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Einleitung/Ziel der Dissertation

1 Einleitung/Ziel der Dissertation

An systemischem Lupus erythematodes erkrankte Personen haben ein hohes Risiko
an kardiovaskularen Komplikationen zu sterben [1, 2]. Wahrend die SLE bedingte
Mortalitat in den vergangen Jahren durch verbesserte Behandlung sinkt, bleibt die
kardiovaskulare Mortalitat unter SLE Patienten unverandert hoch [3]. Insbesondere
junge Frauen im Alter von 35 bis 44 Jahren haben gegenuber gleichaltrigen
Kontrollpersonen ein mehr als 50fach erhohtes Risiko fur einen Herzinfarkt [4]. Diese
erhohte Inzidenz Iasst sich durch traditionelle kardiovaskulare Risikofaktoren nicht
erklaren [5].

Die genaue dafur ursachliche Pathogenese einer verstarkt und verfruht auftretenden
Atherosklerose ist ungeklart. Neben therapieassoziierten Einflussen werden
verschiedene SLE bedingte Ursachen diskutiert [6]. Dabei kommt es zu einer
Imbalance zwischen Endothel schadigenden Einflissen und Reparaturkapazitat [6].
Einer Endothelschadigung folgt eine Rekrutierung von Immunzellen, insbesondere T-
Zellen, Monozyten und Makrophagen, die zur Plagueformation und Thrombusbildung
beitragt [7, 8]. Die Ausschuttung von Zytokinen wie TNF-a, IL-13 und IL-6 erzeugt ein
inflammatorisches Milieu, welches das Einwandern weiterer Immunzellen fordert und

so zur Atherogenese beitragt [9].

Insbesondere IL-6 fordert die Atherogenese und korreliert zusatzlich mit der
Krankheitsaktivitdt des SLE [10, 11]. Umgekehrt fuhrt eine IL-6 Defizienz zu einer
geringeren Auspragung zahlreicher Manifestationen des SLE im MRL Fas''-
Mausmodell, welches einen SLE-ahnlichen Phanotyp ausbildet [12]. Ferner zeigen
unveroffentlichte Daten, dass eine Ernahrung frei von Amylase-Trypsin-Inhibitoren
(ATI) die Krankheitsaktivitat bei diesen Mausen abmildert.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Eignung des MRL Fas'™-Mausmodells zur Untersuchung
kardiovaskularer Fragestellungen zu prufen. Dabei wird auf mikroskopischer und
MRNA-Ebene ermittelt, ob die Mause verglichen mit dem MRL-++ Kontrollstamm eine
starkere entzundliche Infiltration ihrer Gefalle zeigen. Daruber hinaus wird die
Bedeutung von IL-6 und ATlI-freier Ernahrung auf die Initiation der SLE-spezifischen
Atherogenese untersucht.

Ein besseres Verstandnis der im Rahmen des SLE auftretenden Atherosklerose

konnte zu einer frUheren ldentifikation von Patienten mit einem besonders hohen
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Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse unter dieser Patientengruppe beitragen und
mogliche Ansatze fur therapeutische Strategien fur diese Patienten liefern.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Systemischer Lupus erythematodes

Der systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine entzindliche Systemerkrankung
aus der Gruppe der Kollagenosen, bei der das Immunsystem korpereigene Zellen und
Gewebe befallt. Die serologischen und klinischen Manifestationen sind in
Schweregrad und Auspragung sehr variabel und kénnen so gut wie jedes Organ
betreffen. Der Krankheitsverlauf zeichnet sich durch den Wechsel zwischen Schuben
und Phasen mit geringer Krankheitsaktivitat und im besten Fall einer Remission aus.

2.1.1 Manifestationen und Klassifikation

Einen guten Uberblick Uber die verschiedenen Manifestationen des SLE bieten die
verschiedenen Klassifikationssysteme. Lange Zeit dominierten die 11 Kriterien des
American College of Rheumatology (ACR) von 1982 mit einem Update von 1997 [13,
14] (siehe Tabelle 8). Aufgrund einer zwar guten Spezifitat, aber einer insbesondere
im Fruhstadium begrenzten Sensitivitat, wurden 2012 die Systemic Lupus International
Collaborating Clinics (SLICC) Kriterien entwickelt [15]. Darin finden weitere
Manifestationen wie die nichtvernarbende Alopezie, der Nachweis von
Komplementverbrauch, der subakut kutane Lupus erythematodes (SCLE) sowie der
histologische Nachweis einer Lupusnephritis Berlcksichtigung, deren alleiniger
Nachweis in Kombination mit Autoantikdrpern zur Diagnosestellung ausreicht [15]. Die
Sensitivitat konnte erhoht werden, jedoch sank die Spezifitat [15]. 2019 wurden die
ACR-Kriterien erneuert: Bei der EULAR/ACR-Klassifikation wurden die Kriterien
erweitert, es wurde mit dem Nachweis von antinuklearen Antikorpern (ANAs) ein
notwendiges Eingangskriterium geschaffen und die einzelnen Kriterien wurden
unterschiedlich stark gewichtet [16]. Diese Klassifikation vereint eine gute Sensitivitat

und Spezifitat und ist dahingehend den anderen Klassifikationen Uberlegen [16].

