
Zellkulturtestplatten

Abcam, Cambridge, UK

Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland
Biotyl Ltd, Cambridge, UK

Acris Antibodies, San Diego, CA, USA
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA

Ibidi, Martinsried, Deutschland

Ibidi, Martinsried, Deutschland

Nunc, Wiesbaden, Deutschland
Brand Wertheim, Deutschland
NeoLab, Heidelberg, Deutschland
TPP, Trasadingen, Schweiz

BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
TPP, Trasadingen, Schweiz

Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Deutschland

BD, Drogheda, Irland
Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland/
Greiner Bio-One, Frickenhausen

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
BD GmbH, Heidelberg, Deutschland
Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland

TPP, Trasadingen, Schweiz
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Computersoftware

Acrobat Writer Adobe Systems, Dublin, Ireland

CellQuest BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Endnote x8 Thomson-Reuters, New York, NY, USA

ImageJ Rasband, W.S., U. S. National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, USA

Office 2016 Microsoft, Rodmond, WA, USA

QWin Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Windows 10 Microsoft, Rodmond, WA, USA

GraphPad Prism (Version 5) GraphPad Software, La Jolla, CA, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Tierversuche

Tierstudie |

Ziel der Tierstudie | war die Testung der therapeutischen Wirkung des
hochspezifischen Cat S-Inhibitors RO5459072 gegen das bekannt wirkungsvolle
Medikament MMF52224225 ynd gegen eine unbehandelte Kontrollgruppe (Vehikel) bei
weiblichen MRL-(Fas)lpr-Mausen tber einen Zeitraum von 8 Wochen.
4-Wochen-alte, weibliche MRL-(Fas)lpr-Mause wurden von Harlan Winkelmann
bezogen. Ab einem Alter von 8 Wochen wurde wdchentlich der Urin der Mause
stichprobenartig auf Albumin mittels Albustix getestet. Eine signifikante Proteinurie
zeigte sich mit 11 Wochen. Daraufhin wurden die Mause in funf verschiedene
Interventionsgruppen eingeteilt (n =10 pro Gruppe), die ab diesem Zeitpunkt
spezielles Tierfutter erhielten. Drei Gruppen bekamen Futter, das mit
unterschiedlichen Dosierungen (3 mg/kg, 10 mg/kg, 30 mg/kg) des Cat S-Inhibitors
RO5459072 versetzt war, eine Gruppe erhielt Futter mit MMF (100 mg/kg)?2>226 und
eine weitere Gruppe, Vehikel, wurde als Kontrollgruppe mit normalem Tierfutter
gefuttert (Abbildung 8). Verzehr und Kdrpergewicht wurden wochentlich gemessen
ohne signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen aufzuweisen. Der
durchschnittliche Futterverbrauch betrug 0,12 g/gKkG. Nach 8 Wochen Therapie wurde
der Versuch terminiert, und Nieren und Milz aller Tiere wurden zu weiteren Analysen
konserviert. Wahrend der Versuchszeit wurde regelmafdig nach einem festen Protokoll
Blut und Urin abgenommen (siehe Abbildung 9).

Abbildung 8: Tierfutter.
Von links nach rechts: 100 mg/kg MMF, 30 mg/kg RO5459072, 10 mg/kg RO5459072, 3 mg/kg RO5459072,
normales Tierfutter.
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Tierstudie I

Ziel der Tierstudie Il war die Untersuchung der schadigenden Wirkung von
Cat S auf glomerulare Endothelzellen in einem in-vivo-SLE-Modell. Hierfiir wurden 7-
Wochen-alte, weibliche MRL-(Fas)lpr-Mause in vier verschiedene Guppen (n =3 pro
Gruppe) randomisiert. Ab einem Alter von 8 Wochen bekamen drei der vier Gruppen
10 ug rekombinantes, steriles CatS (in Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung
(phosphate-buffered saline; PBS)) intravends injiziert. Eine dieser Gruppen war zuvor
eine Woche lang mit 30 mg/kg RO5459072 behandelt worden, wahrend eine andere
Gruppe vorab insgesamt vier intraperitoneale Injektionen des PAR2-Inhibitors GB83
(10 mg/kg) erhalten hatte. Der Bestand von GB83 wurde in Dimethylsulfoxid geldst
und anschlielend mit PBS verdiinnt. Die dritte Gruppe erhielt neben den Cat S-
Injektionen keine Behandlung. Eine vierte Gruppe bekam mit 8 Wochen einzig eine
Injektion mit 100 pg sterilem PBS. Daraus ergaben sich die folgenden
Versuchsgruppen: die Negativkontrollgruppe PBS, die Positivkontrollgruppe Cat S und
die beiden Interventionsgruppen Cat S + RO5459072 und Cat S + GB83. Urinproben
wurden Uber einen Zeitraum von 24 Stunden gesammelt und auf das Auftreten einer
Albuminurie untersucht. Nach Versuchsende wurden die Nieren der Mause
entnommen und zur elektronenmikroskopischen Analyse an Bastian Popper von der
Abteilung fur Anatomie und Zellbiologie, Biomedizinisches Zentrum, Ludwig-

Maximilians-Universitat, Planegg-Martinsried, Deutschland, gesendet.

2.2.2 Tierhaltung

Die Mause wurden unter spezifisch Pathogen-freien Bedingungen mit maximal
funf Mausen pro Kafig in einem zwdlfstindigen Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten. Die
Kafige waren mit Einstreu, Nestwatte, einem Haus aus rotem Plexiglas, einem
Sterilfilterdeckel und jederzeit frei zuganglichem Trinkwasser und Futter ausgestattet.
Alle aufgelisteten Bestandteile wurden zuvor autoklaviert und mindestens einmal die
Woche gewechselt. Bei der Durchfuhrung der Versuche wurde das deutsche
Tierschutzgesetzt befolgt und alle experimentellen Interventionen waren durch die

Regierung von Oberbayern genehmigt.

2.2.3 Urin- und Blutabnahme
In Tierstudie | wurden Blut und Urin jeweils in einem Alter von 11, 13, 15, 17
und 19 Wochen abgenommen. Blutentnahmen sind mit einem Abfall der
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Hamoglobinkonzentration, erhdhten Stresshormon-Werten, sowie einer Abnahme des
Korpergewichtes, Reduktion der Futteraufnahme und Verhaltensanderungen
verbunden??/228, Um diesen Effekt auf die Versuchstiere so gering wie moglich zu
halten, wurde zu den Abnahmezeitpunkten 13 und 17 Wochen Blut und Urin nur von
jeweils der Halfte einer Gruppe (n =5 pro Gruppe) abgenommen, wahrend an den
anderen Zeitpunkten die Abnahmen an allen Tieren erfolgte (n = 8 — 10 pro Gruppe)
(Abbildung 9).

In Tierstudie Il wurde Urin kurz vor der Injektion, zum Zeitpunkt O, und nach 30 min,
60 min, 90 min, 2h, 4h, 6 h, 12h und 24 h von allen Versuchstieren (n =3 pro
Gruppe) gesammelt.

Unter leichtem Massieren der Blase wurde der Urin, der im Nackengriff befindlichen
Maus, mit einem Eppendorf-Réhrchen aufgefangen und bei — 20°C bis zum Zeitpunkt
der Analyse gelagert.

Die Blutentnahme erfolgte tUber die Vena facialis. Wahrend sich die Mause in einer
Isofluran-Narkose befanden, wurde die Vene mit einer feinen Lanzette punktiert und
es wurden ca. 150 — 200 pl Blut abgenommen. Das Blut wurde in ein Eppendorf-
Rohrchen, in dem sich 10 ul Ethylendiamintetraacetat (EDTA) befanden, gefillt. Zur
Gewinnung des Blutplasmas wurde anschlieBend das EDTA-Vollblut mit 8.000 rpm fur
5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand, das Blutplasma, wurde abpipettiert und bei

— 20°C bis zum Zeitpunkt der Analyse gelagert.

Urin Urin Urin Urin Urin
Blut Blut Blut Blut Blut
Organe
11 Wochen 13 Wochen 15 Wochen 17 Wochen 19 Wochen
Versuchsstart Versuchsende

Abbildung 9: Tierstudie I, zeitlicher Ablauf.

Ab einem Alter von 11 Wochen wurde mit der Therapie der MRL-(Fas)lpr Mause begonnen. Alle 2 Wochen erfolgte
eine Blut- und eine Urinentnahme. Nach 8 Wochen wurde der Versuch terminiert und Blut, Urin und Organe wurden
fur weitere Analysen konserviert.
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2.2.4 Organentnahme

Organe wurden von allen Versuchstieren entnommen. Fir die Organentnahme
wurden die 19 Wochen alten MRL-(Fas)lpr-Méause mittels zervikaler Dislokation
getdtet. Anschlie3end wurde die Maus auf einer desinfizierten Unterlage befestigt und
mit Alkohol (70%) bespruht. Beide Nieren und die Milz wurden mit sterilem OP-Besteck
entnommen und anschlielend gewogen. Danach wurde jeweils die Organkapsel der
Niere entfernt und eine Niere eines jeden Tieres wurde gedrittelt. Die andere Niere
wurde im Ganzen belassen. Die Milz wurde erst halbiert und anschlieend wurde eine
der beiden Halften in drei gleich grol3e Teile geteilt. Die Konservierung der Organteile
erfolgte je nach geplanter Analyse unterschiedlich und wird in den einzelnen

Abschnitten ndher behandelt.

2.2.5 Durchflusszytometrie

Einzelne Zellpopulationen wurden mittels Durchflusszytometrie analysiert.
Direkt nach der Organentnahme wurde von jedem Tier eine ganze Niere in 2 ml eines
Kollagenase-Puffers (100 mg Kollagenase in 50ml PBS und 20 pl/ml
Desoxyribonuklease (DNAse)-l) auf eine 12-Kammer-Platte platziert. AnschlieRend
wurden die Nieren mit dem Stempel einer 1 ml Spritze zerstoRen und fur 45 Minuten
bei 37°C inkubiert. Eine Einzelzellsuspension wurde erreicht, indem das
Nierengewebe je funf Mal durch eine 22 G und eine 27 G Kantlen gespult wurde.
AnschlieBend wurde die Suspension durch einen 30 um Filter in ein 15 ml-Falcon-
Roéhrchen geflllt. Zum Waschen der Zellen wurde 10 ml PBS hinzugegeben,
anschlielend gevortext und mit 1.500 rpm fir 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und zum Sediment wurden 2 ml fluorescence-activated
cell sorting (FACS)-Puffer (PBS, 0.2% Bovines Serum-Albumin (BSA), 0.1%
Natriumazid) hinzugefiigt und gevortext.
Auch die Isolation der Einzelzellen der Milz erfolgte direkt nach Organentnahme. Eine
halbe Milz wurde in 2 ml PBS auf eine 12-Kammer-Platte gegeben. Danach wurde die
Milz zerstol3en und durch einen 30 um Filter in ein 15 ml-Falcon-Rohrchen Ubertragen
um eine Einzelzellsuspension zu erhalten. Nachdem gevortext wurde, erfolgte eine
Zentrifugation mit 1.500 rpm bei 4°C fur 5 Minuten und der Uberstand wurde
verworfen. Um die roten Blutzellen zu lysieren wurden fir 10 Minuten 2 ml eines
Lysepuffer (8,4 g NH4Cl in 1.000 ml H20) zu den Zellen hinzugegeben. Die Reaktion
wurde durch das Hinzufiigen von 8 ml eiskaltem PBS beendet. Anschlie3end wurde
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gevortext und mit 1.500 rpm fiir 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und zum Sediment wurden 2 ml FACS-Puffer gegeben und anschlie3end
gevortext.

Sowohl die Zellen der Niere, als auch die Zellen der Milz wurden mit den unter
Abschnitt 2.1 aufgelisteten FACS-Antikorpern nach Herstellerangaben gefarbt. Nach
einer Inkubationszeit in Dunkelheit von 45 Minuten bei 4°C, wurde mit 2 ml PBS
gewaschen, gevortext und mit 1.500 rpom fur 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden in 300 ml FACS-Puffer suspendiert.
Folgende Antikorperkombinationen wurden zur Charakterisierung der Milzzellen
herangezogen: CD11c*/F480*/MHCII*, CD11c*/CD11b*/MHCII* (Antigen-
prasentierende Zellen), CD138*/k-Light chain (Plasmazellen). In der Niere waren es:
CD11c*/F480* und CD11c*/F480*/MHCII* (Makrophagen), CD11c*/CD11b* und
CD11c*/CD11b*/Ly6c* (dendritische Zellen), CD11b*/CD103%,
CD11b*/CD103*/CD86* und CD11b*/CD103*/MHCII* (Phagozyten), CD45*/CD3*,
CD45*/CD3*/CD8"*, CD3*/CD4/CD8 und CD45*/CD3*/CD4* (T-Zellen).

In einem weiteren Experiment wurden abgeltste glomeruldre Endothelzellen mit
Annexin V/Propidiumiodid (Pl) gefarbt um nekrotische Zellen (Annexin V*/PI*) zu
identifizieren??®. Die Farbung der Zellen erfolgte nach Herstellerangaben.
AnschlieBend wurden die Zellpopulationen mittels des FACSCalibur

Durchflusszytometers und der CellQuest Software analysiert.
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2.2.6 Histologische Untersuchung

Von allen Versuchstieren wurde je das mittlere Drittel einer Niere fur
histologische Untersuchungen in 4% Formalin fixiert. Die Fixierung erfolgte tber Nacht
in sorgfaltig beschrifteten Einbettkassetten, um die genaue Zuordnung des Organs zu
gewahrleisten. Danach wurde das Gewebe in Paraffin eingebettet und 4 um dicke
Gewebsschnitte angefertigt. AnschlieBend wurden die Gewebsschnitte auf
Ammoniumpersulfat-beschichteten Objekttrdgern getrocknet. Vor einer Farbung
wurden die Gewebsschnitte mit Xylol entparaffiniert, und mittels einer absteigenden
Alkoholreihe rehydriert.

Perjodsaure-Schiff-Reaktion

Die Farbung mit Perjodsaure-Schiff-Reaktion (periodic acid-Schiff, PAS)
erfolgte nach standardisierten Protokollen. In Kirze, nachdem die Gewebsschnitte
rehydriert wurden, wurden sie mit destilliertem Wasser gewaschen und anschlieRend
fur 5 Minuten in 0,5% Perjodséure gegeben. Nach einem erneuten Waschschritt mit
destilliertem Wasser wurden die Gewebsschnitte fur 5 Minuten in Schiff-Reagenz
gegeben. Danach wurde mit 37°C warmen Leitungswasser gewaschen und mit
Hamatoxylin fur 2 Minuten gegengefarbt. AnschlieRend wurde entwassert und unter
Verwendung eines Eindeckmediums eingedeckelt.
Anhand der Farbung konnte die Schwere der Nierenschéadigung analog zur diffus-
proliferativen LN beim Menschen eingeschatzt werden. Die Auswertung erfolgte
verblindet. Hierfir wurden Aktivitat und Chronizitéat der LN fir alle Versuchstiere
anhand von errechneten Indices bewertet?®, Fir beide Indices wurden
charakteristische Lasionen hinsichtlich ihrer Auspragung mit einer Zahl zwischen 0 und
3 (0 =nicht vorhanden, 1=mild, 2 =moderat, 3 =ausgepragt) versehen. Die
Lasionen charakteristisch flr eine aktive LN waren: glomerulare Zellproliferation,
Leukozyten-Exsudation, Karyorrhexis oder fibrinoide Nekrosen, zellulare Halbmonde,
hyaline Ablagerungen und interstitielle Inflammation.
Da zellulare Halbmonde und Karyorrhexis/fibrinoide Nekrosen als besonders
schwerwiegend einzuschétzen sind, wurden diese L&sionen jeweils doppelt gewertet.
Maximal konnte beim Aktivitats-Index eine Punktzahl von 24 erreicht werden.
Der Chronizitats-Index wurde durch die Bewertung folgender L&sionen berechnet:
glomerulare Sklerose, fibrése Halbmonde, tubulare Atrophie und interstitielle Fibrose.

Hier ergab sich eine maximale Punktzahl von 12 (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Aktivitats- und Chronizitats-Index.

Aktivitats-Index Chronizitats-Index
Glomerulare <25% =1P Glomerulare Sklerose < 25% = 1P
Zellproliferation 25-50% = 2P 25-50% = 2P
>50% = 3P > 50% = 3P
Leukozyten-Exsudation Mild = 1P Fibrindse Halbmonde  <25% = 1P
Moderat = 2P 25-50% = 2P
Ausgepragt = 3P >50% = 3P
Karyorrhexis/fibrinoide <25% = 1P Tubulare Atrophie Mild = 1P
Nekrosen (x2) 25 -50% = 2P Moderat = 2P
>50% = 3P Ausgepragt = 3P
Zellulare Halbmonde (x2) <25% = 1P Interstitielle Fibrose Mild = 1P
25 -50% = 2P Moderat = 2P
>50% = 3P Ausgepragt = 3P
Hyaline Ablagerungen Mild = 1P
Moderat = 2P

Ausgepragt = 3P
Interstitielle Inflammation Mild = 1P
Moderat = 2P
Ausgepragt = 3P
Aktivitats- und Chronizitats-Indices fir die diffus-proliferative Lupusnephritis?3°. Maximale Punktzahl des Aktivitats-
Indexes = 24 Punkte; maximale Punktzahl des Chronizitéats-Indexes = 12 Punkte; P = Punkt.