Die klinische Diagnose erfolgt nicht allein auf Grundlage der vorgestellten
Klassifikationssysteme. Diese haben ihre Bedeutung als Orientierungshilfe und
insbesondere in der klinischen Forschung.

14
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Eingangskriterium: ANA = 1:80

2 1 klinisches Kriterium ist erforderlich

folgende Kriterien zahlen nicht, wenn eine alternative, wahrscheinlichere Erklarung vorliegt

einmaliges Auftreten ist ausreichend, Kriterien miissen nicht gleichzeitig vorliegen

es wird nur der héchste Punktwert jeder der 10 Domanen gewertet

Klinische Doménen

Immunologische Doméanen

Konstitutionell Antiphospholipidantikérper

Fieber 2 Anti-cardiolipin-AK oder
Anti-B2-GPI-AK oder
Lupus-Antikoagulans

Hédmatologisch Komplementsystem

Leukopenie 3 Low C3 oder low C4

Thrombozytopenie 4 Low C3 und low C4

Autoimmune Hamolyse 4

Neuropsychatrisch SLE-spezifische Antikérper

Delir 2 Anti-dsDNA-Ak oder

Psychose 3 | Anti-Smith-Ak

Krampfanfall 5

Mukokutan

Nicht-vernarbende Alopezie 2

Orale Ulzeration 2

SCLE oder diskoider Lupus 4

Akut kutaner Lupus 6

Serds

Pleura/Perikarderguss 5

Akute Perikarditis 6

Muskuloskeletal

Gelenkbeteiligung 6

Renal

Proteinurie >0,5g/24h 4

Lupusnephritis Klasse Il oder V 8

Lupusnephritis Klasse Il oder IV 10

Klassifikation als SLE wenn = 10 Punkte erreicht werden

Tabelle 1 ACR-Kriterien zur Klassifikation des SLE von 2019 [16]
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2.1.2 Therapie des SLE

Das Therapieziel ist das Erreichen einer Remission oder zumindest einer moglichst
niedrigen Krankheitsaktivitat sowie das Verhindern weiterer Schube [17]. Dabei bilden
Hydroxychloroquin in einer Dosierung <5 mg/kg Korpergewicht zusammen mit
Glukokortikoiden die Therapiegrundlage fur alle Lupuspatienten [17]. Die
Glukokortikoiddosis zur Dauertherapie sollte moglichst gering, zumindest unter

7,5 mg/Tag (Prednisolonaquivalent) liegen [17].

Durch zusatzliche Gabe der Immunmodulatoren Methotrexat, Azathioprin oder
Mycophenolat-Mofetil konnen Glukokortikoide eingespart oder sogar ganz auf sie

verzichtet werden [17].

Ist der Krankheitsverlauf chronisch-aktiv oder nicht gut kontrollierbar extrarenal-
schubweise, sollte Belimumab eingesetzt werden [17]. Bei einem ausgepragten
Organbefall oder wiederkehrender Erkrankung kann, in der Regel nachdem andere
Medikamente keine ausreichende Wirkung gezeigt haben, Rituximab off-label

angewendet werden [17].

Bei einem Nierenbefall, sollte zusatzlich zu Hydroxychloroquin, ACE-Hemmer oder
AT1-Antagonist und Prednisolon zunachst mit Mycophenolat-Mofetil oder
niedrigdosiert, intravenos mit Cyclophosphamid behandelt werden [17, 18]. Droht ein
Nierenversagen oder eine andere organbedrohende Manifestation, ist eine hohere
Cyclophosphamid-Dosis angezeigt [17]. Zur Erhaltungstherapie sollte Mycophenolat-
Mofetil oder Azathioprin genutzt werden [17]. Neue Daten zeigen, dass mindestens fur
die Lupusnephritis Klassen Ill (+V), IV (+V) und V eine zusatzliche Therapie mit
Belimumab bei sehr gutem Sicherheitsprofil das Therapieansprechen signifikant

verbessert [19].

Die Patienten sollten sich zusatzlich vor Sonne schutzen, aufgrund der durch die
Therapie erhohten Infektionsgefahr Impfungen wahrnehmen und wie unter 2.2.4

beschrieben ihr kardiovaskulares Risikoprofil optimieren [17].