Methenamin-Silber-Farbung

Um chronische Nierenschaden besser darzustellen, wurden Gewebsschnitte
von Nieren aller Tiere mit der Methenamin-Silber-Farbung nach gangigen Protokollen
gefarbt. Hierfur wurden die Gewebsschnitte fir 15 Minuten in Perjodséaure und danach
fur 5 Minuten in 0,5% Thiosemicarbazid gegeben. AnschlieRend kamen die
Gewebsschnitte fur 10 min in eine Silberldsung (55 ml 3% Methenamin, 2,8 ml 5%
Silbernitrat, 6,6 ml 6% Dinatriumtetraborat). Als nachstes wurden die Schnitte kurz in
warmes Wasser getaucht und dann in eine Gold-Chlorid-Lésung gegeben. Nachdem
die Schnitte eine Minute lang in einer Losung aus 10 ml Salpeterséure, 5 ml 37%
Formaldehyd und 485 ml destilliertem Wasser waren, wurden sie fixiert und erst mit
Hamatoxylin und dann mit Eosin gefarbt und anschlielend mit einer Alkoholreihe
(Xylol) entwassert und eingedeckelt. Zwischen den Schritten wurde jeweils mit
destilliertem- oder Leitungswasser gewaschen.
Die Auswertung erfolgte verblindet anhand eines semiquantitativen Scores. Je 10
Glomeruli eines jeden Gewebsschnittes wurden hinsichtlich ihrer strukturellen

Integritat untersucht und von 0 (kein Schaden) bis 3 (ausgepragte Schaden) bewertet.
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Immunfarbungen

Fur Immunfarbungen wurde, nachdem die Gewebsschnitte rehydriert wurden,
die endogene Peroxidase mittels Wasserstoffperoxid und Methanol blockiert und
anschlieRend mit PBS gewaschen. Danach wurde das Antigen demaskiert, indem die
Gewebsschnitte in  eine Mischung aus Antigen-demaskierungs-Loésung und
destilliertem Wasser getaucht und fur 10 Minuten in einer Mikrowelle gekocht wurden.
Nachdem die Gewebsschnitte auf Zimmertemperatur abgekuhlt waren, wurde erneut
mit PBS gewaschen. Um endogenes Biotin zu blockieren, wurden die Gewebsschnitte
erst zusammen mit Avidin und dann mit Biotin inkubiert und anschlieend mit PBS
gewaschen.
Danach wurden die unter Abschnitt 2.1 aufgelisteten Antikérper fir Immunhistologie
zum Farben der Gewebsschnitte nach Herstellerangaben verwendet. Es wurden
folgende Strukturen angefarbt: C3c fur Komplementablagerungen, CD3 fur T-Zellen,
CD31 zur Bewertung der Integritat der glomerularen Blutgefalle und Wilms Tumor 1
(WT21)/nephrin fur Podozyten.
In Kirze, die Gewebsschnitte wurden fur die C3c- und CD3-Frabung erst mit einem
primaren Antikorper inkubiert, danach mit PBS gewaschen und dann mit einem
biotenyliertem sekundaren Antikorper inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 30
Minuten mit einem ABC-Substrat-Puffer wurde mit Methylgrin gegengeféarbt. Direkt
danach wurde mit einer aufsteigenden Alkoholreihe entfarbt, mit Xylol entwassert und
schlief3lich eingedeckelt.
Bei den CD31- und WT1/nephrin-Farbungen handelt es sich um Immunfluoreszenz-
Farbungen. Hier war jeweils der sekundare Antikérper mit einem Fluoreszenz-
Farbstoff gekoppelt.
Die C3c-Farbung, sowie die Farbung mit CD31 wurden jeweils mit Hilfe der ImageJ-
Software ausgewertet, indem positiv-gefarbte Flachen durch die gesamte Flache des
Glomerulums geteilt wurden. Auf diese Weise wurden fur die C3c-Farbung jeweils
zehn Glomeruli und fur die CD31 Farbung jeweils flnf Glomeruli pro Gewebsschnitt
ausgewertet. In WT1/nephrin- und CD3-Farbungen wurden die positiven Zellen pro
Glomerulum gezahlt. Fir die Auswertung der CD3 und der WT1/nephrin Farbungen
wurden jeweils 15 Glomeruli pro Gewebsschnitt untersucht.

Alle immunhistologischen Auswertungen wurden verblindet durchgefihrt.
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Elektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopie wurde von Bastian Popper von der Abteilung fir
Anatomie und Zellbiologie, Biomedizinisches Zentrum, Ludwig-Maximilians-
Universitat, Planegg-Martinsried, Deutschland, durchgefihrt. Hierfur wurden die
murinen Nieren aus der Tierstudie Il in 2% Paraformaldehyd/2% Glutaraldehyd und
0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,4) flir 24 Stunden fixiert und anschlielend mit
1,0 M Natriumphosphatpuffer und destilliertem Wasser gewaschen. Danach wurde
das Gewebe in Phosphat-Kakodylat-gepuffertem 2% Osmiumtetroxid fir 1 h postfixiert
und mittels einer Alkoholreihe dehydriert. Das Einbetten erfolgte in Embed-812
(Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA). Aus den eingebetteten Gewebsschnitten
wurden ~ 90 nm dicke Schnitte angefertigt und mit Uranylacetat und mit Bleicitrat nach
Venable und Coggeshall gefarbt. Die Elektronenmikroskopie erfolgte mit einem
1200EX Elektronenmikroskop (JEO, Tokyo, Japan).

2.2.7 Untersuchung der Autoantikdrper-Produktion und Nierenfunktion

ANA-Diagnostik mittels indirekter Imnmunfluoreszenz

Die indirekte Immunfluoreszenz wird als semiquantitatives Nachweisverfahren
von ANAs eingesetzt. Erstbeschreiber dieser Technik waren Weller und Coons. Hierzu
werden mit HEp-2-Zellen (humane Epitheliomzellen Typ 2 eines Larynxkarzinoms)
beschichtete Objekttrager verwendet. Das Prinzip der Technik besteht darin, dass
ANAs, soweit sie im Testserum oder -plasma vorhanden sind, einen stabilen Antigen-
Antikérper Komplex mit Zellkernbestandteilen der HEp-2-Zellen bilden. Diese Antigen-
Antikdrperkomplexe koénnen wiederum mit Fluorescein Isothiocyanat (FITC)
gekoppelten anti-humanen Antikdrpern gefarbt werden. Im Fluoreszenzmikroskop
koénnen auf diese Weise semiquantitative Ruckschlisse auf die Konzentration der
ANAs in der Probe getroffen werden, und es kdnnen weiterhin auch verschiedene
ANA-Spezifitdten unter Berilicksichtigung des spezifischen Fluoreszenzmusters
unterschieden werden.
Da bei MRL-(Fas)lpr-Méausen eine hohe Plasmakonzentration der ANAs zu erwarten
ist, wurde das Plasma im Verhaltnis 1:200 mit PBS verdunnt. Anschlielend wurden je
25 ul der Plasmaprobe auf mit HEp-2-Zellen beschichtete Objekttrager gegeben und
fur 30 Minuten bei Zimmertemperatur in einer Feuchtkammer inkubiert. Anschlie3end
wurden die Objekttrdger mit einer Spritzflasche mit PBS abgespult und, um
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unspezifische Antikbrperbindungen zu vermeiden, 10 Minuten lang mit PBS in einem
Coplin Glas gewaschen. Nach dem Waschen wurden die Objekttrager drei Mal in
destilliertes Wasser getaucht. Uberschissige Flussigkeit wurde durch leichtes,
seitliches Klopfen auf ein Papiertuch entfernt. 200 pl des Fluoreszenz-Antikdrpers
(Ziege anti-Maus IgG-FITC) wurden auf je einen Objekttrager gegeben und fur 30
Minuten in einer Feuchtkammer in Dunkelheit bei Zimmertemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurde, wie oben beschrieben, erst mit PBS abgespult und dann
gewaschen. Nachdem der Objekttrager in destilliertes Wasser getaucht wurde und die
Uberschussige Flussigkeit entfernt wurde, wurden 4 — 5 Tropfen Eindeckmedium mit
4'.6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) entlang der Mittellinie des Objekttragers
aufgetragen. Das Deckglas wurde vorsichtig, unter Vermeiden von Lufteinschlissen,
auf den Objekttrager platziert. AnschlieRend wurden die Objekttrager unter dem

Fluoreszenzmikroskop angesehen und repréasentative Fotos angefertigt.

Autoantikdrper-Konzentrationsmessungen mittels ELISA

Plasmakonzentrationen von IgM, 1gG, 1gG1, IgG2a und 1gG2b wurden mittels
kommerziell erhaltlicher enzymgekoppelter Immunoadsorptionstests (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay; ELISA) gemessen.
Erst wurden Kammern von 96-Kammer-Platten mit 100 ul eines Beschichtungspuffers
(coating buffer) (0,05 M Carbonat-Bicarbonat, pH 9,6) mit dem jeweiligen, spezifischen
Antikorper (capture antibody) gefullt und tber Nacht bei 4°C in Dunkelheit inkubiert.
Am nachsten Tag wurden die Platten mit einer Waschlésung (50 mM Tris, 0,14 M
NaCl, 0,05% Tween 20, pH 8,0) unter Verwendung eines ELISA-Platten-Spulers
gewaschen, so dass nur fest haftende Antikdrper in den Kammern zuriickblieben.
Anschlielend wurden unspezifische Bindestellen mittels einer Blocking Solution
(50 mM Tris, 0,14 M NaCl, 1% BSA) blockiert. Die Platten wurden fir 30 Minuten mit
der Blocking Solution bei Zimmertemperatur inkubiert. Danach wurden die Platten
erneut gewaschen und je 100 pl verdinnter Plasmaproben (1:1.000 bis 1:100.000
Verdiinnung) in die Kammern pipettiert. 16 Kammern auf jeder Platte wurden mit einem
mitgelieferten Standard aus aufgereinigten anti-Maus-Antikérpern (IgM, 19G, 1gG1,
IgG2a, 1gG2b) in bekannten Konzentrationen gefillt. Zur Verdinnung wurde jeweils
eine Verdunnungslosung aus 50 mM Tris, 0,14 M Natriumchlorid, 1% BSA und 0,05%
Tween 20 verwendet. Nach einer Inkubation von 60 Minuten bei Zimmertemperatur

wurden die Kammern erneut gewaschen und anschlie3end fir weitere 60 Minuten mit
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einem HRP (horseradish peroxidase; HRP) -Detektionsantikérper inkubiert. Danach
wurde wieder gewaschen und eine 1:1 Mischung aus Wasserstoffperoxid und 3,3',5,5°-
Tetramethylbenzidin (TMB) in die Kammern gegeben. TMB wird unter Beisein der HRP
zu 3,3',5,5-Tetramethylbenzidindiimin oxidiert. Dies bewirkt eine konzentrations-
abhangige Blaufarbung. Die Reaktion verlief in Dunkelheit und wurde mit
Schwefelsaure gestoppt. AnschlielRend wurde die Absorption bei 450 nm mittels eines
ELISA-Platten-Lesegerats gemessen. Anhand des Standards, konnte mittels einer
Standardkurve die Konzentration der restlichen Proben berechnet werden.

Die Bestimmung der Plasmakonzentrationen von anti-dsDNA-IgG und anti-sDNA-IgM
erfolgte ebenfalls mittels ELISA. Der einzige Unterschied war, dass zum Beschichten
(coating) die Kammern erst mit Poly-L-Lysin (1:1 Verdinnung mit PBS) fur zwei
Stunden inkubiert wurden. Nachdem gewaschen wurde, wurde statt des capture
antibodys 1 pg/ml Mausschwanz-Doppelstrang-DNA in SSC Puffer (1X) (saline-
sodium citrate; SSC) in die Kammern gegeben und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die
Kammern, die jeweils fir den Standard vorgesehen waren, wurden ausgespart und
stattdessen mit dem jeweiligen capture antibody beschichtet. Fur den Standard

wurden aufgereinigte anti-Maus-1gG beziehungsweise -IgM verwendet.

Untersuchung der Nierenfunktion

Als Indikator fur die Nierenfunktion wurden der Albumin-Kreatinin-Quotient im
Urin und die Harnstoffkonzentration im Blutplasma bestimmt. Albuminkonzentrationen
wurden mittels kommerziell erhaltlicher ELISA-Sets im Mausurin gemessen. Der Test
erfolgte analog zu den oben beschriebenen ELISAS.
Die Harnkonzentration ist von vielen verschiedenen Faktoren abhangig und unterliegt
grol3en naturlichen Schwankungen, was dazu fuhrt, dass gemessene Absolutwerte im
Urin nur eingeschrankt vergleichbar sind. Kreatinin wird von der Niere frei filtriert und
kaum riickresorbiert, so dass Kreatininkonzentrationen im Urin als ein Maf3 fur die
Urinkonzentration herangezogen werden kdnnen. Der Albumin-Kreatinin-Quotient gibt
demnach einen Wert an, der unabhangig von individuellen Harnkonzentrations-
Schwankungen ist.
Die Messung des Kreatinins im Urin basierte auf der enzymatischen Reaktion nach
Jaffe und wurde mittels des kommerziell erhéltlichen Creatinine FS Kits angefertigt.
Hierfir wurde der Mausurin erst 1:10 in Wasser verdinnt. Je 10 pl des verdinnten

Urins wurden anschliel3end auf eine 96-Kammer-Platte pipettiert. 16 Kammern wurden
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ausgespart und mit einem mitgelieferten Standard in absteigenden Konzentrationen
(4, 3, 2, 1 mg/dl) gefillt. Nachdem Reagenz 1 (0,2 mol/L Natrumhydroxid) und
Reagenz 2 (20 mmol/L Pikrinsédure) miteinander im Verhaltnis 1:4 vermischt wurden,
wurden je 200 pl in die Kammern zu den Proben und dem Standard hinzugefiigt. Dies
I6ste den Start der enzymatischen Reaktion aus. Nach 1 Minute wurde der
Absorptionskoeffizient bei 492 nm mit einem ELISA-Platten-Lesegerat gemessen.

Die Reaktion zur Messung der Harnstoffkonzentration erfolgte mittels einer
enzymatischen Reaktion unter Verwendung des kommerziell erhéltlichen Urea FS
Kits. Erst wurde eine Verdinnungsreihe (50, 100, 150, 200, 250 mg/dl) auf eine 96-
Kammer-Platte unter Verwendung des mitgelieferten Standards angefertigt. Zusatzlich
wurden je 2 pl Blutplasma auf die 96-Kammer-Platte pipettiert. Anschlie3end wurden
Reagenz 1 (150 mmol/L  TRIS, 9 mmol/L  2-Oxoglutarat, 0,75 mmol/L
Adenosindiphosphat, =7 kU/L Urease, =1 kU/L Glutamatdehydrogenase) und
Reagenz 2 (1,3 mmol/L der reduzierten Form des Nicotinamidadenindinukleotids) aus
dem Kit im Verhaltnis 4:1 vermischt. Je 200 ul wurden zum Starten der Reaktion in die
mit Standard und Blutplasmaproben geflllten Kammern pipettiert. Nach einer
Inkubationszeit von 1 Minute erfolgte die Messung des Absorptionskoeffizienten bei

360 nm mit einem ELISA-Platten-Lesegerat.

2.2.8 Zellkultur

Fiar Zellkulturversuche wurden Zellen aus menschlichem Blut isoliert, oder
murine Zelllinien verwendet. Alle Blutproben wurden von gesunden Spendern
entnommen. Die Spender waren vor der Blutentnahme aufgeklart worden und hatten
ihre schriftliche Einwilligung entsprechend der Ethikordnung der Ethikkommission der
Ludwig-Maximilians-Universitat in Minchen gegeben. Fir die Blutentnahme wurden

S-Monovette® 9 ml Lithium-Heparin R6hrchen verwendet.

Glomerulare Endothelzellen

Mittels Transfektion wurde small interfering RNA (siRNA) fur PAR2 in das
Genom glomerularer Maus-Endothelzellen eingebracht. Das Ziel der Transfektion war
es, dass die Expression von PAR2 unterdrickt wurde, man also eine Blockade von
PAR2 erhielt. Als Negativkontrolle wurde zuséatzlich eine ,scrambled” siRNA

eingebracht, durch die keine PAR2-Blockade entstand.

53



Material und Methoden

Die Transfektionen erfolgten nach einem etablierten Protokoll?3. Hierftir wurden etwa
2 Millionen glomerulére Maus-Endothelzellen in 1 M Nukleofektionspuffer (5 mM KClI,
15 mM MgClz, 120 mM NaH2PO4/Na2P0O4 pH 7,2, 50 mM Mannitol) suspendiert. In
den Nukleofektionspuffer wurden bei einer Gruppe siRNA fir PAR2 (2.000 ng), bei der
anderen Gruppe ,scrambled” siRNA hinzugegeben. Um die siRNA einzuschleusen,
wurde die Zellmembran mittels eines Lonza Nukleofektors (Programm V-001 fir
Endothelzellen) voribergehend permeabel gemacht. Dies wird als Elektroporation
bezeichnet. Die Effizienz wurde anschlieRend mittels einer quantitativen Echtzeit-
Polymerase-Kettenreaktion (real-time polymerase chain reaction; Real-Time PCR)
gemessen. Direkt im Anschluss wurden die Zellen in frisches Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) Medium versetzt mit 1% fetalem Kalberserum und 1%
Penicillin/Streptomycin gegeben. Etwa 1 Millionen Zellen pro Kammer wurden auf
einer 12-Kammer-Platte tber Nacht kultiviert, so dass sie an den Kammern anhafteten.
Vor der Stimulation wurden die Zellen fur zwei Stunden in frisches, inkomplettes RPMI
Medium gegeben. AnschlieRend wurden die Zellen fur 20 Stunden mit 0,5 ug/ml LPS
oder 1000 IU IFN-y in Kombination mit 1 ug oder 2 pug Cat S stimuliert. Eine Gruppe
glomerularer Endothelzellen wurde nicht transfektiert, sondern erhielt eine
Prastimulation (30 Minuten vor der Stimulation) mit dem PAR2-Inhibitor FSLLRY-Amid.
Die Stimulation erfolgte auf die gleiche Weise, wie bei den transfektierten Zellen.
Sowohl von den transfektierten Zellen, als auch von den prastimulierten Zellen, wurde
je eine Gruppe nicht stimuliert und diente so als Kontrollgruppe (Medium).

Mit einem automatischen Zellzahler wurden von der Kammer abgeltste Zellen gezahlt.
Zusatzlich wurden die Zellen mit Annexin V/PI gefarbt und nekrotische Zellen wurden

mittels Durchflusszytometrie identifiziert.

Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten wurden aus menschlichem Blut mit einer Dextran-
Sedimentation gefolgt von einer Dichtegradientenzentrifugation isoliert?32233,
7ml Blut wurden zu 7ml 1,25% Dextran mit einem Molekulargewicht von
450 K — 650 K gegeben und fur eine Stunde bei 4°C stehen gelassen. Dieser Schritt
diente dazu, dass sich die roten Blutzellen absenkten und sich eine weildlich-gelbliche
Schicht mit Leukozyten bildete. Diese leukozytenreiche Schicht wurde enthommen
und in ein frisches Falcon-Rohrchen gefillt. Um die Zellen zu waschen, wurde

eiskaltes PBS hinzugefugt und mit 1.300 rpm fur 6 Minuten zentrifugiert. Das Sediment
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wurde resuspendiert und die tbrigen roten Blutzellen wurden lysiert, indem die Zellen
vorsichtig mit 12 ml eiskaltem destillierten Wasser fuir 20 Sekunden vermischt wurden.
Um die Tonizitdt beizubehalten wurden 1,8% Natriumchlorid-Losung hinzugefigt.
Anschlie3end wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen, indem fur 10 Minuten mit
1.500 rpm zentrifugiert wurde. Danach wurden die Zellen in 2,5 ml PBS resuspendiert.
Die Isolation der neutrophilen Granulozyten erfolgte mit einer Dichte-Zentrifugation mit
Lymphoprep™-Trennlésung (Dichte 1,077 g/ml). Hierfir wurden die Zellen vorsichtig
auf die Trennldosung geschichtet. Die Zentrifugation erfolgte mit 1.500 rpm fur 30
Minuten ohne Bremse. Danach wurden die Zellen abpipettiert, mit PBS gewaschen
und in inkompletten RPMI Medium resuspendiert. Neutrophile Granulozyten (0,5 x 108
und 5 x 108 pro Kammer) wurden in RPMI Medium auf 8-Kammer-u-Objekttrager oder
12-Kammer-Platten gegeben und fir 30 Minuten im Brutschrank bei 37°C und einem
atmospharischen Kohlenstoffdioxidgehalt von 5% ruhen gelassen. Die Zellen wurden
fur 3 Stunden mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) (25 nM), IFN-y (1000 IU/ml),
Imiguimod (5 pg/ml), Cytosinphosphatidylguanin-DNA (CpG-DNA) (25 pg/ml), oder
TNF-a (200 nM) stimuliert. Eine Gruppe wurde nicht stimuliert und als Kontrollgruppe
(Medium) verwendet. Danach wurden die Zellkulturiberstdande der 12-Kammer-
Platten abpipettiert und bei — 20°C bis zur Bestimmung der Cat S-Konzentration mittels
ELISA aufbewahrt. Die Zellen auf den 8-Kammer-p-Objektragern wurden in Aceton
fixiert und mit PBS gewaschen. Anschlie3end wurden die Zellen mit FITC-anti-Cat S
und DAPI nach Herstellerangaben gefarbt, mit einem Fluoreszenzmikroskop

angesehen und reprasentative Fotos angefertigt.

Mononukleare Zellen aus dem Blut

Die Isolation von PBMCs aus Vollblut mittels einer
Dichtegradientenzentrifugation wurde erstmals von Boyum beschrieben?33, Das Blut
wurde 1:1 mit PBS verdinnt. Lymphoprep™-Trennlésung wurde in ein Falcon-
Rohrchen gefullt und das verdinnte Blut wurde vorsichtig auf die Lymphoprep™-
Trennlosung pipettiert. Bei diesem Schritt wurde sorgfaltig darauf geachtet, dass sich
das Blut nicht mit der Lymphoprep ™-Trennldsung vermischte. Anschliel3end wurde 30
Minuten lang bei 800 xg bei Zimmertemperatur ohne Bremsen zentrifugiert
(Abbildung 10).
Die oberste Schicht, die Plasmaschicht, wurde abpipettiert und verworfen, so dass die

Schicht mit PBMCs frei lag. Diese Schicht wurde vorsichtig entnommen und mit RPMI
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Medium gewaschen. 0,5 x 108 und 1 x 108 Zellen wurden pro Kammer auf 8-Kammer-
p-Objekttragern und 12-Kammer-Platten gegeben. AnschlieBend wurden die Zellen fur
30 Minuten im Brutschrank bei einer Temperatur von 37°C und einem
atmospharischem Kohlenstoffdioxidgehalt von 5% ruhen gelassen. Die Stimulation
erfolgte mit 1.000 IU/ml IFN-y, 5 pg/ml Imiquimod, 25 pg/ml CpG-DNA und 200 nM
TNF-a. Nach 2 Stunden wurde der Zellkulturiberstand aus den 12-Kammer-Platten
abpipettiert und bei — 20°C bis zum Durchfuhren eines Cat S-ELISAs aufbewahrt. Die
Zellen auf den 8-Kammer-p-Objekttragern wurden mit FITC-anti-Cat S und DAPI
gefarbt und anschliellend unter einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Fur die

Prasentation in dieser Arbeit wurden reprasentative Fotos angefertigt.

Falcon-Réhrchen: Falcon-Réhrchen:
1) Blut+ PBS Zentrifugation bei 800 x g 1)  Plasma
2) Lymphoprep™- fir 30 Minuten 1 2) Mononukledre Zellen
Trennlésung > 3) Lymphoprep™-Trennlésung
2 4)  Granulozyten + rote Blutzellen

3
Abbildung 10: Isolation von mononukleéren Zellen.
Mit Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (phosphate-buffered saline; PBS) verdiinntes Blut wird auf eine
Lymphoprep™-Trennlésung pipettiert, ohne dass sich die beiden Phasen dabei vermischen. Durch Zentrifugation
trennen sich die einzelnen Blutbestandteile gemaR ihrer Dichte auf und es entsteht eine typische Schichtung.
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2.2.9 Messung der Cathepsin S-Konzentration

Cat S-Konzentrationen wurden mittels ELISA in den Zellkulturiberstanden stimulierter
neutrophiler Granulozyten und PBMCs und in menschlichem Blutplasma gemessen.
Die Blutplasmaproben stammten von Lupus-Patienten, die in der Muinchner Kohorte
fur aktive SLE-Patienten gelistet sind und von gesunden Probanden. Alle
Testpersonen waren vor der Blutentnahme aufgeklart worden und hatten ihre
schriftliche Einwilligung entsprechend der Ethikordnung der Ethikkommission der
Ludwig-Maximilians-Universitat in Minchen gegeben.

Die Messungen erfolgten mittels eines kommerziell erhaltlichen Tests, der nach
Herstellerangaben verwendet wurde. 96-Kammer-Platten wurden mit einem in PBS
verdinnten spezifische Antikorper (capture antibody) beschichtet und Gber Nacht bei
4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Platten mit einer Waschlésung (0,05%
Tween 20 in PBS, pH 7,2 — 7,4) mit Hilfe eines ELISA-Platten-Spulers gewaschen und
mit 300 pl pro Kammer Verdinnungslésung (1% BSA in PBS, pH 7,2 — 7,4) geblockt.
Nach 30 Minuten wurden die Platten erneut gewaschen und 100 pl der verdinnten
Zellkulturiberstande (1:50 Verdinnung) oder der verdinnten Blutplasmaproben
(1:250 Verdunnung) wurden in die Kammern pipettiert. 16 Kammern wurden mit einem
Standard, dessen unterschiedliche Konzentrationen bekannt waren, gefillt. Zwei
Stunden spater wurden die Platten gewaschen und 100 yul des verdinnten
Detektionsantikorpers wurden hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 2
Stunden wurden die Platten gewaschen und 100 pl verdinnter Streptavidin-HRP
wurden in die Kammern pipettiert. Nach 20 Minuten wurden die Platten gewaschen
und 100 pl einer Substrat-Losung (1:1 Mischung aus Color Reagent A (H202) und
Color Reagent B (Tetramethylbenzidin)) wurden hinzugegeben. Die Reaktion wurde
mit 50 pl Schwefelsaure gestoppt und die Absorption wurde mit einem ELISA-Platten-
Lesegerat bei 450 nm gemessen. Anhand des Standards konnten die Cat S-

Konzentrationen berechnet werden.
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2.2.10 Messung der mRNA Expression mittels Real-Time PCR

RNA-Isolation

Ein Drittel einer Niere von jeder Maus wurde in Eppendorf-Rohrchen, die mit
RNA-later® geflllt waren, bei —20°C bis zur Isolation der RNA aufbewahrt. Die
Isolation der RNA erfolgte mit dem PureLink RNA Mini Kit.
Hierfir wurde das Nierengewebe bei Zimmertemperatur langsam aufgetaut. Als das
Gewebe vollstandig aufgetaut war, wurde ein kleines Gewebsstiick abgeschnitten und
in 600 ul Lyse-Puffer mit 1% B-Mercapto-Ethanol mit einem Homogenisator Ultra
Turrax T25 homogenisiert (30 —40 Sekunden). AnschlieBend wurde alles mit
6000 — 8000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand (~ 550 pl) wurden in ein frisches
Eppendorf-Réhrchen gefillt und 1:1 mit 70% Ethanol vermischt. 700 pul davon wurden
in ein spezielles Sammelréhrchen, das mit einem herausnehmbaren Einsatz mit einer
Silica-Membran als Boden ausgestattet war, geflllt. Die Membran diente zum
Auffangen der RNA, wahrend die Flussigkeit durch sie hindurch in das
Sammelréhrchen flieBen konnte. Hierfur wurde fir 15 Sekunden mit 11.000 rpm
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen, indem der Einsatz vorubergehend
herausgenommen wurde. Die Zentrifugation wurde auf gleiche Weise mit dem Rest
der Probe wiederholt. Danach wurde mit 350 ul Wasch-Puffer | gewaschen. Zum
Waschen wurde fir 15 Sekunden mit 1.100 rpm zentrifugiert und der Durchfluss wurde
verworfen. AnschlieBend wurden 80 pl DNAse-Mixtur (10 pl DNAse, 70 pl Reaktions-
Puffer) in den Einsatz pipettiert und flr 15 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert.
Danach wurde erneut mit 350 ul Wasch-Puffer I, wie oben beschrieben, gewaschen.
Der Einsatz wurde in ein frisches Sammelréhrchen platziert und mit jeweils 500 pl
Wasch-Puffer Il insgesamt zwei Mal gewaschen. Danach wurde der Einsatz wiederum
in ein frisches Sammelrohrchen gegeben und zum Trocknen fir 1 Minute mit
1.100 rpm zentrifugiert. Der Einsatz wurde anschlieend in ein RNAse-freies
Eppendorf-Réhrchen platziert. 35 pl RNAse-freies Wasser wurden auf die Membran
pipettiert. Danach wurde fir 1 Minute mit 1.100 rpm zentrifugiert. Durch das
Hinzufiigen von Wasser wurde die RNA aus der Silica-Membran eluiert und von dem
Eppendorf-Réhrchen aufgefangen.
Mittels optischer Dichtemessung wurde die Qualitat und die Konzentration der
isolierten RNA gemessen. Hierfuir wurde je 1 pl der RNA-Probe auf einen NanoDrop™

pipettiert und die Absorption bei 260 nm und bei 280 nm gemessen. Aus den
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Messwerten wurde der optische-Dichte-Quotient berechnet. Fiur weiterfihrende
Experimente wurden nur RNA-Proben verwendet, deren optische-Dichte-Quotient

Uber 1,8 lag.

cDNA-Synthese

Als nachstes wurde die isolierte RNA in complementary (C)DNA
umgeschrieben. Hierfur wurde die RNA mit Wasser verdinnt, so dass eine
Konzentration von 2 pg/30 pl entstand. Anschliel3end wurden 13,9 pl Mastermix (9 pl
5 x First Strand Puffer, 1 pl 25 mM Desoxynukleosidtriphsphat (dNTP)-Mixtur, 2 pl
0,1 M Dithiothreitol (DTT), 1 ul 40 U/ul Ribonuklease-Inhibitor (RNAsin), 0,5 ul
Hexanukleotide, 0,5 ul lineares Acrylamid, 1 pl SuperScript™ |l Reverse Transkriptase
(RT)) hinzugefiugt. Fur Kontrollproben (RT") wurde ein Mastermix verwendet, der mit
1 pl Wasser anstelle von 1 pl Superscript zubereitet worden war. Anschlie3end wurden
die Proben in einem Thermoschuttler erst fur 1,5 Stunden bei 42°C und anschliel3end

fur weitere 5 Minuten bei 95°C inkubiert.

Real-Time PCR

Messenger (m)RNA-Expression verschiedener Gene wurde mittels einer Real-
Time PCR gemessen?3. Hierfur wurden die cDNA Proben 1:10 mit RNAse freiem
Wasser verdinnt. 2 yl der verdinnten cDNA wurden mit je 18 ul SYBR Green-
Mastermix auf eine 96-Kammer-PCR-Platte pipettiert. Der Mastermix bestand aus
10 pl 2X SYBR Green-Mix (10 ml 2X SYBR Green-Mix: 2 ml 10 x-Taq-Puffer, 150 ul
dNTPs, 4 ml PCR-Optimizer, 200 pl BSA (20 mg/ml), 40 ul SYBR Green, 2,4 ml MgClz,
1,21 ml H20), 0,6 ul Vorwarts-Primer, 0,6 yl Ruckwarts-Primer, 0,16 yl Tag-
Polymerase und 6,64 pl destilliertem Wasser. SYBR Green interkaliert beim
Amplifizieren mit der Doppelstrang-DNA und steigert dabei sein Fluoreszenzsignal, so
dass es als Marker diente. Die Primer waren in ihrer Sequenz jeweils spezifisch flr
das zu untersuchende Gen. Die in dieser Arbeit verwendeten Primer-Sequenzen sind
in Tabelle 4 aufgelistet. Darunter ist auch ein sogenanntes housekeeper Gen (18s).
Dieses housekeeper Gen diente als endogene Kontrolle, da es konstitutiv exprimiert
wird, was genutzt wird, um Schwankungen der RNA-Konzentrationen zwischen den
Proben rechnerisch auszugleichen. Negative Kontrollen bestanden zum einen aus
Wasser, zum anderen aus den RT -Proben, die wahrend der cDNA-Synthese ohne

RT zubereitet wurden. AnschlieRend wurden die Kammern der Platte mit einer
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Plastikfolie abgeschlossen und die Platte wurde kurz zentrifugiert, damit sich die
Flussigkeit auf den Grund der Kammern absetzte.

Die Real-Time PCR wurde mit einem LightCycler480® durchgefiihrt, auf dem das
SYBR Green Dye detection system benutzt wurde. Ein PCR-Zyklus bestand aus einer
Denaturierungsphase  (95°C), einer Annealing-Phase (60°C) und einer
Amplifikationsphase (72°C). Insgesamt fanden 45 Zyklen statt. Um unspezifische
Produkte und Primer-Dimere zu erkennen wurden die Schmelz-Kurven von jeder
Probe analysiert.

Die Auswertung erfolgte mittels der comparative threshold cycle-Methode (K. Livak
1997)2%, Die cycle threshold beschreibt die Zykluszahl, bei der das Fluoreszenzsignal
die Hintergrundfluoreszenz ubersteigt. Ergebnisse werden als Verhéltnis aus dem
cycle threshold-Wert des untersuchten Gens und dem cycle threshold-Wert des
housekeeper Gens angegeben.

Tabelle 4: Primer-Sequenzen.

Gen Sequenz
18s Vorwarts: GCAATTATTCCCCATGAACG
Ruckwarts: AGGGCCTCACTAAACCATCC
CCL2 Vorwarts: CCTGCTGTTCACAGTTGCC
Ruckwarts: ATTGGGATCATCTTGCTGGT
CCL5 Vorwarts: CCACTTCTTCTCTGGGTTGG
Ruckwarts: GTGCCCACGTCAAGGAGTAT
CXCL2 Vorwarts: CGGTCAAAAAGTTTGCCTTG
Ruckwarts: TCCAGGTCAGTTAGCCTTGC
IL6 Vorwarts: TGATGCACTTGCAGAAAACA
Ruckwarts: ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC
IFN-y Vorwarts: ACAGCAAGGCGAAAAAGGAT
Ruckwarts: TGAGCTCATTGAATGCTTGG
TNF-a Vorwérts: AGCCTCTTCTCATTCCTGCT
Ruckwarts: TAGACAAGGTACAACCCATCGG
VCAM-1 Vorwérts: GCTATGAGGATGGAAGACTCTGG
Ruckwarts: ACTTGTGCAGCCACCTGAGATC
ICAM-1 Vorwarts: GTCACCGTTGTGATCCCTG
Ruckwarts: AACAGTTCACCTGCACGGAC
SDF-1 Vorwarts: GCGCTCTGCATCAGTGAC

Ruckwarts: TTTCAGATGCTTGACGTTGG
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2.2.11 Statistische Auswertung

Alle Daten sind als Mittelwert + SEM (standard error of the mean) dargestellt.
Eine einfache Varianzanalyse (One-Way ANOVA) gefolgt von Dunnett’'s multiple
comparison Test als Post-hoc-Test wurde angewendet, um signifikante Unterschiede
zwischen mehr als zwei Gruppen zu ermitteln. Fur die Auswertung der Tierstudie |
wurden erst alle Daten mittels des Kolmogorov-Smirnov Tests auf Normalverteilung
getestet. Daten, die normal verteilt waren, wurden anschlieBend mit einer One-Way
ANOVA gefolgt von Dunnett’s multiple comparison Test analysiert. Fur Daten, die
keine Normalverteilung zeigten, wurden die Kruskal-Wallis Varianzanalyse gefolgt von
Dunn’s multiple comparison Test als Post-hoc-Test benutzt. Ein student’s t-Tests
wurde verwendet um zwei Gruppen miteinander zu vergleichen. Auf diese Weise
wurden Daten des Endzeitpunkts (19 Wochen) mit den jeweiligen Basiswerten (11
Wochen) verglichen.
Zur Auswertung der Messergebnisse in den Blutplasmaproben der SLE-Patienten und
der gesunden Kontrollen wurde erst mittels des D’Agostino-Pearson-Tests auf
Normalverteilung getestet. Danach wurde ein nicht-parametrischer student’s t-Tests
zum Vergleich der Cat S-Konzentrationen benutzt. Korrelationen zwischen Cat S-
Plasmakonzentrationen und SLEDAI (SLE disease activity index; SLEDAI) oder
SLICC-Schadigungs-Index wurden mit der nicht-parametrischen Rangkorrelation nach
Spearman untersucht.
P < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Alle statistischen Analysen

wurden mit der GraphPad Prism Software (Version 5) durchgefthrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Cathepsin S-Inhibition im Tiermodell des SLEs

3.1.1 Charakteristika der Interventionsgruppen in Tierstudie |

In die funf Interventionsgruppen (Vehikel, 3 mg/kg R0O5459072, 10 mg/kg
RO5459072, 30 mg/kg RO5459072 und 100 mg/kg MMF) wurden je zehn weibliche
MRL-(Fas)lpr-Mause randomisiert. Alle Mause waren zu dem Zeitpunkt der
Randomisierung 11 Wochen alt. Die Aufnahme der Medikamente erfolgte oral tber
das Tierfutter. Der Futterkonsum wurde wochentlich gemessen und betrug
durchschnittlich 0,12 g/gKG, ohne signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen aufzuweisen. In allen Gruppen wurde eine Zunahme des Korpergewichts
Uber den Zeitraum der Studie festgestellt. Auch hier gab es keinen signifikanten

Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Kdrpergewicht und Futterkonsum.

(A) Das Korpergewicht aller Mause wurde wochentlich Gber die gesamte Versuchszeit gewogen. Zu keinem
Zeitpunkt traten signifikante Unterschiede zwischen den Interventionsgruppen auf. Auch der Futterkonsum (B)
wurde wochentlich bestimmt und wies keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen auf. Die Daten sind
als Mittelwert + SEM dargestellt (n = 8 bis 10 Tiere pro Interventionsgruppe).
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In dieser Studie wurde aufgrund des Auftretens von Belastungskriterien gemal3 des
deutschen Tierschutzgesetztes der Versuch fur insgesamt sechs Tiere vorzeitig
terminiert (Abbildung 12). Daraus ergab sich, dass am Ende der Studie
unterschiedliche Gruppenstarken der einzelnen Gruppen bestanden. Die Cat S-
Hochdosis-Therapiegruppe (30 mg/kg RO5459072) war die einzige Gruppe, die keine

frihzeitigen Ausfalle zu verzeichnen hatte.
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—_ ! .o --- 3 mg/kg RO5459072
g LI_' -t 10 mg/kg RO5459072
% —— 30 mg/kg RO5459072
S 504 —— 100 mg/kg MMF
S
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o

0 T T T T T

11 13 15 17 19

Weeks of age

Abbildung 12: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve.

In einem Alter von 11 Wochen wurden MRL-(Fas)lpr-Mause (n =10 2 100%) in funf Interventionsgruppen
randomisiert. Die Studie lief Uber einen Zeitraum von 8 Wochen. Zum definierten Endzeitpunkt waren die Mause
19 Wochen alt. Zum Endzeitpunkt wiesen die einzelnen Gruppen folgende Gruppenstarken auf: Vehikel n =9,
3 mg/kg RO5459072 n = 8, 10 mg/kg RO5459072 n = 9, 30 mg/kg RO5459072 n = 10, 100 mg/kg MMF n = 8.