16
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Behandlung des nicht-renalen SLE

BasismaBnahmen: Sonnenschutz, Impfungen, kérperliche Aktivitat, Rauchstopp
Optimierung Kérpergewicht, Lipide, Blutzucker und Blutdruck

Antithrombozytdre/Antikoagulative Therapie bei aPL-positven Patienten

MODERAT

1st Line Refractory 1st Line Refractory 1st Line Refractory

Hydroxychloroquin

Glukokortikoide Glukokortikoide

oral/intramuskular oral/intravenés

Belimumab
neurininhibitoren

Mycophenolatmofetil

Cyclophosphamid

Ziel: Remission (SLEDAI = 0, HCQ, keine Glukokortikoide)
oder
Niedrige Erkrankungsaktivitat (SLEDAI < 4, HCQ, Prednisolon < 7,5mg/d, Immunsuppressiva in stabilen und gut
tolerierten Dosen)

Mild: konstitutionelle Symptome/ milde Arthritis/ Rash<9% KOF/ Thrombozyten 50-100/nl; SLEDAI<6; BILAG C oder <1 BILAG B Manifestationen

Moderat: Rheumatoide Arthritis hnliche Arthritis/ Rash 9-18% KOF/ kutane Vaskulitis $18% KOF/ Thrombozyten 10-50/nl /Serositis; SLEDAI 7-12; 22 BILAG B Manifestationen

Schwer: organbedr. Erkrankung (Nephritis, Cerebritis, Myelitis, Pneumonitis, Mesenteriale Vaskulitis) Thrombozytopenie <10/nl; TTP-ahnliche Erkrankung oder akute Himophagozytose; SLEDAI>12; 21 BILAG A Manifestation

Abbildung 1 Therapie des nicht-renalen SLE nach [17]

(SLEDAI = Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index, BILAG = British Isles Lupus Assessment Group
disease activity index, HCQ = Hydroxychloroquin, KOF = Kérperoberflache)

2.1.3 Epidemiologie

Betroffen sind im Verhaltnis 2:1 bis 15:1 insbesondere Frauen [20]. Der Altersgipfel
liegt zwischen dem 30. und 70. Lebensjahr, bei Mannern etwas spater [20]. Menschen
dunkler Hautfarbe haben ein hoéheres Risiko am SLE zu erkranken [20]. Bei
Betrachtung mehrerer Studienkollektive zu verschiedenen Zeitpunkten zeigt sich eine
zunehmende Inzidenz im Verlauf der letzten Jahrzehnte [20].

2.1.4 Atiologie und Pathogenese

Die genaue Atiologie des SLE ist ungeklart. Es werden genetische, umweltbedingte,
immunregulatorische, hormonelle und epigenetische Einflisse diskutiert [21].

Die in friheren Studien gefundenen paarweisen Konkordanzraten eineiiger Zwillinge

von 24%, fallen in jungeren Studien mit 14,3 % geringer aus, lassen aber dennoch auf
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eine genetische Komponente schlielfen [22, 23]. Es lassen sich mehr als 70 Risikoloki
identifizieren, die mit SLE assoziiert sind [24]. Dabei sind sowohl das spezifische als
auch das unspezifische Immunsystem betroffen [25]. Insbesondere sind Gene
betroffen, die bei Apoptose, DNA-Abbau, der Beseitigung von Immunkomplexen, TLR-
, Interferon (IFN) Typ 1- und NFkB-Signalwegen sowie der B- und T-Zell-Funktion eine
Rolle spielen [25, 26].

Wahrend moderater Alkoholkonsum einen protektiven Effekt zu haben scheint, wirken
andere Umweltfaktoren wie Quarzstaubexposition, Nikotinkonsum, UV-Licht und
manche Medikamente risikoerhdhend [27, 28]. Auch fur weitere Umweltfaktoren wie
Infektionen (z.B. Epstein-Barr-Virus), Ernahrungsfaktoren und Umweltverschmutzung
wird ein risikoerhdhender Zusammenhang vermutet [27].

FUr eine Beteiligung hormoneller Faktoren spricht die deutlich erhdhte Inzidenz bei
Frauen. Es konnte gezeigt werden, dass ein fruhes Alter bei der Menarche,
Ostrogenhaltige orale Kontrazeption und postmenopausale Hormontherapie mit einem
erhohten Risiko zu erkranken einhergehen [29]. Sexualhormone beeinflussen die
Regulation des Immunsystems sowie die Schwere des SLE-Krankheitsverlaufs [29].

Das Zusammenspiel verschiedener Immundefekte bewirkt einen Verlust der Toleranz
gegenuber korpereigenen Antigenen [21]. Infolge entstehen Autoantikorper,
Immunkomplexe, inflammatorische Zytokine und autoreaktive T-Zellen [21].

Die exakte Atiologie ist nicht vollstandig geklart. Ein Modell geht von einer Stérung des
Abraumens von Zellmaterial bei der Apoptose sowie der NETose, ein Weg des
Zelltodes bei neutrophilen Granulozyten, aus [30]. So werden dem Immunsystem
Autoantigene prasentiert, die zu Autoimmunitat fihren kénnen [30]. Ublicherweise wird
Zellschrott sehr schnell beseitigt, sodass nukleare Antigene dem Immunsystem nicht
langere Zeit exponiert sind [31]. Besteht jedoch eine Imbalance zwischen dem Anfall
apoptotischer Zellen und Storungen des Abraumens dieser, kann es zur Bildung von
Autoantikorpern kommen [31]. Durch Bindung von antinukledren Antikorpern (ANAs)
wie ds-DNA-Ak entstehen Ablagerungen von Immunkomplexen [30]. Makrophagen
und dendritische Zellen raumen diese ab und erzeugen durch die Produktion von IFN-
a und anderen Zytokinen ein inflammatorisches und apoptoseinduzierendes Milieu
[30].