3.1.2 Systemische Autoimmunitat bei Cathepsin S-Inhibition

Sekundar lymphatische Organe wie die Milz bilden einen Ort der Interaktion
zwischen dem angeborenen und dem erworbenen Immunsystem. Antigen-
prasentierende Zellen, die zuvor mit einem ,fremden® Antigen in Kontakt gekommen
sind, wandern in die Milz und in Lymphknoten ein und fihren dort zu einer Aktivierung
spezifischer T- und B-Lymphozyten?3¢, Die GroRe der Immunzellpopulationen in der
Milz gibt demnach Auskunft Uber die systemische Aktivitdt einer Immunreaktion.
AulRerdem sind erhéhte Antikdrperkonzentrationen und das Auftreten von ANAS ein
charakteristisches Merkmal des SLE, sowohl beim Menschen, als auch bei der MRL-
(Fas)lpr-Maus, und tragen mal3geblich zur systemischen Aktivitdt der
Autoimmunkrankheit bei.
Um in dieser Arbeit die Wirkung der acht-wochigen Cat S-Inhibitor- und der MMF-
Therapie auf die systemische Autoimmunitat zu beurteilen, wurden

Immunzellpopulationen in der Milz aller Versuchstiere mittels Durchflusszytometrie
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bestimmt und deren prozentualer Anteil mit dem der unbehandelten Vehikel-Gruppe
verglichen. Zusatzlich wurden Blutplasmaspiegel der folgenden Antikérperklassen
jeweils mit spezifischen ELISAs gemessen: gesamt-IgM und gesamt-lgG, die 1gG-
Isotypen 1gG1, 1gG2a und IgG2b, und anti-dsDNA-IgM und -IgG. anti-dsDNA-
Antikorper sind eine Unterform der ANAs und gelten als spezifisch fiir den SLE. ANAs
wurden mittels indirekter Immunfluoreszenz in Blutplasmaproben (Verdiinnung 1:200)
nach 8 Wochen Therapie dargestellt.

Nach der Cat S-Inhibitor-Therapie zeigte sich sowohl eine signifikant geringere Anzahl
an CD11c*/F480*/MHCII*, als auch an CD11c*/CD11b*/MHCII* Antigen-
prasentierenden Zellen. AuRerdem wurden durch die Cat S-Inhibition die flur die
Antikdrpersekretion verantwortlichen Plasmazellen (CD138*/k-Light chain) signifikant
supprimiert  (Abbildung 13). Der Effekt der Cat S-Inhibitor-Therapie auf
Immunzellpopulationen in der Milz war streng dosisabhéngig. Im Unterschied dazu
wurden durch MMF-Therapie CD11c¢/CD11b*/MHCII* Antigen-prasentierende Zellen
signifikant gesenkt, nicht aber CD11c*/F480*/MHCII* Antigen-prasentierende Zellen
und Plasmazellen. Gating-Strategien sind in Abbildung 14 dargestellt.

A B

0.8 )
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Bl 3 mg/kg RO5459072
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[ 30 mglkg RO5459072
3 100 mg/kg MMF

0.47

0.2

Percentage of total cells
Percentage of total cells

0
CD11c+F480+MHCIl+ CD11c+CD11b+MHCII+ CD138+ k-Light chain

Abbildung 13: Suppression von Immunzellpopulationen in der Milz.

Mittels Durchflusszytometrie wurden Zellpopulationen von aktivierten (MHCII*) Antigen-prasentierenden Zellen (A)
und Plasmazellen (B) in Zellsuspensionen identifiziert, die aus der Milz isoliert wurden. Die Daten sind als Mittelwert
+ SEM dargestellt (n = 8 bis 10 Tiere pro Interventionsgruppe). *p < 0,05, **p < 0,001, ***p < 0,0001 versus Vehikel.
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Abbildung 14: Durchflusszytometrische Gating-Strategien, Milz.
Gating-Strategien fur Immunzellpopulationen in der Milz. (A—F) Antigen-prasentierende Zellen, (G —H)

Plasmazellen.

Wahrend Antikorperspiegel der unbehandelten Vehikel-Gruppe mit zunehmendem

Alter der MRL-(Fas)lpr-Méause stetig anstiegen, blieb dieser Anstieg flr gesamt-1gG-,
IgG1- und IgG2a-Antikorper unter Cat S-Inhibition aus (Abbildung 15). Gesamt-IgG-
und lgG2a-Antikdrperspiegel sanken sogar signifikant unterhalb des Ausgangswertes.

Auch hier ist eine weitestgehend dosisabhangige Wirkung der Cat S-Inhibitor-Therapie

zu beobachten. MMF-Therapie hingegen zeigte keine Suppression der IgG-Antikorper.
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Auf 1gG2b-Antikorperspiegel hatten weder MFF-Therapie noch die Therapie mit
R0O5459072 einen signifikanten Effekt.

Anders verhielt es sich mit IgM-Antikdrpern. Hier fihrte Cat S-Inhibition nicht zu einer
Senkung der IgM-Antikorper, wahrend die MMF-Therapiegruppe ab 4 Wochen
Therapie signifikant niedrigere Antikdrperspiegel aufwies, als die Vehikel-Gruppe
(Abbildung 15B).
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Abbildung 15: Senkung der Antikérperspiegel in Blutplasma.

Blutplasmaspiegel von gesamt-lgG (A) und gesamt-IgM (B), sowie von IgG1 (C), IgG2a (D) und IgG2b (E) wurden
Uiber die gesamte Versuchszeit alle 14 Tage mittels ELISA bestimmt. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt
(n =8 bis 10 Tiere pro Interventionsgruppe, auller zu den Zeitpunkten 13 Wochen und 17 Wochen, da n = 5).
*p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001 versus Vehikel. #p < 0,05, ###p < 0,001 Basiswert versus Woche 19.

Abbildung 16A zeigt reprasentative Bilder der indirekten Immunfluoreszenz fir ANAs.
Hier fiel auf, dass es nach der Cat S-Inhibitor-Therapie zu einer dosisabhéngigen
Verringerung der Fluoreszenz kam (obere Reihe). MMF-Therapie zeigte auch hier
keinen Unterschied zu Vehikel. Um sicher zu stellen, dass die Abstufungen in der
Fluoreszenz durch niedrigere Antikdrperkonzentrationen und nicht etwa durch ein
Fehlen an Zellkernen zustande kamen, wurden die Zellkerne zusatzlich mit DAPI
angefarbt. Hier zeigte sich fur alle Proben eine einheitlich starke Farbung (untere
Reihe). Das homogene Fluoreszenzmuster der ANA-Farbung liel3 vermuten, dass es
sich um anti-dsDNA-Antikdrper handelte. Plasmaspiegel von anti-dsDNA-IgG und -IgM
wurden zusatzlich mittels ELISA bestimmt (Abbildung 16B, C). Therapie mit 30 mg/kg
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RO5459072 fuhrte zu einer signifikanten Suppression der anti-dsDNA-IgGs sowohl im
Vergleich zu Vehikel, als auch im Vergleich zum Basiswert, wahrend MMF-Therapie
abermals keinen senkenden Effekt aufwies. Analog zu den gesamt-lgM-Spiegein,
wurden auch anti-dsDNA-IgM nicht durch Cat S-Inhibition beeinflusst.

Durch Ablagerungen in der Niere als Immunkomplexe spielen anti-dsDNA-Antikdrper
eine wichtige Rolle in der Entstehung der LN?*’. Deshalb wurde als nachstes
untersucht, ob die gemessenen Konzentrationsabfalle der zirkulierenden IgG-

Antikorper auch einen Ruckgang der Gewebeschaden in der Niere zur Folge hatten.
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Abbildung 16: Senkung der Autoantikérper in Blutplasma.

Antinukleédre Antikdrper wurden in Blutplasmaproben 19 Wochen alter MRL-(Fas)lpr-Mause mittels indirekter
Immunfluoreszenz auf mit Hep-2-Zellen beschichteten Objekttragern dargestellt (A, obere Reihe zeigt
reprédsentative Fotos, Mafistab 25 pum). Die Plasmaproben wurden 1:200 verdinnt. Das homogene
Fluoreszenzmuster deutet darauf hin, dass es sich um Antikérper gegen Doppelstrang-DNA (dsDNA) handelte.
Zellkerne der Hep-2-Zellen wurden zusatzlich mit DAPI angefarbt (A, untere Reihe). Blutplasmaspiegel von anti-
dsDNA-IgG (B) und anti-dsDNA-IgM (C) wurden alle 14 Wochen mittels ELISA bestimmt. Die Daten sind als
Mittelwert + SEM dargestellt (n = 8 bis 10 Tiere pro Interventionsgruppe, auler zu den Zeitpunkten 13 Wochen und
17 Wochen, da n = 5). *p < 0,05, versus Vehikel. ##p < 0,001 Basiswert versus Woche 19.
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3.1.3 Weniger Nierenschaden unter Cathepsin S-Inhibitor-Therapie
MRL-(Fas)lpr-Mause bilden eine Immunkomplex-Glomerulonephritis &hnlich
einer LN aus. Zirkulierende Antikdrper, vorrangig gegen Nukleosomen und gegen
Doppelstrang-DNA, bilden Immunkomplexe, die sich in der Niere zusammen mit
Komplement ablagern. Dies bewirkt entziindliche und zytotoxische Reaktionen in der
Niere, die zu schweren Gewebeschaden bis hin zu einem Funktionsverlust des Organs
fihren kdnnen#®:149,
Nieren aller Versuchstiere wurden nach abgeschlossener Therapie mit dem Cat S-
Inhibitor RO5459072 oder mit MMF zur histologischen und immunhistologischen
Auswertung gefarbt.
Anhand der mit PAS-Reaktion gefarbten Gewebsschnitte wurde die Aktivitat und die
Chronizitat der Glomerulonephritis beurteilt. Komplementablagerungen wurden mittels
C3c-Komplementfarbung immunhistochemisch dargestellt. Mit Silber kénnen die
glomerulare Basalmembran, die Kapillarwand, mesangiale Zellen und sklerotische
Lasionen angefarbt werden, was eine detaillierte Analyse der strukturellen und
sklerotischen Lasionen ermoglicht?%®, Die Farbung des auf Endothelzellen
vorkommendem CD3L1 |asst eine Beurteilung der vaskularen Integritat zu.
Um die Organfunktion einzuschatzen, wurden die Harnstoffkonzentration im
Blutplasma als Indikator fur die Entgiftungsfahigkeit der Niere und das Auftreten einer
Proteinurie  (Albumin-Kreatinin-Quotient) als Hinweis auf eine gestorte
Filtrationsbarriere bestimmt. Bei einer gesunden Niere kann das Protein Albumin nicht
durch die von Podozytenfortsatzen gebildete Schlitzmembran in den Urin Ubertreten.
Das Vorkommen von Albumin in Urin ist demnach ein Indikator fur Schaden der von
Podozyten gebildeten Filtrationsbarriere. Albumin wurde mittels ELISA im Urin der
Versuchstiere gemessen, wahrend Kreatinin und Harnstoff mit speziellen Kits in Urin
beziehungswiese Blutplasma bestimmt wurden. Zusatzlich wurden Podozyten mit
WT1/Nephrin in Nierengewebsschnitten aller Tiere angefarbt und deren Anzahl pro
Glomerulum gez&hlt.
Nach Therapie mit RO5459072 kam es zu einer, im Vergleich zu Vehikel,
dosisabhangigen Senkung des Aktivitats- und des Chronizitats-Indexes fur diffus-
proliferative Glomerulonephritis (Abbildung 17A links, B, D). Mit einer Dosis von
30 mg/kg war der Abfall signifikant. Diese Beobachtung spiegelte sich auch in einer
signifikanten Reduktion der C3c-Komplementablagerungen nach Therapie mit
30 mg/kg Cat S-Inhibitor wider (Abbildung 17C). In der Silberfarbung wurden
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signifikant niedrigere Scores fur glomeruldre Schaden in allen Cat S-Inhibitor-
Therapiegruppen und in der MMF-Therapiegruppe erreicht (Abbildung 17A rechts, E).
Die Integritdt des vaskularen Endothels zeigte eine dosisabhangige Erhéhung
(Abbildung 18). Signifikant war diese Erh6hung im Vergleich zu Vehikel fur die
Therapie mit 10 und mit 30 mg/kg RO5459072 und mit MMF-.

Dieser protektive Effekt den man bei Endothelzellen sah, konnte auch bei Podozyten
beobachtet werden. Mit Cat S-Inhibitor- (10 mg/kg und 30 mg/kg) und MMF-Therapie
wiesen die Gewebsschnitte signifikant mehr Podozyten auf, als ohne Therapie
(Abbildung 19A, B). Die Proteinurie nahm in der Vehikel-Gruppe uber die Versuchszeit
zu. In den Therapiegruppen blieb dieser Anstieg aus und unter 30 mg/kg RO5459072
sank der Albumin-Kreatinin-Quotient signifikant unterhalb des Ausgangswertes. Auch
fur die Harnstoffkonzentration im Blutplasma konnten in allen Therapiegruppen
signifikant geringere Werte im Vergleich zu Vehikel gemessen werden
(Abbildung 19C, D).

Insgesamt wiesen die Mause mit beiden Therapien deutlich weniger Gewebeschaden
und eine bessere Organfunktion auf. Hochdosiertes R0O5459072 zeigte jedoch
konstant bessere Messwerte als MMF. Besonders deutlich war dies in der Suppression
von Krankheitsaktivitat und -chronizitat, sowie in der Senkung des Albumin-Kreatinin-
Quotienten.

Die verbesserte Organfunktion und Morphologie waren wahrscheinlich auf eine
Dampfung der Entziindungsreaktion in der Niere zurtickzufuhren. Deshalb wurde als

nachstes die intrarenale Entztindung untersucht.
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Abbildung 17: Weniger Gewebeschaden.

Gewebsschnitte von Nieren aller Versuchstiere wurden nach Beendigung der Therapie mit Perjodsaure-Schiff
(PAS) Reaktion (A links) und Silber (A rechts) gefarbt (reprasentative Fotos bei einer originalen Vergré3erung von
X 400, MaRRstab 25 pm). Die Aktivitat der Glomerulonephritis wurde anhand des Aktivitats-Indexes (B), der auf der
Auswertung der PAS-Farbungen beruhte, und der Menge an abgelagertem Komplement C3c (C, keine Fotos
aufgefuhrt), das mittels eines anti-C3c-Antikdrpers immunhistochemisch dargestellt worden war, beurteilt.
Chronische Schaden wurden in der PAS-Farbung durch die Bildung eines Chronizitats-Indexes (D) und in der
Silberfarbung (E) bewertet. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n=8 bis 10 Tiere pro
Interventionsgruppe). *p < 0,05, ***p < 0,001 versus Vehikel.
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Abbildung 18: Protektion vaskularer Endothelzellen.

(A) zeigt reprasentative Fotos von Glomeruli in der immunhistochemischen Farbung mit einem
fluoreszenzgekoppelten Antikérper fiir CD31 (originale VergréRerung von x 400, MaRstab 25 um). Farbungen
wurden von Nierengewebsschnitten aller Versuchstiere angefertigt und die quantitative Analyse (B) erfolgte mit
Hilfe der ImageJ Software. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n=8 bis 10 Tiere pro
Interventionsgruppe). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus Vehikel.
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Abbildung 19: Erhalt der Nierenfunktion.

Die Anzahl der Podozyten, die mit WT1/Nephrin angefarbt waren, wurden pro Glomerulum (A) in Gewebsschnitten
von Nieren aller Tiere gezahlt. (B, reprasentative Fotos bei einer originalen VergréRerung von x 400, MaRRstab
25 pm) Der Albumin-Kreatinin-Quotient (engl. Albumin/Creatinine; A/C) (C) wurde mittels ELISA (Albumin) und der
enzymatischen Reaktion nach Jaffe (Kreatinin) im Urin alle 14 Tage bestimmt. Als MaR fur die Entgiftungsfahigkeit
der Niere wurde die Harnstoffkonzentration (engl.: blood urea nitrogen; BUN) (D) alle 14 Tage im Blutplasma
gemessen. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n = 8 bis 10 Tiere pro Interventionsgruppe, auf3er zu
den Zeitpunkten 13 Wochen und 17 Wochen, dan = 5). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus Vehikel. #p < 0,05
Basiswert versus Woche 19.
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3.1.4 Cat S-Inhibition dampft die intrarenale Entziindung

Bei einer Entzindung kommt es lokal zu einer vermehrten Ausschittung von
bestimmten inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen, was zu einer Rekrutierung
und Aktivierung von Immunzellen und zur Regulierung von Entziindungsprozessen
fuhrt. Adhasionsmolekile wie vascular cell adhesion molecule 1 und Intercellular
adhesion molecule 1 spielen eine wichtige Rolle bei der Einwanderung von
Immunzellen in das entzindete Gewebe und werden im Zuge einer
Entziindungsreaktion vermehrt auf Endothelzellen von BlutgefaBen exprimiertl’.
Immunzellen, die in Gewebsentziindungen involviert sind, sind unter anderem
Phagozyten zu denen Makrophagen und dendritische Zellen zéhlen, und T-Zellen.
In dieser Arbeit wurden die Genexpressionen von Zytokinen (TNF-a, Interleukin 6, IFN-
Y), Chemokinen (CC-Chemokinligand 2, CC-Chemokinligand 5, C-X-C motif Ligand 2,
stromal cell-derived factor 1) und Adhasionsmolekilen (vascular cell adhesion
molecule 1, Intercellular adhesion molecule 1) mittels Real-Time PCR in
Nierengewebe gemessen. Es wurde vermutet, dass die Genexpression dieser
Proteine aufgrund der verminderten Bildung und Sekretion wahrend der durch die
Therapie unterdrickten Entziindung abféllt. Die renalen Immunzellpopulationen
wurden mittels Durchflusszytometrie aus isolierten Nierenzellen bestimmt. T-Zellen
wurden zusatzlich in Nierengewebsschnitten immunhistochemisch mit einem anti-
Maus-CD3-Antikorper angefarbt. In allen Experimenten wurden Gewebsproben von
allen Versuchstieren untersucht.
Auf die Genexpression von TNF-a, Interleukin 6 und IFN-y hatte weder die Therapie
mit MMF, noch mit dem Cat S-Inhibitor RO5459072 einen deutlichen Effekt. Einzig IL6
war in der 10 mg/kg RO5459072-Gruppe im Vergleich zu Vehikel signifikant
supprimiert (Abbildung 20A). Anders verhielt es sich mit der Genexpression von
Chemokinen. Hier konnte eine signifikante Reduktion von CC-Chemokinligand 2 nach
RO5459072-Therapie und von CC-Chemokinligand 5 sowohl nach RO5459072-
(10 mg/kg und 30 mg/kg), als auch nach MMF-Therapie beobachtet werden
(Abbildung 20B). Auch auf die Adhasionsmolekile hatte sowohl Cat S-Inhibition als
auch MMF-Therapie eine deutlich suppressive Wirkung. Die Genexpression von
vascular cell adhesion molecule 1 wies in allen Therapiegruppen signifikant niedrigere
Werte auf als Vehikel, wahrend die Messwerte fur Intercellular adhesion molecule 1 in
allen Therapiegruppen auf3er der Gruppe mit der niedrigdosierten Cat S-Inhibitor-
Therapie (3 mg/kg RO5459072) eine signifikante Reduktion zeigten (Abbildung 20C).
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Abbildung 20: Intrarenale Entziindung: Zytokine, Chemokine, Adhasionsmolekule.

Mittels Real-Time PCR wurde in Nierengewebe aller Versuchstiere die Genexpression von Zytokinen (A),
Chemokinen (B) und Adhasionsmolekilen (C) gemessen. Folgende Molekile wurden bestimmt: die Zytokine
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-6 (IL-6) und Interferon-y (IFN-y), die Chemokine CC-Chemokinligand 2
(CCL-2), CC-Chemokinligand 5 (CCL-5), C-X-C motif Ligand 2 (CXCL-2) und stromal cell-derived factor 1 (SDF-1)
und die Adhésionsmolekiile vascular cell adhesion molecule 1 (V-CAM) und intercellular adhesion molecule 1 (I-
CAM). Als housekeeper Gen wurde 18s verwendet. Die Auswertung erfolgte mittels der comparative threshold
cycle-Methode. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n =8 bis 10 Tiere pro Interventionsgruppe).
*p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001 versus Vehikel.
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Von den intrarenalen Phagozyten konnten mit MMF-Therapie nur CD11c*/CD11b" und
CD11c*/CD11b*/Ly6c* dendritische Zellen im Vergleich zu Vehikel supprimiert
werden. Auch die Therapie mit RO5459072 fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der
dendritischen Zellen. Alle Cat S-Inhibitor-Therapiegruppen wiesen eine geringere
Anzahl der renalen CD11c*/CD11b* Population dendritischer Zellen auf, wahrend die
Population der CD11c*/CD11b*/Ly6c* inflammatorischen dendritischen Zellen nur
durch die hochdosierte (30 mg/kg) Cat S-Inhibitor-Therapie signifikant verringert
wurden (Abbildung 21B). Anders als mit MMF-Therapie, waren nach hochdosierter
Cat S-Inhibition zusétzlich CD11c*/F480* und CD11c*/F480*/MHCII* Makrophagen-
Populationen im Vergleich zu Vehikel signifikant kleiner (Abbildung 21A). Auch
CD11b*/CD103*/CD86"* Phagozyten, die den fur die T-Zell-Aktivierung wichtigen
Rezeptor CD86 aufwiesen, wurden in der 30 mg/kg RO5459072-Therapiegruppe
signifikant supprimiert. Auf die CD11b*/CD103* und CD11b*/CD103*/MHCII*
Phagozyten hatte weder MMF-Therapie, noch die Therapie mit RO5459072 einen
signifikanten Effekt (Abbildung 21C).

Deutlicher war die suppressive Wirkung beider Therapien auf T-Zell-Populationen. In
Nieren von Tieren, die mit dem Cat S-Inhibitor (10 mg/kg und 30 mg/kg) behandelt
worden waren, wurden signifikant weniger CD45*/CD3* T-Zellen gemessen als in der
unbehandelten Vehikel-Gruppe. Fur die CD8* T-Zellen (CD45*/CD3*/CD8*), die
doppeltnegativen  T-Zellen (CD3*/CD47/CD8) und die CD4* T-Zellen
(CD45*/CD3*/CD4*) wurde diese Reduktion sowohl mit der Cat S-Inhibitor-Therapie
als auch mit der MMF-Therapie beobachtet (Abbildung 22C). Gating-Strategien sind
in Abbildung 23 dargestellt.

Die durchflusszytometrisch festgestellte Verringerung der T-Zellen konnte in
immunhistochemisch gefarbten Gewebsschnitten bestatigt werden. Hier zeigten sich
signifikant weniger T-Zellen pro Glomerulum in allen Cat S-Inhibitor-Therapiegruppen
und in der MMF-Therapiegruppe (Abbildung 22A, B). Wie zuvor bei den Messungen
der systemischen Marker und den Untersuchungen der Organschaden und -funktion
bereits beobachtet, war auch auf die renalen Immunzellpopulationen der gemessene
Effekt der Cat S-Inhibitor-Therapie mit RO5459072 dosisabhangig.

Insgesamt war die Suppression der Entziindung unter der Therapie mit RO5459072 in

etwa vergleichbar, mit der unter MMF-Therapie.
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Abbildung 21: Intrarenale Entziindung: Phagozyten.

Von jedem Tier wurde eine ganze Niere zu einer Zellsuspension verarbeitet und mittels eines Durchflusszytometers
wurde die GroRe intrarenaler Immunzellpopulationen bestimmt. Es wurden Makrophagen (A), dendritische Zellen
(B) und Phagozyten allgemein (C) untersucht. Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n = 8 bis 10 Tiere
pro Interventionsgruppe). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus Vehikel.
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Abbildung 22: Intrarenale Entziindung: T-Zellen.

T-Zellen wurden in Gewebsschnitten der Niere mit einem Antikérper gegen CD3 immunhistochemisch angefarbt.
Die Anzahl der CD3* Zellen pro Glomerulum wurden in Gewebsschnitten aller Tiere gezahlt (A). Reprasentative
Fotos sind in (B) aufgefihrt (originale VergréBerung von x 400, Maf3stab 25 um). Zusatzlich wurden T-
ZellpopulationsgréfRen mittels eines Durchflusszytometers in Zellsuspensionen aus Nieren aller Tiere gemessen
(C). Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n =8 bis 10 Tiere pro Interventionsgruppe). *p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001 versus Vehikel.
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Abbildung 23: Durchflusszytometrische Gating-Strategien, Niere.
Gating-Strategien fiir intrarenale Immunzellpopulationen. (A — C) Makrophagen, (D — F) dendritische Zellen, (G - I)

T-Zellen.
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3.2 Zirkulierendes Cathepsin S schadigt glomeruldare Endothelzellen

Die Hypothese war, dass die Inhibition von Cat S durch RO5459072 nicht nur
Uber die Storung der intrazellularen Prozesse, die an der MHC ll-vermittelten
Antigenprasentation in Antigen-prasentierenden Zellen beteiligt sind, therapeutisch auf
die LN wirkt, sondern auch durch eine Blockade des extrazellularen Cat S und dessen
Aktivierung von PAR2173214215 Um dies zu untersuchen, wurde erst getestet, ob
extrazellulares Cat S schadigend tber PAR2 auf glomerulédre Endothelzellen in einem
Lupus-Modell wirkt. Daftr wurden glomerulare Endothelzellen kultiviert, deren PAR2
entweder mittels einer PAR2-spezifischen siRNA, oder mit dem PAR2 Antagonisten
FSLLRY Amid blockiert wurde. Fir eine Gruppe glomeruléarer Endothelzellen wurde
eine spezifische ,scrambled” siRNA verwendet, die nicht zu einer Blockade von PAR2
fuhrte, und so als Negativkontrolle diente. Die glomerularen Endothelzellen wurden mit
rekombinantem Cat S in zwei unterschiedlichen Konzentrationen in Kombination mit
LPS oder mit IFN-y stimuliert. LPS ist ein TLR4-Agonist und verursacht eine starke
Entziindungsreaktion?3°-241, weshalb die Stimulation mit LPS hier als Positivkontrolle
diente. Die Stimulation mit IFN-y, das bei SLE sowohl beim Menschen, als auch im
Tiermodell erhdht ist und auch an dem Pathomechanismus der Krankheit beteiligt
ist?42-245 stellte ein stark vereinfachtes SLE-Modell dar.
Intakte glomerulare Endothelzellen haften fest an dem Boden der Kammern, auf denen
sie kultiviert werden. Geschadigte glomerulare Endothelzellen I6sen sich von dem
Boden der Kammer ab. Abgeldste Zellen wurden in dieser Arbeit im Uberstand mittels
eines automatischen Zellzahlers gezahlt, mit Annexin V/PI angefarbt und mit einem
Druchflusszytometer analysiert. Annexin V bindet den normalerweise intrazellular
vorkommenden Zellmembranbaustein Phosphatidylserin. Dieses wird wéahrend des
Zelltodes nach extrazelluléar verlagert, wo es durch Annexin V angefarbt werden kann.
PI farbt intrazellulare Bestandteile an, die erst durch einen Verlust der Integritat der
Zellmembran fur den autofluoreszierenden Farbstoff erreichbar werden. Diese Technik
wird demnach herangezogen, um nekrotische Zellen durchflusszytometrisch zu
identifizieren®2°.
In der Negativkontrollgruppe fuhrte die Stimulation mit Cat S in Kombination mit LPS
oder IFN-y zu einem signifikanten Anstieg von abgelosten und nekrotischen Zellen. Zu
beachten ist, dass durch die Erhdhung der Cat S-Konzentration bei gleichbleibender
LPS- beziehungswiese IFN-y-Konzentration es zu einem deutlichen Anstieg der

abgeldsten und nekrotischen Zellen kam. In den Gruppen, deren PAR2 zuvor mittels
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spezifischer siRNA oder FSLLRY Amid blockiert worden war, blieb dieser Anstieg
vollstandig aus (Abbildung 24).
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Abbildung 24: PAR2-Aktivierung durch Cat S schadigt Endothelzellen in-vitro.
Protease-aktivierter Rezeptor(PAR)-2 wurde in murinen glomeruldren Endothelzellen mittels PAR2 spezifischer
siRNA oder dem PAR2 Antagonisten FSLLRY Amid blockiert. Bei ,scrambled” siRNA handelt es sich um eine
Kontroll-siRNA, die nicht zu einer Blockade von PAR2 fiihrte. Die Zellen wurden zudem mit 1 oder 2 pg Cathepsin S
(Cat S) in Kombination mit Lipopolisacchariden (LPS) oder Interferon-y (IFN-y) stimuliert. Nach 20 Stunden wurden
vom Kammerboden abgeltste Zellen mit einem automatischen Zellzéhler im Zellkulturiberstand gezéhlt (A). Mittels
eines Durchflusszytometers konnten diese Zellen als Annexin V*/Propidiumiodid (P1)* nekrotische Zellen
identifiziert werden (B). Die Daten sind als Mittelwert + SEM von drei unabhangigen Experimenten dargestellt.
*p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001 versus Medium.

Als nachstes wurde getestet, ob die Ergebnisse des Zellkulturversuches auf ein in-
vivo-SLE-Mausmodell Gibertragbar wéren und ob der Cat S-Inhibitor RO5459072 einen
unterdrickenden Effekt auf diese PAR2 vermittelte Endothelzellschadigung hatte.
Hierfar wurden 8 Wochen alten MRL-(Fas)lpr-Mause rekombinantes Cat S injiziert. Mit
8 Wochen haben MRL-(Fas)lpr-Mause in der Regel noch keine Proteinurie
entwickelt'>>. Nach der Injektion wurden tber 24 Stunden Urinproben gesammelt. In
den Urinproben wurde Albumin mittels ELISA bestimmt. Nach 24 Stunden wurden die
Nieren aller Tiere entnommen und elektronenmikroskopisch untersucht. Zwei der drei
Gruppen, die eine Cat S-Injektion erhalten hatten, waren zuvor entweder mit 30 mg/kg
RO5459072 oder dem PAR2-Inhibitor GB83 vorbehandelt worden. Als
Negativkontrolle diente eine Gruppe, die statt der Cat S-Injektion eine Injektion mit
sterilem PBS bekommen hatte, um auszuschliel3en, dass mogliche Schaden nicht
durch eine Reaktion auf die Injektion selbst verursacht wurden und um zu zeigen, dass
die MRL-(Fas)lpr-Méause nicht vorher schon eine Proteinurie entwickelt hatten.

30 Minuten nach der Cat S-Injektion wiesen die Mause ohne zusatzliche
Vorbehandlung eine signifikante Proteinurie auf (Abbildung 25A). Nach 24 Stunden
war in dieser Gruppe eine diffuse Schwellung des Endothelzellzytoplasmas der

glomerularen Kapillaren sichtbar, was zu einer partiellen Verlegung des Kapillar-
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Lumens fuhrte. AulRerdem verloren die Endothelzellen ihre typische Fenestrierung.
Podozyten hingegen behielten ihre Ultrastruktur bei (Abbildung 25B).
In den mit RO5459072 oder GB83 vorbehandelten Gruppen, kam es weder zu einer
signifikanten Proteinurie, noch zu ausgepragten Endothelzellschaden.

£15-
=) * kK
m PR E X3

PBS Cat-S ROS5459072 GB83
B Cat-S {10pg)

L ol '3 2 .« ‘ S dae
Cat-S 10 pg + RO5459072 (30 mg/kg) Cat-S 10 pg + GB-83 (10 mg/kg)

Abbildung 25: Endothelzellschaden durch Cathepsin S in MRL-(FAS)Ipr-Mausen.
Nicht-nephritischen MRL-(Fas)lpr-Mausen wurde Cathepsin S (Cat S) oder Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
(phosphate-buffered saline; PBS) (Negativkontrolle) intravends injiziert. Eine Gruppe erhielt nur die Cat S-Injektion,
wéahrend zwei weitere Gruppen, denen Cat S injiziert wurde, mit 30 mg/kg RO5459072 oder mit dem Protease-
aktivierter Rezeptor(PAR)-2-Inhibitor GB83 vorbehandelt worden waren. Albumin wurde mittels ELISA im Urin aller
M&ause gemessen (A). Nach 24 Stunden wurden die Nieren aller Versuchstiere entnommen und die Ultrastruktur
der glomerularen Kapillaren wurden elektronenmikroskopisch untersucht. Reprasentative Bilder sind in (B)
aufgeftuihrt. In den Gruppen PBS, Cat S + RO5459072 und Cat S + GB83 ist die Blut-Harnschranke bestehend aus
Podozytenfortsatzen (Pfeil), dem fenestriertem Kapillarendothel (Pfeilspitze) und der gemeinsamen Basalmembran
(griin) deutlich zu erkennen. In dem Lumen (L) der Kapillarschlinge befinden sich mehrere Erythrozyten (rot). Auf
dem Foto der Cat S + GB83-Gruppe ist der Zellkern (gelb) der Endothelzelle von einem diinnen Zytoplasmasaum
umgeben. Auf dem Foto der Cat S-Gruppe ist das Zytoplasma um den Zellkern diffus geschwollen. Das Lumen der
Kapillarschlinge ist dadurch verlegt. Es lasst sich kein fenestriertes Endothel abgrenzen. Die Daten sind als
Mittelwert £+ SEM dargestellt (n = 3 pro Interventionsgruppe). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus Cat S-
Gruppe.
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3.3 Extrazellulares Cathepsin S beim SLE des Menschen

Das Konzept, dass extrazellulares Cat S an der vaskularen Schadigung beim
SLE beteiligt ist, setzt voraus, dass Cat S-Blutplasmakonzentrationen bei SLE-
Patienten erhoht sind. Deshalb wurden Cat S-Konzentrationen mittels ELISA in
Blutplasmaproben von SLE-Patienten und von gesunden Probanden gemessen und
miteinander verglichen. Charakteristika der Testpersonen sind in Tabelle 5 aufgelistet.
AuRerdem wurde fir alle SLE-Patienten der Krankheitsaktivitats-Index SLEDAI 246:247
und der SLICC-Schadigungs-Index?4® bestimmt.
Die Messungen ergaben, dass SLE-Patienten signifikant hthere Werte fur Cat S im
Blutplasma aufwiesen, als die gesunden Probenden. Die Hohe der Cat S-Werte
korrelierte aber weder mit dem Aktivitdts-Index SLEDAI noch mit dem SLICC-
Schadigungs-Index (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Erhdhte Cathepsin S-Blutplasmakonzentration bei SLE-Patienten.

Cat S-Konzentrationen in Blutplasma von Patienten mit systemischen Lupus erythematodes (SLE) aus der
Minchner Kohorte fur aktive SLE-Patienten und von gesunden Probanden wurden mittels ELISA gemessen (A)
und hinsichtlich einer Korrelation zwischen der Hohe der Cat S-Werte und der Hohe des Aktivitats-Indexes SLEDAI
(SLE disease activity index) (B) oder des SLICC (Systemic Lupus International Collaborating Clinics)-Schadigungs-
Indexes (C) untersucht. Die Charakteristika der SLE-Patienten und der gesunden Probanden sind in Tabelle 5
aufgelistet. ***p < 0,001 versus gesunde Probanden.
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Tabelle 5: Charakteristika der Probanden.

Gesunde Kontrollen, n = 23 SLE,n =50
Weiblich, n (%) 12 (74) 41 (82)
Alter (Jahre) 42,3+5,6 458+ 1,8
SLEDAI-Score > 4, n (%) - 50 (100)
SLICC-/ACR-Schadigungs-Index - 33 (66)
>1, n (%)
Leukopenie, n (%) - 14 (28)
Thrombozytopenie, n (%) - 14 (28)
Fatigue, n (%) - 39 (78)
Arthralgie, n (%) - 45 (90)
Jaccoud-Arthropathie, n (%) - 20 (49)
Schmetterlingserythem, n (%) - 34 (68)
Perikarditis, n (%) - 13 (26)
Pleuritis, n (%) - 14 (28)
Venenthrombose, n (%) - 10 (20)
Lupusnephritis - 24 (48)
ISN/RPS Klasse I, n (% aller - 1(4)
Lupusnephritis-Patienten)
ISN/RPS Klasse Il, n (% aller - 4 (17)
Lupusnephritis-Patienten)
ISN/RPS Klasse lll, n (% aller - 5(21)
Lupusnephritis-Patienten)
ISN/RPS Klasse IV, n (% aller - 14 (58)
Lupusnephritis-Patienten)
Chronische Niereninsuffizienz - 28 (56)
(CKD), n (%)
CKD 1, n (% aller CKD-Patienten) - 19 (68)
CKD 2, n (% aller CKD-Patienten) - 1(4)
CKD 3, n (% aller CKD-Patienten) - 5(17)
CKD 4, n (% aller CKD-Patienten) - 2(7)
CKD 5, n (% aller CKD-Patienten) - 1, (4)
Hamolytische Anamie, n (%) - 10 (20)
Antinukleadre Antikorper, n (%) - 47 (94)
Anti-dsDNA-IgG, n (%) - 31(62)

SLEDAI = SLE disease activity index, Score von 0 bis 105; SLICC/ACR = Systemic Lupus International
Collaborating Clinics/American College of Rheumatology; ISN/RPS = International Society of Nephrology/Renal
Pathology Society: Arbeitgruppe zur Klassifikation der Glomerulonephritis beim SLE (2003)#%; Klasse | = Minimale
mesangiale Lupusnephritis; Klasse 1l = Mesangiale proliferative Lupusnephritis; Klasse 11l = Fokale Lupusnephritis;
Klasse IV = Diffuse Lupusnephritis; Chronische Niereninsuffizienz (CKD) = chronische Nierenerkrankung mit einer
glomerularen Filtrationsrate (GFR) < 60 ml/min/1,73 m? und/oder erhohten Markern fir Nierenschaden Uber
mindestens 3 Monate; Stadien der CKD anhand der GFR (ml/min/1,73 m?) nach internationalen Leitlinien4°,
CKD 1 =GFR 290, CKD 2 = GFR 60 — 89, CKD 3 = GFR 30 - 59, CKD 4 = GFR 15 - 29, CKD 5 = GFR < 15.
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Um die Frage zu adressieren, woher dieser Anstieg des extrazellularen Cat S bei SLE-
Patienten  kommt, wurden  Cat S-Konzentrationen  mittels  ELISA in
Zellkulturiberstanden von stimulierten neutrophilen Granulozyten und PBMCs
gemessen. Zusatzlich wurden in einem weiteren Experiment neutrophile Granulozyten
und PBMCs nach der Stimulation fixiert und mit DAPI und einem
fluoreszenzgekoppeltem anti-Cat S-Antikorper gefarbt. Es wird davon ausgegangen,
dass neutrophile Granulozyten, vor allem aufgrund ihrer Fahigkeit NETs zu bilden, eine
bedeutende Rolle im Pathomechanismus des SLEs spielen®*°. Die Stimulation der
neutrophilen Granulozyten und PBMCs erfolgte jeweils mit IFN-y, CpG-DNA,
Imiguimod, TNF-a, und PMA (nur neutrophile Granulozyten). Es ist bekannt, dass PMA
neutrophile Granulozyten zur Ausbildung von NETs anregt?®1. Die mit PMA stimulierten
neutrophilen Granulozyten dienten demnach als Positivkontrolle, wahrend die
unstimulierte Medium-Gruppe, die Negativkontrolle darstellte. In mehreren Studien
konnte gezeigt werden, dass IFN-y, TNF-a, TLR7 und TLR9 einen entscheidenden
Einfluss auf den Pathomechanismus der LN haben?42-245252-258  T| R7 und TLR9
wurden in dieser Arbeit durch die Liganden Imiquimod und CpG-DNA aktiviert. Die
Stimulation mit diesen Molekilen hatte demnach in dieser Arbeit die Funktion, den
Pathomechanismus der LN auf eine stark vereinfachte Art zu simulieren.