Mehr als ein Drittel der Patienten entwickeln zusatzlich die klassisch fur Vaskulitiden
typischen Anti-Neutrophilen zytoplasmatischen Antikorper (ANCAs) [32]. Dabei

18



Literaturdiskussion

konnten nicht abgeraumte NETs Autoantigene beinhalten, die zur Bildung von ANCAs
fuhren [30]. Plasmazytoide dendritische Zellen phagozytieren ANCA-Ak-Ag-
Immunkomplexe, was ebenfalls zu einer erhdhten IFN-a-Ausschuttung fuhrt [30].
ANCAs kommen vermehrt bei Patienten vor, die auch eine Lupusnephritis entwickeln,

weshalb sie als serologischer Marker fur diese dienen konnten [30].

Die DNA oder RNA-enthaltenden Immunkomplexe konnen das angeborene
Immunsystem Uber die Toll-like-Rezeptoren 9 bzw. 7 aktivieren [33]. Aktivierte
dendritische Zellen, produzieren IFN-a sowie TNFa [21, 33].

Auf diese Weise kann auch das spezifische Immunsystem stimuliert werden. IFN-a
bewirkt beispielsweise die Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen und das
Entstehen antigenprasentierender Zellen sowie T-Zellen, was wiederum zur Bildung
weiterer Autoantikdrper und Immunkomplexe beitragt [34]. Ein wichtiger Mediator ist
der B-Cell Activating Factor (BAFF), welcher ebenfalls durch Toll-like-Rezeptoren und
auch durch IFN-a induziert wird und das Uberleben und die Differenzierung von

autoantikorperproduzierenden B-Zellen fordert [35, 36].

Verschiedene Veranderungen des Zellmetabolismus von Immunzellen, beispielsweise
eine verstarkte Energiegewinnung durch Glykolyse, bewirken veranderte
Differenzierung, Zytokinausschuttung, Proliferation und Funktion [37].

Auch auf T-Zell-Ebene gibt es zahlreiche Auffalligkeiten bei Lupus-Betroffenen.
Regulatorische T-Zellen (Treg), welche B- und T-Zell-vermittelte
Autoantikdrperproduktion vermindern, finden sich bei Lupuspatienten in verminderter
Zahl und funktionell beeintrachtigt [34]. Follikulare T-Helfer-Zellen sind an der Bildung
von Keimzentren beteiligt und korrelieren in ihrer Anzahl mit der Krankheitsaktivitat
[38]. Sie entstehen infolge der Aktivierung naiver CD4+-T-Zellen durch ein
Zusammenspiel aus Antigen-prasentierenden Zellen, IL-6 und IL-21 [38]. Bestimmte
Subpopulationen der T-Zellen wie die Th17-Zellen kommen bei SLE-Patienten
vermehrt vor. Das Verhaltnis von Th17 zu Treg korreliert signifikant positiv mit der
Krankheitsaktivitat [39].

Es wird deutlich, dass zahlreiche Veranderungen an der Krankheitsentstehung und -
aufrechterhaltung beteiligt sind, von denen nicht alle hier genannt sind. Es ist nicht
geklart, welche primar bei der Krankheitsentstehung mitwirken bzw. sekundare Folgen

anderer Defekte sind.
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2.1.5 Pathogenese der Manifestationen

Vermittelt durch Immunkomplexe, Autoantikorper, Zytokine und T-Zellen kommt es zu
Endorganschaden [21]. Diese kdonnen nahezu alle Gewebe, insbesondere Haut,
Schleimhaute, Gelenke, Serosa, Nieren, Nervensystem, das hamatologisches

System, Lunge, Gefalle, Muskeln und das Herz betreffen [40].

Eine bedeutsame Manifestation ist die Lupusnephritis. Hierbei lagern sich
Immunkomplexe in der Niere ab [34]. Diese entstehen entweder im Blutkreislauf oder
direkt vor Ort, wenn Autoantikorper gegen glomerulare Antigene oder nicht
abgeraumten apoptotischen Zellschrott gerichtet sind [34]. Die Immunkomplexe
bestehen aus Antigenen und anti-DNA-Antikorpern sowie insbesondere bei der
Lupusnephritis aus Antikorpern gegen den Komplementfaktor C1q [21]. Diese
intraglomerularen  Immunkomplexe  fuhren  Gber  die  Aktivierung  des
Komplementsystems und die Bindung an Fc-Rezeptoren von beispielsweise
Makrophagen zu einem inflammatorischen Milieu [21, 34]. Entzindungsvermittelnde
Zytokine und Leukozytenmigration fordernde Chemokine werden ausgeschuttet [41].
Dazu tragt auch die Aktivierung von T-Zellen durch autoantigenprasentierende B-
Zellen bei [34]. Aufgrund geringer Affinitat der Fcy-Rezeptoren sowie Autoantikorper
gegen die Komplementfaktoren C1q und C3b ist die Beseitigung der Immunkomplexe
durch Leukozyten beeintrachtigt [34]. In dem inflammatorischen Milieu wird das
Nierengewebe durch aktivierte Granulozyten und Makrophagen sowie freiwerdende
proteolytische Enzyme und Sauerstoffradikale geschadigt [34]. Das fuhrt zu Nekrosen,

Vernarbung und beeintrachtigter Nierenfunktion [34].