In den Zellkulturiiberstdnden sowohl von neutrophilen Granulozyten als auch von
PBMCs waren nach der Stimulation in allen Gruppen signifikant héhere Cat S-
Konzentrationen messbar. Auch in der Fluoreszenzmikroskopie wurde durch die

Stimulation der Zellen eine deutliche Induktion von Cat S sichtbar (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Neutrophile Granulozyten und mononukleére Zellen schitten Cathepsin S aus.
Neutrophile Granulozyten (A) und monunukleére Zellen (peripheral blood mononuclear cells; PBMCs) (B) wurden
aus menschlichem Blut gesunder Spender isoliert und mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), Interferon-y (IFN-
Y), dem Toll-Like-Rezeptor 9-Liganden Cytosinphosphatidylguanin(CpG)-DNA, dem Toll-Like-Rezeptor 7-Liganden
Imiquimod und Tumornekorsefaktor-a (TNF-a) stimuliert. AnschlieRend wurde die Cathepsin (Cat) S-Konzentration
in den Zellkulturiberstdnden mittels ELISA gemessen. AuRerdem wurden zu fixierten neutrophilen Granulozyten
(C links) und PBMCs (C rechts), die zuvor wie in (A) und (B) stimuliert worden waren, ein FITC-gekoppeltem
Antikdrper gegen Cat S (griines Signal) und DAPI (blaues Signal), das Zellkerne anfarbt, gegeben. Die Daten sind
als Mittelwert + SEM von drei unabhangigen Experimenten dargestellt. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 versus
Medium.



Diskussion

4 Diskussion

Unsere Hypothese bestand aus drei Teilen, namlich, dass die
pharmakologische Inhibition von CatS mit dem spezifischen Cat S-Inhibitor
R0O5459072 beim SLE a) die systemische Autoimmunitat supprimiert und so vor SLE-
typischen Organschaden schutzt, dass sie b) Uber einen zweiten Mechanismus
zusatzlich einen Schutz des peripheren Gewebes vor vaskularen Schéden bietet und,
dass sie c) eine Therapieoption darstellt, die zur Standardtherapie mit MMF
mindestens gleichwertig ist.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestétigen alle drei Annehmen im Mausmodell.
Durch die Cat S-Inhibition kam es zu einer deutlichen Suppression der Marker
systemischer Autoimmunitat, insbesondere der anti-dsDNA-IgG-Antikorper. Der
Effekt, den RO5459072 auf Serummarker zeigte, spiegelte sich auch in einem
verbesserten Erhalt der Morphologie und der Funktion der Niere wider. In Bezug auf
den vaskuloprotektiven Effekt der Cat S-Inhibition (Annahme b) konnten wir sowohl in-
vitro als auch in-vivo zeigen, dass extrazellulares Cat S glomerulare Endothelzellen
schadigt und, dass diese Schadigung durch RO5459072 verhindert werden kann. Als
Source des extrazellularen Cat S identifizierten wir PBMCs und neutrophile
Granulozyten. Aul3erdem konnten wir feststellen, dass bei SLE-Patienten Cat S-
Plasmakonzentrationen héher sind, als bei gesunden Testpersonen. Um Punkt c) zu
beantworten, wurde RO5459072 nicht nur gegen Vehikel, sondern auch gegen MMF
getestet. In keiner Auswertung wurden unter der Hochdosis-Cat S-Inhibitor-Therapie
signifikant schlechtere Ergebnisse erzielt, als unter MMF-Therapie. In einigen
Aspekten schnitt RO5459072 sogar besser ab als MMF. Im Folgenden werden diese

Punkte nun unter Berucksichtigung der aktuellen Studienlage im Detail diskutiert.

4.1 Cathepsin S-Inhibition schitzt vor Autoimmunitat und ihren Folgen
Unsere Arbeit schliel3t sich einer Reihe von Arbeiten an, in denen Cat S-
Inhibitoren mit therapeutischer Zielsetzung in Tiermodellen flr autoimmune Syndrome
getestet wurden'’>17°, Ganz Giberwiegend zeigen Arbeiten zu diesem Thema, dass die
Cat S-Inhibition zu einer abgeschwachten systemischen Immunreaktion mit niedrigen
Serum-Konzentrationen an Antikdrpern und proinflammatorischen Zytokinen, sowie
einer gedampften T-Zell-lmmunantwort fihrte. Auch konnten weniger Organlasionen
und eine verbesserte Organfunktion in diesen Arbeiten sowie in unserer Arbeit

beobachtet werden175179,
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Im experimentellen Sjogren-Syndrom zum Beispiel hatten Mause, die eine drei-
wochige Cat S-Inhibitor-Therapie erhalten hatten, weniger autoimmune L&sionen in
den Glandulae lacrimalis, parotis und submandibularis. AuRerdem waren Tranen- und
Speichelvolumina der behandelten Tiere groi3er, als die der unbehandelten Tiere, was
verdeutlicht, dass die Cat S-Inhibitor-Therapie auch zu einem Funktionserhalt der
Drusen beigetragen hatte!’®. In einer anderen Arbeit zur experimentellen
autoimmunen Myasthenia gravis wiesen Cat S™-Mause nach Induktion des
Krankheitsmodells signifikant mehr funktionale Acetylcholin-Rezeptoren auf, als
Wildtyp-Kontrollmause!’’. In einer weiteren Studie, in der Cat S-Inhibition in einem
Mausmodell der Ovalbumin-induzierten allergischen pulmonalen Entziindung getestet
wurde, kam es durch die Therapie zu deutlich weniger perivaskularem entziindlichen
Infiltrat in der Lunge!” und in einem Modell der Kollagen-induzierten Arthritis bewirkte
eine  Hochdosis-Cat S-Inhibitor-Therapie  einen  verbesserten erhalt der
Knochenstrukturt’®, In der Arbeit von Rupanagudi et al., in der ebenfalls MRL-(Fas)lpr-
Mause als Modell fir einen SLE verwendet wurden, wurden wie in der vorliegenden
Arbeit, nach abgeschlossener Cat S-Inhibitor-Therapie in der histologischen
Auswertung der Niere signifikant niedrigere Aktivitats- und Chronizitats-Indizes und
weniger C3c-Ablagerungen verglichen mit unbehandelten Kontrollmausen beobachtet.
In der Arbeit von Rupanagudi et al. stabilisierte sich zudem die Nierenfunktion tber
den Verlauf der Therapie mit RO5461111%7°. In unserer Arbeit stabilisierte sich die
Nierenfunktion nicht nur, der Albumin-Kreatinin-Quotient sank unter der Hochdosis-
Cat S-Inhibitor-Therapie signifikant unter den Ausgangswert, der bei Therapiestart
gemessen wurde. Dies deutet darauf hin, dass die Therapie mit RO5459072 nicht nur
ein Voranschreiten des Nierenfunktionsverlustes verhindert, sondern auch, wenn sie
frihzeitig begonnen wird, zu einer Umkehr des Gewebsschadens fiihrt. Um dies weiter
zu verifizieren testete unsere Arbeitsgruppe den therapeutischen Effekt von
R0O5459072 bei MRL-(Fas)lpr-Mausen, die bereits an einer fortgeschrittenen LN litten.
In dieser Arbeit gaben wir 15 Wochen alten, und damit schwer kranken MRL-(Fas)lpr-
Mausen Uber 4 Wochen 30 mg/kg RO5459072. Die Therapie zeigte ein gutes
Ansprechen auf Antikorpertiter und die Nierenfunktion stabilisierte sich. Verglichen mit
dem Ausganswert verbesserte sie sich aber nicht. In der histologischen Auswertung
kam es nur zu einer Reduktion der morphologischen Zeichen der Krankheitsaktivitat,
nicht aber der chronischen Nierenschaden?>®. Damit gilt fur die Therapie der LN mit

RO5459072, was generell fur die Therapie einer chronischen Nierenerkrankung gilt,
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ob autoimmuner oder nicht-autoimmuner Genese: Je friher mit der Therapie
begonnen wird, desto besser?®°. Rupanagudi et al. hatten zusatzlich zu der Niere auch
die Lunge auf SLE-typische Lasionen untersucht. Auch hier fanden sie, dass Mause,
die den Cat S-Inhibitor erhalten hatten, weniger Lasionen aufwiesen, als die
unbehandelten Kontrolltiere!’®. Das einzige Mausmodell, in dem die Cat S-Inhibitor-
Therapie langfristig zu keiner Verbesserung fuhrte, war ein Mausmodell fur Multiple
Sklerose. Hier wurde zwar anfangs eine Verzégerung des Krankheitsprogresses
beobachtet, doch war dieser Effekt nach 3 Wochen Cat S-Inhibitor-Therapie nicht
mehr nachweisbar. Die Autoren vermuteten, dass dies daran lag, dass neben CD4* T-
Zellen in diesem Mausmodell auch CD8* T-Zellen flur die Pathologie verantwortlich
sind. Aufgrund der Rolle, die CatS speziell in der MHC ll-vermittelten
Antigenprasentation spielt, werden CD8* T-Zellen nicht durch eine Cat S-Inhibition
beeinflusst, was in diesem Fall wahrscheinlich dazu gefiihrt hat, dass die Krankheit
weiter voran schreiten konnte'’8,

Auch wenn die oben genannten Arbeiten in ihrer Kernaussage sehr einheitlich sind,
gibt es doch erhebliche Unterschiede zwischen ihnen. Diese bestehen vor allem in
einer sehr unterschiedlichen Wirkung, die die Cat S-Inhibition auf einzelne
Antikdrperklassen in den verschiedenen Tiermodellen zeigte. In unserer Arbeit und in
der Arbeit von Rupanagudi et al. wurden durch die Cat S-Inhibition sehr spezifisch nur
IgG-Antikdrper gesenkt. Im Detail waren dies gesamt-lgG-, IgG1-, IgG2a- und anti-
dsDNA-IgG-Antikorper. Unverandert blieb in unserer Arbeit die Serumkonzentration
von lgG2b-Antikdrpern. In der Arbeit von Rupanagudi et al. wurde zwar nach 4 Wochen
Therapie eine signifikante Reduktion der 1gG2b-Antikdrperkonzentrationen
beobachtet, doch war dieser Effekt nach 8 Wochen Therapie aufgehoben. Verglichen
mit anderen Antikdrperklassen war der Effekt auf IgG2b-Antikorper also auch hier eher
schwach. Serumkonzentrationen von IgG3-Antikdrpern wurden in unserer Arbeit nicht
gemessen, doch wurde in der Arbeit von Rupanagudi et al. keine Suppression dieser
Antikorper beobachtet. Besonders hervorzuheben ist, dass in keiner der beiden
Arbeiten Antikdrper der Klasse IgM, die fur eine friihe Immunabwehr essenziell sind,
supprimiert wurden'’®. Im Gegensatz dazu wiesen Cat S’-Mause mit experimenteller
autoimmuner Myasthenia gravis deutlich niedrigere Antikdrperkonzentrationen der
Klassen IgG1, IgG2b, IgG2c und IgM auf'’’. Riese et al. hatten in Ovalbumin-
induzierten entztndlichen Mausmodellen ebenfalls zusatzlich zu einer Suppression

der IgG- auch eine Suppression der IgM- und der IgE-Antikérperkonzentrationen
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gemessent’s. Bei experimenteller autoimmuner Enzephalomyelits wurden durch die
Cat S-Inhibitor-Therapie selektiv nur 1gG2a-Anitkérper supprimiert, wahrend 1gG1-
Antikorperkonzentrationen unbeeinflusst blieben'”® und bei der Kollagen-induzierten
Arthritis hatte die Cat S-Inhibition Gberhaupt keine Wirkung auf Antikorper-
Serumkonzentrationen. Gemessen wurden hier gesamt-lgG-, 1gG1 und IgG2a-
Antikorperkonzentrationent’8,

Die groRe Ubereinstimmung zwischen unserer Arbeit und der von Rupanagudi et al.
auf der einen Seite und die deutlichen Unterschiede zu den anderen Arbeiten auf der
anderen Seite, lassen vermuten, dass das jeweilige autoimmune Syndrom eine grol3e
Rolle dabei spielt, welche Antikorperklassen supprimiert werden. Eine Parallele
zwischen unserer Arbeit und den oben genannten Arbeiten lasst sich jedoch auch in
diesem Bereich ziehen. Uberwiegend zeigen die Ergebnisse der Arbeiten namlich,
dass durch Cat S-Inhibition/-Defizienz sehr selektiv nur einzelne Antikdrperklassen
supprimiert werden. Eine Ursache fur diese Selektivitat ist vermutlich eine unter Cat S-
Inhibition/-Defizienz mehrfach beobachtete Stérung der strukturellen Organisation der
Keimzentren in lymphatischen Gewebe und ein dadurch beeintrachtigter
Antikorperklassenwechsell74178.179 Shj et al. untersuchten, ob es bei Cat S”- und
Cat S**-Mausen Unterschiede zwischen den Antikérperprofilen gibt, die im Zuge einer
Immunantwort nach Immunisierung mit verschiedenen Antigenen entstehen. In dieser
Arbeit wurden deutliche Einschrankungen in der Bildung von IgG-Antikodrpern,
insbesondere der Unterklassen 1gG1, IgG2a und IgG3 bei Cat S”--Mausen beobachtet,
wahrend der Anstieg von IgM-Antikorperkonzentrationen durch die Cat S-Defizient
unbeeintrachtigt blieb. Auch konnte kein signifikanter Unterschied zwischen IgE-
Antikorperkonzentrationen bei Cat S7- und Cat S**-Mausen in einem Ovalbumin-
induzierten Modell der allergischen pulmonalen Entzindung festgestellt werden.
Demnach haben Cat S7-Mause die Fahigkeit dazu, IgE-Antikorper, die erst spat bei
einer humoralen Immunantwort durch einen Antikérperklassenwechsel entstehen, zu
produzieren. Dies bedeutet, dass der Antikorperklassenwechsel bei diesen Méusen
zwar beeintrdchtigt sein kann, er aber nicht generell gestort ist. Die Diskrepanz
zwischen ihren Ergebnissen und den Ergebnissen von Riese et al., die, wie oben
bereits beschrieben, in dem gleichen Mausmodell der allergischen pulmonalen
Entztndung eine signifikante Reduktion der IgE-Antikdrperkonzentrationen gemessen
hatten, erklarten sich Shi et al damit, dass wahrscheinlich bei Cat S”-Mausen die

Funktion von Cat S zum Teil durch Cathepsin L in Antigen-prasentierenden Zellen der
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Lunge tbernommen werden kann. Dies hatte ihrer Meinung nach dazu geftihrt, dass
in ihren Versuchen die IgE-Antikérperkonzentrationen ungehindert ansteigen konnten.
Der Cat S-Inhibitor LHVS, der in der Arbeit von Riese et al. verwendet wurde, ist zwar
ziemlich spezifisch fur Cat S, doch inhibiert er zu einem gewissen Teil auch
Cathepsin L. Deshalb konnte hier die Funktion von Cat S nicht von Cathepsin L
Ubernommen werden und folglich stiegen IgE-Antikorperkonzentration im Serum nicht
an174.

Dass in unserer Arbeit sowie in der Arbeit von Rupanagudi et al. kein Effekt der Cat S-
Inhibitor-Therapie auf IgM-Antikbrperkonzentrationen beobachtet wurde, koénnte
zusatzlich damit in Zusammenhang stehen, dass ein Teil der IgM-Antikorper als
naturliche Antikorper vorkommen. Diese Antikdrper werden wahrscheinlich nicht durch
eine Cat S-Blockade beeinflusst, da ihre Bildung unabh&ngig von einer
vorangegangenen Antigenprasentation ist26*.

Warum ist diese Selektivitat, die die Cat S-Inhibitor-Therapie auf Antikérperklassen
zeigt, relevant? Boes et al. fanden, dass in einem Sepsis-Mausmodell innerhalb der
ersten 32 Stunden Méause mit einer IgM-Defizienz zu 70% starben, wahrend Uber den
gleichen Zeitraum nur 20% der Kontrollmause ohne IgM-Defizienz starben'4°. Wir
glauben deshalb, dass, obwohl eine Therapie des SLEs mit einem Cat S-Inhibitor zu
einer eingeschrankten Immunabwehr mit  deutlich  supprimierten  1gG-
Antikérperkonzentration fuhrt, ein gewisser Schutz vor Infektionen unter Therapie
durch die nicht-supprimierten IgM-Antikrper erhalten bleibt.