Die Ablagerung von Immunkomplexen spielt auch bei den ubrigen Manifestationen
beispielsweise in der Haut, dem ZNS oder der Serosa (z.B. bei Perikarditis) eine Rolle
[21, 42].

Neben den immunkomplexbildenden Antikorpern gegen nukledre Antigene, treten
auch Antikorper gegen die Zelloberflache auf, welche insbesondere bei den
hamatologischen Manifestationen bedeutsam sind. Die bei etwa 10 % der Patienten
auftretende autoimmun-hamolytische Anamie wird durch 1gG Antikorper gegen
Erythrozyten verursacht [43]. Ebenso wie eine Anamie kann eine Thrombozytopenie
auftreten. Hierbei spielen Autoantikbrper gegen GPIIB/llla sowie gegen den
Thrombopoetin-Rezeptor eine Rolle [43]. Auch Leukopenien konnen auftreten,
wenngleich hier zahlreiche pathogenetische und therapiebedingte Mechanismen
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diskutiert werden, tragen AutoantikOrper gegen neutrophile Granulozyten oder
Lymphozyten dazu bei [44].

Die Pathogenese der Lupus-Arthritis ist bislang wenig verstanden. Histologisch finden
sich vaskulare Veranderungen, perivaskulare mononuklare Leukozyten sowie
oberflachliche Fibrinablagerungen [45]. Daruber hinaus wird eine durch endotheliale
Hypertrophie, inflammatorische Zellen und Thromben verursachte GefalRobliteration
beschrieben [46]. In der Synovialflussigkeit finden sich im Vergleich zu anderen
Arthritis verursachenden Erkrankungen weniger Leukozyten [47].

2.2 kardiovaskulare Manifestation des SLE
2.2.1 Klinisches Bild und Epidemiologie

Der systemische Lupus erythematodes ist assoziiert mit einem erhohten Risiko fir
kardiovaskulare Ereignisse. Die kardiovaskulare Manifestation umfasst die
Perikarditis, Myokarditis, Erkrankungen am Reizleitungssystem, Vaskulitis,
Herzklappenerkrankungen sowie die Folgen einer verstarkten und verfriht
auftretenden Atherosklerose [42]. Dazu zahlen primar die koronare Herzkrankheit
inklusive Myokardinfarkt, die periphere arterielle Verschlusskrankheit, der ischamische
Schlaganfall  inklusive  Transitorisch  Ischamische  Attacke (TIA) und
Aortenaneurysmata [48]. Ferner lassen sich auch die vaskulare Demenz, Angina
abdominalis, Mesenterialinfarkte und Nierenarterienstenosen als atherosklerotisch

bedingte Folgeerkrankungen betrachten [48].

Urowitz et al. beschrieben schon 1976 einen zweigipfligen Verlauf der Todeskurve:
Patienten, die kurz nach der Diagnose sterben, sterben eher aufgrund der
Krankheitsaktivitat und Infektionen, wohingegen ein zweiter Mortalitatsgipfel im spaten
Krankheitsverlauf auf Myokardinfarkte durch atherosklerotische Herzkrankheit
zuruckzufuhren sei [49]. Das Risiko fur einen Myokardinfarkt bei SLE Patienten ist in
den meisten Studien 2-10fach erhoht [50]. Das absolute Risiko fur kardiovaskulare
Ereignisse (CVE) steigt mit zunehmendem Alter der SLE-Patienten, jedoch ist die
Inzidenz fur CVE insbesondere bei jungen Frauen mit SLE gegenuber der
gleichaltrigen Vergleichspopulation sehr stark erhoht [50]. Dabei haben Frauen
zwischen 35 und 44 Jahren ein Uber 50fach erhdhtes Risiko fur einen Herzinfarkt [4].
Die Menge von atherosklerotischen Plaques in Karotiden und Femoralarterien ist

2fach erhoht [51]. Obwohl die lupusspezifische Mortalitat in den vergangenen Jahren
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immer weiter sank, bleibt das Risiko fur einen Tod durch ein kardiovaskulares Ereignis
unverandert hoch [3, 52]. Die Inzidenz fur kardiovaskulare Ereignisse steigt mit
Krankheits- und Therapiedauer [4]. Wahrend in der Allgemeinbevolkerung die
kardiovaskulare Mortalitéat in den letzten Jahren sank, zeigte sich ein ahnlicher
Ruckgang unter SLE Patienten nicht [53].

2.2.2 Pathogenese

Zu der bei Lupus Patienten verstarkten und verfruht auftretenden Atherosklerose tragt
ein multifaktorielles Geschehen bei. Hierbei spielen neben der Therapie und
traditionellen  Risikofaktoren auch ein durch den Lupus verursachtes
inflammatorisches Milieu eine bedeutende Rolle.

Primé&r nicht immunologische Einflussfaktoren

Die traditionellen Risikofaktoren fur die Entwicklung von Atherosklerose sind ein
erhohter Low Densitiy Lipoprotein (LDL)-Spiegel, Diabetes, arterielle Hypertension
und Zigarettenrauchen [48]. Somit muss zunachst betrachtet werden, ob diese
Risikofaktoren, unter Umstanden auch als Folge der Erkrankung oder Therapie, unter
Lupus-Patienten epidemiologisch vermehrt vorkommen. In einer kanadischen Studie
wurden 250 Lupus-Patientinnen mit 250 alterskorrelierten Kontrollpatientinnen, die zur
jahrlichen Routineuntersuchung eine Hausarztpraxis besuchten, verglichen. Hierbei
zeigte sich ein vergleichbarer Body-Mass-Index, wobei das Taille-Huft-Verhaltnis und
der Anteil der Patientinnen mit ,sitzendem Lebensstil“ unter den Lupus-Patientinnen
signifikant hoher war. Auch lag sowohl der Anteil der Hypertonie- als auch der
Diabetes-Patientinnen in der Lupus-Gruppe signifikant hoher. Der mittlere Cholesterol-
und LDL-Spiegel sowie der aktuelle Raucherstatus unterschieden sich nicht
signifikant. Interessanterweise unterschied sich aber der Framingham-Risk-Score flur
ein kardiovaskulares Ereignis in den nachsten 10-Jahren in beiden Gruppen nicht [54].
Eine Metaanalyse von 24 Studien kommt zu dem Ergebnis, dass das Risiko fur ein
metabolisches Syndrom unter SLE Patienten 1,88mal hoher als in der
Vergleichsgruppe ist [55]. Somit scheinen SLE-Patienten aufgrund gegenuber
Kontrollgruppen vermehrt vorkommenden traditionellen Risikofaktoren, ein hoheres
Risiko fur Atherosklerose zu haben. Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass der
Framingham-Risk-Score, in den alle oben genannten Risikofaktoren eingehen, das
erhohte Risiko fur CVE unter SLE-Patienten nicht vollstandig erklart [5, 56].
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Ein weiterer wesentlicher Punkt, der das Risiko fur CVE bei Lupus-Patienten erhdhen
konnte, sind Folgen der Therapie. In der Hopkins Lupus Cohort konnte fur
Glucocorticoide ein dosisabhangiger Anstieg der Inzidenz fur CVE ab 10mg/Tag fur
eine Dauer ab 10 Jahren nachgewiesen werden: Fur eine Dosis von 20mg/Tag zeigte
sich beispielsweise nach Altersadjustierung ein 5facher Anstieg der Inzidenz [57]. Ein
Confounder konnte die Krankheitsaktivitat sein, die ebenfalls zu einer erhohten Rate
an CVE fuhrt und mit einer erhdohten Glucocorticoiddosis einhergehen durfte [6, 50,
58]. Jedoch zeigte sich in der Hopkins Lupus Cohort die Korrelation zwischen
Glucocorticoiden und CVE auch nach Adjustierung fur die Krankheitsaktivitat [57].
Unabhangig von SLE ist auch die Behandlung mit Glucocorticoiden, die ihrerseits
Hypertonie, Diabetes und Ubergewicht fordern, mit einem erhdhten kardiovaskuléren
Risiko assoziiert [59]. Wahrend Hydroxychloroquin positive Effekte auf Risikofaktoren
wie den Lipidstoffwechsel zu haben scheint, zeigen sich fur Azathioprin ebenfalls
risikoerhohende Effekte [50].

Auch die Atherosklerose der Allgemeinbevilkerung hat eine inflammatorische

Komponente

Neben den traditionellen Risikofaktoren und der Therapie gibt es zahlreiche Hinweise,
dass auch die Lupus bedingte Inflammation zur verstarkten Atherosklerose beitragt.
Unabhangig von Autoimmunerkrankungen wachst die Evidenz fir eine
inflammatorische Komponente von Atherosklerose: Sowohl das angeborene als auch
das erworbene Immunsystem sind in die Pathogenese der Atherosklerose involviert.
Makrophagen, die durch Aufnahme von abgelagerten Lipide zu Schaumzellen werden,
bilden einen grof3en Anteil der atherosklerotischen Plaques [60]. Durch Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (PAMPs) und Damage-assoziierte molekulare Muster
(DAMPs) aktivierte Makrophagen produzieren proinflammatorische Zytokine [60]. Die
Interaktion von antigenprasentierenden dendritischen Zellen mit T-Zellen fuhrt zur
Aktivierung und Differenzierung letzterer [60]. IFNy und TNF produzierende Th1-Zellen
fordern zusatzlich die Aktivierung von Makrophagen und tragen zur vaskularen
Inflammation bei [60]. AuRerdem wirkt IFNy als Trigger fur die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies und wirkt direkt auf Endothelzellen, indem es die Expression von
Adhasionsmolekulen wie des Vascular Cell Adhesion Protein 1 (VCAM-1) fordert und
so die Leukozyten und Monozyten-Adhasion und Infiltration begunstigt [61]. Drei grol3e
Studien zeigen, dass antiinflammatorische Therapie mit Canakinumab