Man geht davon aus, dass die Beobachtungen in den oben genannten Arbeiten auf
einer durch Cat S-Inhibition verursachten Stérung der MHC Ill-vermittelten
Antigenprasentation beruhen’>179, Villadangos et al. stellten jedoch in-vitro fest, dass
das Ausmall mit dem eine Cat S-Blockade die MHC IlI-Antigenprasentation
beeintrachtigt, vom jeweiligen MHC-Haplotyp abhangt. Die Versuche wurden in
Splenozyten von Mausen mit den H-2 Haplotypen b, d, k, s und u durchgefihrt. In
diesen Zellen wurde gemessen, wie stark die Bildung von SDS-stabilen Komplexen
durch eine Cat S-Inhibition mit LHVS gestort wird. SDS-stabile Komplexe stellen
MHC lI-Komplexe dar, die mit einem Peptid beladen sind. Die Ergebnisse dieser
Versuche zeigten, dass eine Cat S-Inhibition in Zellen mit dem MHC-Haplotyp k oder
s kaum einen Einfluss auf die Anzahl der gebildeten SDS-stabilen Komplexe hatte. Im

Gegensatz dazu wurde bei den anderen Haplotypen eine deutliche Reduktion der
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SDS-stabilen Komplexe unter Cat S-Inhibition gemessen. Dabei war der Effekt bei H-
2°/d-Splenozyten ausgepragter als bei H-2Y-Splenozyten.

Die Autoren vermuteten, dass diese Unterschiede am ehesten dadurch zu erklaren
sind, dass in H-2¥s-Splenozyten aus einem MHC II-lip10-Komplex eventuell direkt ein
MHC lI-Peptid-Komplex gebildet werden kann, ohne dass lipl0 vorher zu CLIP,
welches anschliel3end von H2-M entfernt werden kann, degradiert werden muss. Dem
zugrunde konnte ihrer Meinung nach zum Beispiel eine niedrigere Affinitat von lip10
zu MHC Il des Haplotyps I-A¥ oder I-AS sein, so dass lip10 spontan von der MHC II-
Peptid-Bindungsgrube dissoziiert und diese fir das antigene Peptid frei gibt!8’.

In den meisten oben beschriebenen Arbeiten wurden entweder Mause mit einem
genetischen C57BL/6-Hintergrund oder NFS/sld-Mause verwendet!’>178 die den
MHC ll-Haplotyp I-A° oder I-A% haben?62, Hier gibt es also keinen Widerspruch
zwischen der Annahme, dass der therapeutische Effekt der Cat S-Inhibition/-Defizienz
durch eine gestorte MHC ll-vermittelte Antigenprasentation zustande kommt, und den
Ergebnissen von Villadangos et al.

MRL-(Fas)lpr-Mause jedoch haben den Haplotyp H-2k1%6, Dies wiirde bedeuten, dass
eine Cat S-Inhibitor-Therapie in diesen Mausen eigentlich gar keine Wirkung zeigen
durfte. Doch sowohl wir als auch Rupanagudi et al. hatten reproduzierbar einen
starken therapeutischen Effekt der Cat S-Inhibition bei MRL-(Fas)lpr-Mausen
festgestellt. Aul3erdem konnten wir in der vorliegenden Arbeit eine klare
dosisabhangige Wirkung der Cat S-Inhibitor-Therapie beobachten. Dies unterstitzt
zusatzlich die Annahme, dass Cat S eine spezifische Rolle im Pathomechanismus des
SLEs in MRL-(Fas)lpr-Mausen spielt, welche gezielt durch eine Cat S-Inhibition
beeintrachtigt werden kann.

Wie also kann man diesen Effekt in MRL-(Fas)lpr-Mausen erklaren? Mit Gewissheit
kénnen wir diese Frage zum aktuellen Zeitpunkt nicht beantworten. Es gibt mehrere
Aspekte unserer Ergebnisse und derer von Rupanagudi et al., die sich am ehesten mit
einer gestorten MHC Ill-vermittelten Antigenprasentation als zugrunde liegenden
Mechanismus erklaren lassen.

Vor allem ware hier zu nennen, dass es in der Arbeit von Rupanagudi et al. unter der
Therapie mit RO5461111 zu einer spezifischen Unterdriickung der Aktivierung von
CD4* T-Zellen, bei unbeeintrachtigter Aktivierung von CD8" T-Zellen kam. Und auch

der oben beschriebene Effekt auf die einzelnen Antikdrperklassen und die
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Suppression der Immunzellpopulationen in der Milz lassen sich am besten lber diesen
Wirkmechanismus erklaren.

Rupanagudi et al. hatten festgestellt, dass es unter Therapie mit RO5461111 zu einer
deutlichen Anreicherung von lip10 in Milzgewebe der MRL-(Fas)lpr-Mause kam. Die
Messung einer Akkumulation des Cat S-Substrates lip10 in murinen Splenozyten ist
eine allgemein verwendete Methode um eine durch Cat S-Blockade oder -Defizienz
beeintrachtigte MHC ll-Antigenprasentation nachzuweisen'’4178, Eine Akkumulation
von lip10 ist jedoch durchaus mit den Ergebnissen von Villadangos et al. vereinbar,
denn sie bedeutet lediglich, dass Cat S blockiert ist und lip10 nicht zu CLIP abgebaut
wird. Sie sagt jedoch nichts dartber aus, wie viele MHC II-Peptid-Komplexe auf der
Zelloberflache exprimiert werden. Im Gegenteil, man hat herausgefunden, dass die
Menge an akkumuliertem lip10 nur schwach mit der Menge an auf der Zelloberflache
exprimierten MHC Il korreliert*2,

Nochmals hervorzuheben ist jedoch, dass es sich bei den Versuchen von Villadangos
et al. um in-vitro Versuch handelt. Es kann sein, dass obwohl in-vitro kein Effekt
messbar war, es in einem komplexen in-vivo-System, wie der MRL-(Fas)Ipr-Maus,
dennoch zu einer signifikanten Wirkung kommt. Beim Menschen konnten bis jetzt
keine HLA-Haplotyp-abhéangigen Unterschiede zwischen einzelnen Probanden in
Bezug auf das Ansprechen von RO5459072 beobachtet werden. Da aber die Zahl der
untersuchten Probanden sehr gering war, kbnnen aus diesen ersten Analysen noch
keine endgultigen Schliisse diesbezliglich gezogen werden®?,

Demnach bleibt es umstritten, ob die in-vivo reproduzierbar gemessene Reduktion der
systemischen Marker fir Autoimmunitat in MRL-(Fas)lpr-Mausen unter Cat S-
Inhibition auf eine gestorte MHC II-Antigenprasentation zuriickzufuhren ist, oder ob
hierfir doch ein anderer, noch unbekannter Mechanismus verantwortlich ist. Dennoch
scheint uns dieser Mechanismus zum aktuellen Zeitpunkt am wahrscheinlichsten. Fur
die Verbesserungen des SLEs auf Organebene, konnten wir in der vorliegenden Arbeit
noch einen zweiten Mechanismus identifizieren, auf dem im folgenden Abschnitt néher

eingegangen wird.
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4.2 Cathepsin S-Inhibition schitzt vor Endothelschaden beim SLE

In einer friheren Arbeit konnten wir zeigen, dass beim Diabetes mellitus
extrazellulares Cat S Uber eine Aktivierung von PAR2 glomerulare Endothelzellen
schadigt und, dass eine pharmakologische Cat S-Inhibition diese Endothelschadigung
verhindert?'®, Wir sind die ersten, die dies nun auch fir den experimentellen SLE
berichten.
Uberwiegend wird die Cat S-vermittelte PAR2-Aktivierung mit neuropathischer und
viszeraler Nozizeption in Verbindung gebracht. So wurde in einer Arbeit beobachtet,
dass Cat S im Lumen des Colons bei einer Colitis im Mausmodell zu einer Verstéarkung
der Darmmotilitat und -dehnung sowie zu einer Hyperexzitabilitdt der Nozizeptoren
fuhrte?3. In weiteren Arbeiten wurde gezeigt, dass die Injektion von Cat S in die Pfote
eines Nagetiers lokal zu einer Entziindung und Hyperalgesie fuhrt®?2, Zudem
unterdriickte eine Pramedikation mit einem Cat S-Inhibitor in einem Mausmodell eine
Formalin-induzierte PAR2-vermittelte Hyperalgesie und die Ausbildung eines lokalen
Odems. Das zeigt, dass fir die Nozizeption nicht nur exogen zugefiihrtes, sondern
auch endogenes Cat S von Bedeutung ist?'4.
In einigen Arbeiten wurde zudem untersucht, an welcher Stelle Cat S PAR2 spaltet
und welche Signalkaskade anschlieBend durch Cat S in Gang gesetzt wird’3214,
Weder in unserer Arbeit noch in der Arbeit von Kumar et al. fihrten wir Versuche zu
diesem Thema durch. Wir kdnnen daher keine Aussage dariber treffen, tiber welche
Signalkaskade eine Cat S-vermittelte PAR2-Aktivierung in Endothelzellen zu einer
Zellschadigung fuhrt. Zhao et al. fanden heraus, dass es sich bei Cat S um einen
sogenannten biased Agonisten von PAR2 handelt, und, dass sich die intrazellularen
Ablaufe, die durch die Cat S-vermittelte PAR2-Aktivierung getriggert werden,
malfigeblich von denen unterscheiden, die durch eine Trypsin-vermittelte PAR2-
Aktivierung ablaufen. So beobachteten Zhao et al., dass die Aktivierung von PAR2
durch Cat S ausschlie3lich eine Kopplung des Rezeptors mit Gas und einer
nachfolgenden Bildung von cyklischen Adenosinmonophsophat bewirkte. Diese
Selektivitat der Cat S-vermittelten PAR2-Aktivierung Uberraschte die Autoren. Sie
hatten erwartet, dass Cat S, so wie es fur biased Agonisten eigentlich tblich ist, auch
die gangigen Signalkaskaden, die durch Serinproteasen wie Trypsin in Gang gesetzt
werden, auslosen wirde, nur mit einer anderen Potenz als Trypsin. Ein weiterer
Unterschied war, dass eine Cat S-vermittelte Aktivierung von PAR2 weder zu einer

Assoziation des Rezeptors mit B-Arrestin noch zu einer Endozytose des Rezeptors
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fuhrte?4, Dieses Phanomen wurde ebenfalls bei einer Aktivierung von PAR2 durch die
Granulozyten-Elastase, einem weiteren biased Agonisten von PAR2, beobachtet?16.
Zhao et al. vermuteten, dass es aus diesem Grund bei einer Aktivierung von PAR2
durch Cat S zu einem anhaltenden Signal kommen wirde, da B-Arrestin in essenzieller
Funktion an der Desensibilisierung und an dem Abbau des Rezeptors beteiligt ist?!4.
Eine weitere Gemeinsamkeit der beiden biased Agonisten Cat S und Granulozyten-
Elastase ist, dass sie PAR2 so spalten, dass die Spaltstelle von Trypsin abgetrennt
wird und eine nachfolgende Aktivierung von PAR2 durch Trypsin nicht mehr mdglich
ist?14216, Zhao et al. hatten fur ihre Versuche humane embryonale Nierenzellen und
Nieren-Epithelzellen, die mit einem Ratten-Sarkom-Virus transformiert wurden,
verwendet?!4, Da die Signalkaskade, die durch einen PAR getriggert wird, sowohl von
der aktivierenden Protease abhangt, als auch von der Zelle, auf der der PAR exprimiert
ist1®6.197 "kénnen wir nicht sagen, ob die oben genannten Beobachtungen auch auf
Endothelzellen Ubertragbar sind.

Auch andere Proteasen konnen Uber eine Aktivierung von auf Endothelzellen
exprimierten PAR2 unter gewissen Bedingungen zu Endothelschaden fuhren. Hier
wurde eine Kopplung des Rezeptors mit Gal2/13 und eine Aktivierung von RhoA und
NF-kB beobachtet??1223,

Zusatzlich konnten wir in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass SLE-Patienten
verglichen mit gesunden Testpersonen erhohte Cat S-Plasmakonzentrationen
aufwiesen. Die HOhe der Cat S-Konzentration korrelierte jedoch nicht mit der
Krankheitsaktivitat. Dieses Phanomen wurde auch in einer Studie Uber Cat S-
Plasmakonzentrationen bei rheumatoider Arthritis beobachtet. Bei diesen Arthritis-
Patienten war die Cat S-Plasmakonzentration ebenfalls erh6ht, ohne dass die Hohe
mit der Krankheitsaktivitat korrelierte?®*. Ein Erklarungsansatz fir die fehlende
Korrelation zwischen der Cat S-Plasmakonzentration und der Krankheitsaktivitat ist,
dass in diesen Autoimmunkrankheiten die Schwelle zur Induktion des Cat S
maoglicherweise so niedrig ist, dass die Werte auch bei geringer Krankheitsaktivitat
rasch ansteigen, so dass eine weitere Zunahme an Krankheitsaktivitat keine weitere
Erhohung der Plasmakonzentration verursacht. Es gibt aber auch eine Arbeit zum
SLE, in der kein signifikanter Unterschied zwischen den Cat S-Plasmakonzentrationen
von SLE-Patienten und von gesunden Probanden festgestellt wurde. In dieser Arbeit
bestand lediglich eine statistische Assoziation zwischen hohen Cat S-Werten und dem

Vorliegen einer Beteiligung des zentralen Nervensystems?®®. Die Aussagekraft
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erhohter Cat S-Plasmakonzentrationen bei SLE-Patienten ist demnach umstritten.
Maoglicherweise hatte jedoch der hohere Anteil an LN-Patienten in unserer Kohorte
(48% vs. 37%) einen Einfluss darauf, dass wir in unserer Arbeit signifikant erhdhte
Cat S-Plasmakonzentrationen messen konnten, denn das Auftreten der LN gilt, genau
wie das Auftreten einer Beteiligung des zentralen Nervensystems als prognostisch
ungiinstig?®. Nicht auf den SLE bezogen, sondern generell besteht eine Assoziation
zwischen hohen Serum-Cat S-Konzentrationen und einer erhdhten Mortalitat?e’.
AulRerdem Kkorrelieren Cat S-Serumkonzentrationen mit der Schwere einer
chronischen Niereninsuffizienz und der GFR (negative Korrelation)?%8, so dass in einer
Kohorte mit mehr LN-Patienten hohere Cat S-Serumkonzentrationen zu erwarten sind.
Da jedoch sowohl unsere Kohorte mit 50 SLE-Patienten, als auch die Kohorte von
Zhang et al. mit 90 SLE-Patienten relativ klein waren, kann dies erst durch grofl3ere
Studien mit mehr eingeschlossenen Patienten abschlie3end geklart werden.

Als Quelle fur das extrazellulare Cat S beim SLE identifizierten wir PBMCs und speziell
neutrophile Granulozyten. Wir konnten zeigen, dass diese Zellen Cat S ausschutten,
wenn sie mit den fur den Pathomechanismus des SLEs wichtigen
proinflammatorischen Zytokinen IFN-y und TNF-a oder mit den TLR7- und TLRO9-
Liganden Imiguimod und CpG-DNA stimuliert werden.

Auch die PAR2-Expression wird auf Endothelzellen im Beisein von
proinflammatorischen Zytokinen hochreguliert??926%, Bei mehreren entziindlichen
Krankheiten konnte eine Hochregulation der PAR2-Expression beobachtet werden.
Hierzu zahlen unter anderem die adjuvante Monarthritis?’° und die Cyclophosphamid-
induzierte Zystitis?’* im Tiermodell und beim Menschen die atopische Dermatitis’? und
der Morbus Crohn?'8, Demnach fiihrt das entziindliche Milieu, das beim SLE
vorherrscht, zu einer Induktion sowohl von Cat S, dem Rezeptoragonisten, als auch
vermutlich von PAR2, dem Rezeptor, was wahrscheinlich eine Cat S-PAR2-vermittelte
Endothelzellschadigung begunstigt. Deshalb glauben wir, dass beim Vorliegen eines
SLEs der Einfluss dieses Mechanismus der Endothelzellschadigung fir die
Entstehung von vaskuldren Schaden an Relevanz zunimmt.

In der vorliegenden Arbeit haben wir unsere Analysen auf glomeruldre Endothelzellen
beschréankt. Dennoch gehen wir davon aus, dass die hier gemachten Beobachtungen
fur Endothelzellen des gesamten Gefal3systems gelten. Gestuitzt wird diese Annahme
darauf, dass in der Arbeit von Kumar et al. im diabetischen Mausmodell eine Cat S-

und eine PAR2-Inhibition nicht nur vor der Entstehung einer diabetischen
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Nephropathie schutzten, sondern auch vor der Entstehung einer diabetischen
Retinopahtie, einer weiteren Kklinischen Manifestation der diabetischen
Mikroangiopathie. Zudem wurde in dieser Arbeit in einem weiteren in-vivo-Experiment
ein protektiver Effekt der Cat S-Inhibition und PAR2-Inhibition/-Defizienz auf das
vaskulare Endothel auch in GefaBen des Musculus cremaster beobachtet?!®,
Zusammengenommen zeigt dies, dass die endothelzellschadigende Wirkung von
Cat S nicht auf glomeruléare Endothelzellen beschrankt ist, sondern systemisch ablauft.
Ein weit verbreiteter Ansatz ist, dass CatS Uuber seine elastolytischen und
kollagenolytischen Eigenschaften eine wichtige Rolle bei der Entstehung von
atherosklerotischen Lasionen spielt!’%273, Kumar et al. waren die ersten, die eine
Cat S-vermittelte Aktivierung von PAR2 auf Endothelzellen als einen zusatzlichen
Mechanismus im Diabetes mellitus identifizierten, Gber den Cat S an der Entstehung
einer endothelialen Dysfunktion, einer Vorstufe der Atherosklerose, beteiligt ist?*®. Es
ist jedoch anzunehmen, dass ein gemaligter Ablauf der Cat S-PAR2-vermittelten
Erhdéhung der Permeabilitat des Endothels auch eine fir den Organismus vorteilhafte
Funktion erfillt. Chin et al. hatten herausgefunden, dass mehrere von neutrophilen
Granulozyten ausgeschuttete Serin-Proteasen uber die Aktivierung von PAR2 und
PAR1 zu einer Permeabilitdts-Erh6hung des Epithels fihren und dass dies die
transepitheliale Migration der neutrophilen Granulozyten erleichtert?’4. Da, wie wir
gezeigt haben, Cat S eine Protease ist, die im Rahmen einer Entziindung ebenfalls
von neutrophilen Granulozyten ausgeschuttet wird, hat die in unserer Arbeit und in der
Arbeit von Kumar et al. beobachtete Cat S-PAR2-vermittelte Erhéhung der
Permeabilitdt des Endothels vermutlich eine entsprechende Funktion, namlich dass
bei einer Entziindung Entziindungszellen leichter aus den Blutgefaf3en in das Gewebe
Ubertreten kénnen. Doch genau dies gilt es bei Autoimmunkrankheiten wie dem SLE,
wo die Einwanderung von Immunzellen in das Gewebe ein zentraler Bestandteil der
Ablaufe ist, die zu Gewebeschaden fihren, zu verhindern. Die Blockade dieses
endothelschadigenden Mechanismus durch einen Cat S-Inhibitor hat demnach
wahrscheinlich zwei positive Effekte. Zum einen bietet sie einen gewissen Schutz vor
der Entstehung einer endothelialen Dysfunktion und zum anderen erschwert sie die
Migration von Entziindungszellen in das Gewebe. In der vorliegenden Arbeit wurde
beobachtet, dass in den Nieren der Tiere, die den Cat S-Inhibitor erhalten hatten, die

vaskuléare Integritat deutlich besser war, als in den Nieren von Tieren aus der Vehikel-
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Gruppe. Gleichzeitig wiesen die Nieren weniger Immunzell-Infiltrate auf. Unsere
Ergebnisse waren demnach vereinbar mit einer solchen Annahme.