beziehungsweise  Colchizin das Risiko fur atherosklerotisch  bedingte
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Folgeerkrankungen mindert. Die CANTOS-Studie zeigt die Wirksamkeit einer
antiinflammatorischen Therapie mit dem IL-13 adressierenden Canakinumab bei
Patienten, die einen Myokardinfarkt Uberlebt haben [62]. Gemessen am primaren
Endpunkt Myokardinfarkt, Schlaganfall und kardiovaskular bedingtem Tod zeigt sich
im Studienarm mit einer Dosierung von 150 mg/3 Wochen ein signifikanter
Risikortickgang von 15 % verglichen mit der Placebogruppe [62]. Eine Behandlung mit
Canakinumab wirkt sich nicht auf LDL, Cholesterol oder High Density Lipoprotein
(HDL) aus, senkt aber den IL-6 und CRP-Spiegel [63]. Antiinflammatorische Effekte
von Colchizin vermindern sowohl das kardiovaskulare Risiko von Patienten nach

Myokardinfarkt als auch das von Patienten mit koronarer Herzkrankheit [64, 65].

Diese Erkenntnisse legen nahe, dass dysregulierte Immunprozesse beim
systemischen Lupus erythematodes auch zu verstarkter Atherosklerose beitragen
konnten. Es wird ein Ungleichgewicht zwischen Endothelschadigung durch
Inflammation und Abschwachung atheroprotektiver Mechanismen angenommen [6].
Hierbei sind sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem von

Bedeutung.
Einfluss des angeborenen Immunsystems

Eine wichtige Rolle spielen die beim SLE erhohten Interferone, die zur IFN-Signatur,
der verstarkten Expression IFN-abhangiger Gene, fihren [66]. Bei SLE-Patienten mit
ausgepragter IFN Typ 1 Signatur zeigt sich eine verstarkte Aktivierung des Endothels
als friher Schritt der Atherogenese sowie eine schlechtere Endothelfunktion [67, 68].
Im Mausversuch zeigt sich, dass die Blockade des JAK-STAT Signalwegs mit
Tofacitinib, der Hauptweg des Interferonrezeptorsignalings, zu einer verbesserten
Endothelfunktion fuhrt [69]. Eine IFNa-Signatur fuhrt beim Menschen zu einer
verstarkten Expression von Scavenger-Rezeptor-A in Makrophagen, was zu einer
erhohten Lipidaufnahme und Schaumzellgenerierung beitragt [70]. In mit Insulin
stimulierten Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs) senkt IFN-o die NO-
Produktion und fuhrt zu einer geringeren Expression der endothelialen
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) [71], was eine Endotheldysfunktion und somit die
Atherogenese begunstigt. Hohe IFN-I Spiegel sind bei SLE Patienten mit niedrigen
Spiegeln von fur die Endothelreparatur wichtigen endothelialen Progenitorzellen (EPC)
assoziiert [68, 72]. IFN-a fuhrt zur Apoptose von EPCs und den ebenfalls zur

Reparatur wichtigen circulating angiogenic cells (CACs) sowie der Beeintrachtigung
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der Differenzierung dieser zu reifen Endothelzellen [73]. Bei SLE Patienten zeigt sich
eine erhohte Expression Typ | IFN-regulierter Gene in Thrombozyten sowie deren
gesteigerte Aktivierung [74]. Eine andere Untersuchung findet keine direkte Korrelation
zwischen Thrombozytenaktivierung und Typ-l Interferonen, sieht aber die
Thrombozytenaktivierung als Folge eines aktivierten und dysfunktionalen Endothels
und vermutet einen Beitrag dieser zur kardiovaskularen Manifestation [67].

Eine Subpopulation der Granulozyten, die Low-Density Granulozyten (LDG), kommen
bei einigen Lupus Patienten vermehrt vor [75]. Ein erhdohtes Vorkommen von LDGs
geht mit vermehrten, nicht verkalkten koronaren Plaques und einer verminderten
cholesterol efflux capacity (CEC) einher [76]. Unter der CEC versteht man die
Fahigkeit von HDL zum Abtransport von Cholesterol aus dem Gewebe [77]. Ist diese
Fahigkeit Cholesterol von den Makrophagen aufzunehmen gemindert, kommt es in der
Allgemeinbevolkerung zu einer erhohten Intima-Media-Dicke der Karotis und einem
erhohten Risiko fur koronare Herzkrankheit [77]. Die von LDGs vermehrt gebildeten
Neutrophil extracellular traps (NETs) [78], beinhalten oxidativen Stress verursachende
Enzyme, die zur Oxidation von HDL fuhren und somit die CEC senken kdnnen [79].
LDGs fuhren in Kokultur mit Endothelzellen zur Schadigung letzterer [78].
Uberschreitet die Menge an NETs die Abbaukapazitat der Endothelzellen, kommt es
durch Spaltung von VE-cadherin zu Veranderungen der Zell-Zell-Kontakte, was zu
einer erhohten Permeabilitat des Endothels mit verstarkter Albuminpassage fuhrt [80].
Gelangt der zytoplasmatische Teil des VE-Cadherins, das p-Catenin, in den Zellkern
kann es eine Epithelial-mesenchymale Transition auslosen und so zur
Dedifferenzierung von Endothel fuhren [80]. Des Weiteren konnen NETs eine IFNa-
Freisetzung durch plasmazytoide dendritische Zellen hervorrufen [78], aber auch