Doch gibt es auch Punkte, die Zweifel an der Gltigkeit der hier beschriebenen Theorie
aufwerfen. So fuhrten wir ein in-vivo-Experiment durch, in dem exogenes Cat S MRL-
(Fas)lpr-Mausen injiziert wurde. Der Vorteil des exogenen Cat S war, dass eine klare
Ursachen-Wirkungs-Beziehung hergestellt werden konnte. Ein Nachteil war jedoch,
dass man aus der vorliegenden Arbeit allein nicht mit Sicherheit darauf schliel3en kann,
ob endogenes Cat S ebenfalls zu relevanten Endothelschaden fiihren wirde. In der
Arbeit von Kumar et al. wurde jedoch ein Versuch durchgefiihrt, in dem diese Frage
expliziert adressiert wurde. In einer intravitalen Mikroskopie von BlutgefalRen im
Musculus cremaster wurde 30 Minuten nach einer chirurgisch-gesetzten Ischamie
beobachtetet, dass sowohl eine Cat S-Inhibition als auch eine PAR2-Inhibition und -
Deletion sich positiv auf den Erhalt der Integritdt des vaskularen Endothels
auswirkten?15, Dies bedeutet, dass man davon ausgehen kann, dass endogenes
Cat S, das in diesem Fall im Rahmen der Ischamie freigesetzt wurde, durch eine
Aktivierung von PAR2 Endothelzellen in einem relevanten Ausmalf3 schadigt.

Ein weiterer strittiger Punkt ist, dass zirkulierendes Cat S nur zu einem geringen
Prozentsatz (0,4 — 1,1%) im Plasma enzymatisch aktiv ist. Der grof3te Teil des Cat S
kommt im Plasma an Cystatin C gebunden vor?’®, Cystatin C ist ein endogener
Inhibitor von Cat S. Die Funktion der endogenen Protease-Inhibitoren ist, den
Organismus vor einer Digestion durch aktive zirkulierende Proteasen zu schiitzen?7®.
Man geht davon aus, dass CatS in der Niere von Immunzellen wie CD68*
Makrophagen ausgeschuttet wird!’®2%5, Cystatin C auf der anderen Seite konnte in
gesunden menschlichen Nieren nur in Tubulusepithelzellen nachgewiesen werden?.
Microarray-Analysen durchgefuhrt in Nierenbiopsaten von Diabetes-Patienten und
gesunden Probanden zeigten, dass beim Vorliegen einer diabetischen Nephropathie
Cat S mRNA-Expression um das Zwei- bis Dreifache hoher ist, wahrend kein
Unterschied der Cystatin C mRNA-Expression zwischen Biopsaten von gesunden
Probanden oder von Diabetes-Patienten festgestellt wurde?!®. Diese Ergebnisse sind
in einer Linie mit Beobachtungen, die in atherosklerotischen Plaques und in
abdominellen Aortenaneurysmen gemacht wurden. Hier wurde namlich festgestellt,
dass in atherosklerotischen Plaques und in der Wand von abdominellen
Aortenaneurysmen die Cat S-Expression hoher ist als in unbeschadigten Bereichen

der GefaBRwand, bei gleichzeitig erniedrigter Expression von Cystatin C in diesen
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Abschnitten. Aul3erdem besteht eine negative Korrelation zwischen dem Durchmesser
eines abdominellen Aortenaneurysmas und Cystatin C-Serumkonzentrationen. In-vitro
wurde eine Induktion von Cat S-mRNA in vaskularen glatten Muskelzellen durch eine
Stimulation mit IFN-y beobachte. Vaskulare glatte Muskelzellen exprimieren unter
physiologischen Bedingungen auch Cystatin C. Die Stimulation dieser Zellen mit IFN-
y zeigte aber keinen Effekt auf die mRNA-Expression von Cystatin C in diesen
Zellen?’’, Dies bedeutet, dass unter gewissen Bedingungen eine lokale Dysbalance
zwischen Cat S und Cystatin C entsteht, mit der Folge, dass Cat S an dieser Stelle
proteolytisch aktiv ist. Wir vermuten, dass dies auch der Grund dafir ist, dass das
exogen zugefiigte Cat S in unserem in-vivo-Experiment nicht komplett nach der
Injektion durch Cystatin C neutralisiert wurde, sondern lokal an der Niere zu einer
Schadigung der Endothelzellen fiihrte. Die Inhibition durch zirkulierendes Cystatin C
ist aber wahrscheinlich auch dafir verantwortlich, dass der Effekt des Cat S in-vivo
nicht so ausgepragt war wie in-vitro. Hier verursachte CatS eine Nekrose der

glomerularen Endothelzellen.

4.3 Der therapeutische Effekt von Mykophenolat-Mofetil versus RO5459072
Ein weiterer Aspekt der Cat S-Inhibitor-Therapie, den wir in dieser Arbeit
untersuchten, war die therapeutische Effektivitdt von RO5459072 im Vergleich zu dem
Standard-Medikament MMF. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass die
hier verwendete Dosis von 100 mg/kg MMF eine wirkungsvolle Therapie des SLEs und
der LN in MRL-(Fas)lpr-Mausen darstellt>2>226, Auch in der vorliegenden Arbeit erwies
sich MMF als ein potentes Therapeutikum. Die Nierenfunktion stabilisierte sich unter
MMF-Therapie. Der Albumin-Kreatinin-Quotient sank aber nicht unter den
Ausgangswert, wie es unter der Therapie mit 30 mg/kg RO5459072 beobachtet wurde.
Dies bedeutet, dass obwohl beide Therapien zur gleichen Zeit begonnen wurden, nur
die Cat S-Inhibitor-Therapie eine wirkliche Verbesserung der Gewebeschadigung
bewirkte, wahrend die MMF-Therapie lediglich einen Progress der Nierenschadigung
verhinderte. Dies wurde auch in der histologischen Auswertung sichtbar. Einzig unter
der Hochdosis-Cat S-Inhibitor-Therapie wurden signifikant niedrigere Aktivitats- und
Chronizitats-Indices der LN festgestellt. Zudem wiesen nur Nieren von Tieren, die
30 mg/kg RO545972 erhalte hatten, eine signifikante Reduktion der Makrophagen-
Infiltration auf. Vermutlich ist der oben beschriebene duale Wirkmechanismus, in dem

das Gewebe zum einen durch eine Suppression der systemischen Autoimmunitat und

98



Diskussion

zum anderen durch eine verbesserte vaskulare Integritat geschutzt wird, ursachlich fur
diesen ausgepragten Effekt, den die Cat S-Inhibitor-Therapie auf die LN zeigte.
Uberraschend war in unserer Arbeit, dass die MMF-Therapie nicht zu einer
signifikanten Suppression der IgG-Antikorper fuhrte. Hier erwies sich die Therapie mit
RO5459072 der Therapie mit MMF als deutlich Uberlegen. Vor allem die
Serumkonzentrationen von anti-dsDNA-IgG-Antikorpern konnten unter der 30 mg/kg-
RO5459072-Therapie unterhalb des Ausgangswertes gesenkt werden, wahrend
MMF-Therapie auf diesen pathologischen Autoantikdrper keinen Effekt zeigte. Auch
die Antikorper-produzierenden Plasmazellen wurden durch die MMF-Therapie in
unserer Arbeit nicht gesenkt.

Wir hatten erwartet, dass MMF als ein Immunsuppressivum eine deutliche
Suppression der IgG-Antikorper bewirken wirde. Dieser Annahme lag zugrunde, dass
in einer anderen Arbeit festgestellt wurde, dass MMF bei einer Dosierung von
100 mg/kg anti-dsDNA-IgG-, IgG2a- und lgG3-Antikdrperkonzentrationen in MRL-
(Fas)lpr-Mausen signifikant reduziert. Bemerkenswert ist jedoch, dass auch in dieser
Arbeit MMF keinen Effekt auf 1gG1-Antikdrperkonzentrationen zeigte. Aufl3erdem
wurde in dieser Arbeit deutlich friiher mit der Therapie begonnen, als in unserer Arbeit,
namlich bereits in einem Alter von 7 Wochen??®, Wiederum in einer anderen Arbeit, in
der aber eine niedrigere MMF-Dosis verwendet wurde, namlich 90 mg/kg, wurde keine
Reduktion der IgG-Antikorperkonzentrationen im Plasma bei MRL-(Fas)lpr-Méausen
beobachtet. In dieser Arbeit waren die Mause bei Therapie-Start 8 Wochen alt. Wie in
unserer Arbeit, kam es trotz unveranderter Antikorpertiter zu einer Verbesserung der
LN??4, Die Datenlage zu diesem Thema ist demnach heterogen.

Im Gegensatz dazu waren die Plasmakonzentrationen von gesamt-lgM-Antikdrpern in
unserer Arbeit unter MMF-Therapie signifikant erniedrigt. Wir nehmen daher an, dass
der Schutz, den naturliche IgM-Antikdrper in der frihen Immunabwehr bieten und der
vermutlich bei einer Cat S-Inhibitor-Therapie des SLEs erhalten bleibt, unter MMF-
Therapie eingeschrankt ist.

In den meisten Auswertungen gab es aber keine signifikanten Unterschiede zwischen
der therapeutischen Wirkung von MMF und von RO5459072. Es zeichnete sich aber
ein Trend dahingehen ab, dass die Hochdosis-Cat S-Inhibitor-Therapie der MMF-
Therapie leicht Uberlegen war, besonders zeigten dies die oben aufgefihrten Punkte.
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4.4 Limitationen und Ausblick

Diese Arbeit weist einige Limitationen auf, die ihre Aussagekraft einschranken.
Als Erstes ware zu nennen, dass die GruppengréfRen relativ klein waren. Einzelnen
AusreiRern in den Messwerten kam daher eine Uberproportionale statistische
Bedeutung zu. Auch dass mehrere Mause UUber den Verlauf der Studie
ausgeschlossen werden mussten und so die jeweils krdnksten Tiere nicht mehr in der
Auswertung berlcksichtigt werden konnten, dirfte zu einer gewissen Verzerrung der
Ergebnisse gefuhrt haben. Vor allem in der MMF-Therapiegruppe, in der zwei Mause
unter Therapie ausgeschlossen wurden, dirfte dies einen verbessernden Effekt auf
das Endergebnis gehabt haben. Die einzige Gruppe die von dieser Verzerrung
ausgenommen war, war die Interventionsgruppe, die 30 mg/kg RO5459072 erhalten
hatte, denn hier kam es zu keinen frihzeitigen Ausfallen. Aber dies durfte, wenn
Uberhaupt, dazu gefuhrt haben, dass die Unterschiede zwischen der therapeutischen
Wirkung von RO5459072 und von MMF eher unterschatzt, als Uberschatzt wurden.
Dartber hinaus wurden die Hauptaussagen der Arbeit durch die Messung einer
Vielzahl von Parametern mittels unterschiedlicher Methoden bestéatigt. Dadurch
verlieren einzelne stark abweichende Messwerte an Einfluss auf das Gesamtergebnis.
Eine weitere Limitation dieser Studie ist, dass die Medikamente Uber das Futter
appliziert wurden. Dadurch ist es nicht mdglich 100%ig sicher zu stellen, dass jedes
Versuchstier taglich die genau beabsichtigte Menge an Medikament aufnimmt. In
unserer Arbeit wurden aber stabile Plasmaspiegel des Cat S-Inhibitors Uber den
gesamten Zeitraum der Studie gemessen®®. Die Messungen der R0O5459072-
Plasmaspiegel wurden von Mittarbeitern von Hoffmann La Roche in Basel, in der
Schweiz, durchgefihrt.
Bei der Interpretation dieser Arbeit muss zudem beriicksichtigt werden, dass die in-
vivo-Versuche an MRL-(Fas)lpr-Mausen durchgefuhrt wurden, deren autoimmunes
Syndrom dem humanen SLE zwar ahnelt, aber doch entscheidende Unterschiede
aufweist, wie zum Beispiel die untergeordnete Rolle, die Typ-lI Interferone im
Pathomechanismus des autoimmunen Syndroms der MRL-(Fas)lpr-Mause spielen6,
Der Stellenwert von Mausmodellen in der Entwicklung neuer Therapiekonzepte wird
diskutiert?’827°, Besonders in der Forschung zu neuen SLE-Therapien konnten
klinische Studien beim Menschen die hohen Erwartungen, die vielversprechende
Ergebnisse von Mausstudien geweckt hatten, nicht erftillen?8°, Aber es wurden auch

viele Gemeinsamkeiten zwischen Menschen und Mausen festgestellt. So wurde
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gezeigt, dass es eine hohe Ubereinstimmung der Gen-Expressions-Muster bei
verschiedenen entzindlichen Zustdnden wie Sepsis, Trauma oder Verbrennungen
beim Menschen und bei der Maus gibt?’°,

Auch die in-vitro-Versuche weisen Limitationen auf. Die stark vereinfachten Modelle,
die in dieser Arbeit verwendet wurden, um Aspekte des Pathomechanismus zu
simulieren, spiegeln nicht die komplexen Vorgange, die in einem Organismus ablaufen
adaquat wider und missen daher als Anndherungsmodelle verstanden werden.
Insgesamt kdnnen in-vitro-Versuche und Tierstudien klinische Studien beim Menschen
nicht ersetzen, sondern geben erste Anhaltspunkte, auf denen weitere Studien
aufgebaut werden. Der Cat S-Inhibitor RO5459072 wird bereits in klinischen Studien
im Sjogren Syndrom getestet (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02701985; Stand
19.04.2018). Um die therapeutischen Mdoglichkeiten von RO5459072 im SLE zu
testen, mussen auch hier klinische Studien folgen.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Der SLE ist eine potentiell tddlich verlaufende Autoimmunerkrankung. Besonders
ungunstig auf die Prognose wirken sich das Auftreten einer Nierenbeteiligung in Form
einer LN und eine hohe Rate sowohl an kardiovaskuléaren Ereignissen als auch an
schweren Infektionen aus. Zur Therapie mussen oft dber langere Zeit
nebenwirkungsreiche Immunsuppressiva eingesetzt werden.

Die Cystin-Protease Cat S katalysiert in Endolysosomen einen entscheidenden Schritt
der HLA-Antigenprasentation (bei der Maus MHC II), einen wichtigen Bestandteil des
Pathomechanismus von Autoimmunkrankheiten wie dem SLE. Auch extrazellular
erfullt CatS verschiedene Funktionen. So aktiviert es den unter anderem auf
Endothelzellen exprimierten PAR2, was eine Schadigung dieser Zellen verursacht.
Wir vermuteten daher, dass der Cat S-Inhibitor RO5459072 im experimentellen SLE
einen dualen therapeutischen Effekt haben wirde, ndmlich zum einen, dass es durch
eine Hemmung der MHC lI-Antigenprasentation zu einer Abschwachung der
systemischen Autoimmunitat kommen wirde und zum anderen, dass die Gefal3e in
entzindlich veranderten Organen durch eine Hemmung des extrazellularen Cat S vor
dem PAR2-vermittelten Endothelzellschaden geschiitzt waren.

Wir fanden, dass Cat S-Plasmakonzentrationen bei SLE-Patienten héher waren als
bei gesunden Testpersonen und identifizierten als dessen Quelle PBMCs und
neutrophile Granulozyten. Des Weiteren konnten wir zeigen, dass extrazellulares
CatS eine relevante Endothelzellschadigung durch PAR2 in SLE-Modellen
verursacht, was durch die Gabe von RO5459072 verhindert werden konnte.

Unter einer acht-wochigen Therapie mit RO5459072 kam es in nephritischen MRL-
(Fas)lpr-Mausen zu einer Suppression der Autoantikorpertiter, und splenischer
Immunzellpopulationen, beides Indikatoren einer verminderten systemischen
Autoimmunitat. Anders als unter der Therapie mit dem Standardtherapeutikum MMF
kam es unter RO5459072 jedoch nicht zu einer Suppression der fur die frihe
Immunabwehr  wichtigen IgM-Antikérper. Aul3erdem zeigten histologische
Auswertungen der Niere eine gut erhaltene Integritat des GefalRendothels, mit einer
reduzierten inflammatorischen Organschédigung und erhaltenen Organfunktion
(Abbildung 28).

Daraus schlie3en wir, dass die Cat S-Inhibition ein vielversprechender Ansatz zur
Therapie des SLEs ist, denn sie kombiniert die Suppression der systemischen

Autoimmunitat mit einem vasoprotektiven und antiinflammatorischen Effekt.
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Abbildung 28: Graphische Zusammenfassung.
Diese Abbildung fasst die, durch diese Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zusammen. CLIP = class ll-associated
invariant chain peptide; CpG-DNA = Cytosinphosphatidylguanin-DNA; li = invariant chain; MHC Il = Major

Histocompatibility =~ Complex lI; NETs = extracellular  traps; PAR2 = Protease-aktivierte Rezeptor-2;
PBMCs = Peripheral Blood Mononuclear Cells;
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6 Abklrzungsverzeichnis
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Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid)
Desoxyribonuklease

Deoxynukleotidtriphosphat

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat
enzyme-linked-Immunosorbent Assay
fluorescence-activated cell sorting

Fluorescein Isothiocyanat

glomerulare Filtrationsrate

humane Epitheliomzellen Typ 2 eines Larynxkarzinoms

humanes Leukocytenantigen
horseradish peroxidase
Immunglobulin A/E/G/M
International Society of Nephrology
Interferon-/y

invariant chain

invariant chain p 10

Lupusnephritis

Lipopolysaccharid

Major Histocompatibility Complex |
Major Histocompatibility Complex Il
Mycophenolat-Mofetil

Murphy Roths Large/lymphoproliferativ

messenger Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)
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LHVS

NET
NFkB

PAR (1 — 4)
PAS
PBMC
PBS

PCR
PMA

Pl

RNA
RNAsin
RPMI
RPS
RT
SEM
SIRNA
SLE
SLEDAI
SLICC
SSC
TLR
TMB
TNF-a
WT1
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Morpholin  Urea-Leucin-Homophenylalanin-Venylsulfone-
Phenyl

Neutrophil Extracellular trap

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-
cells

Protease-aktivierter Rezeptore (1 — 4)

Perjodsaure-Schiff (periodic acid Schiff)

peripheral blood mononuclear cells

Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (phosphate-
bufferedsaline)

Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phorbol-12-myristat-13-acetat

Propidiumiodid

Ribonukleinsaure

Ribonuklease-Inhibitor

Roswell Park Memorial Institute

Renal Pathology Society

reverse Transkriptase

Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean)
small interfering RNA

systemischer Lupus erythematodes

SLE disease activity index

Systemic Lupus International Collaborating Clinics

saline sodium citrate

Toll-like-Rezeptor

Tetramethylbenzidin

Tumornekrosefakor

Wilms Tumor 1
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