selbst Typ | Interferone freisetzen [75].
Einfluss des erworbenen Immunsystems

Auch das erworbene Immunsystem ist an der Atherogenese bei Lupuspatienten
beteiligt. In der Allgemeinbevidlkerung sind B-Zellen bei der Entwicklung von
Atherosklerose  von  Bedeutung, indem sie einerseits antiatherogen
Entzindungsprozesse mildern, andererseits aber auch fordern kdnnen [81]. B-Zellen
konnen beispielsweise neutralisierende Antikorper gegen oxidationsspezifische
Epitope bilden und so protektiv wirken [82]. Der B-Cell activating factor (BAFF)

hingegen schadigt Endothelzellen und behindert deren Reparatur, wahrend eine
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Behandlung mit anti-BAFF-Antikorpern die Menge an atherosklerotischen Plaques
reduzieren und SLE bedingte Veranderungen der fur die Reparatur von Endothelzellen
wichtigen EPCs rickgangig machen kann [36]. Unter Lupus Patienten sind Anti-
Endothelzell-Antikorper weit verbreitet, welche oxidativen Stress verursachen und
Apoptose der Endothelzellen bewirken konnen [83, 84]. Auch die haufig bei SLE
Patientin nachweisbaren Antiphospholipid-Antikorper erhdohen nicht nur das Risiko fur
Thrombosen, sondern zeigen auch eine signifikante Assoziation mit Herzinfarkt,
ischamischen Schlaganfall und peripherer Gefal3krankheit [2, 85]. Besonders
hervorzuheben sind das (2-Glycoprotein | (f2-GPl) und gegen dieses gerichtete
Antikorper. B2-GPI bildet mit oxLDL und Antikorpern Komplexe, wodurch die
Aufnahme durch Makrophagen und die Schaumzellbildung geférdert werden [86, 87].
Komplexe aus oxLDL, B2-GPI und Anti-B2-GPI-Antikérpern fuhren in HUVECs zur
Expression proinflammatorischer Zytokine (TNF-a, IL-18 und IL-6), proadhasiver
Oberflachenmolekule wie Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1) und VCAM-1
und erhdhen die Monozytenrekutierung [88]. B2-Glycoprotein I-reaktive T-Zellen sind
mit einer erhdhten Intima-Media-Dicke und atherosklerotischen Plaques assoziiert
[89].

Oxidiertes LDL (oxLDL), welches durch eine Immunaktivierung zur Atherogenese
beitragt, ist in Form von Immunkomplexen bei SLE Patienten erhoht [90, 91]. Ein
vermehrtes Vorkommen der beteiligten Anti-B2-GPI-Antikorper ist bei SLE Patienten
mit einer reduzierten Paraoxonase-Aktivitat assoziiert [92]. Die Paraoxonase
wiederum hat eine antioxidative Wirkung auf LDL [93], welche durch Anti-32-GPI-
Antikorper und anti-HDL-Antikorper gemindert werden konnte [92]. AuRerdem hat 32-
GPI selbst auch einen vor Oxidation schutzenden Effekt, der durch Anti-B2-GPI-
Antikorper verloren gehen konnte [92]. Sowohl die Paraoxonase als auch HDL
schitzen vor einer Oxidation von LDL [94]. Bei SLE Patienten sind die Paraoxonase-
Aktivitat als auch die HDL-Konzentration und dessen antioxidative Kapazitat
vermindert [95]. Jedoch ist dysfunktionales, proinflammatorisches HDL bei SLE
Patienten erhoht, korreliert mit Karotisplaque und tragt ebenfalls zur LDL-Oxidation bei
[96]. Neben der verstarkten Expression von Adhasionsmolekilen bewirkt oxLDL die
Aktivierung von Apoptosewegen und fordert seinerseits die Entstehung reaktiver
Sauerstoffspezies, wodurch die Endotheldysfunktion und Atherosklerose begunstigt
wird [97]. Zusatzlich fordert oxLDL die NET-Bildung und wirkt auch auf diese Weise
endothelschadigend [98].
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Ebenso konnen T-Zellen von pathogenetischer Bedeutung sein. Beispielsweise
korreliert der Spiegel von CD4*CCR5"-T-Zellen unabhangig mit der Entwicklung von
Atherosklerose in den Karotiden von SLE-Patienten [99]. Dabei ist CCR5 essentiell fur
die Adhasion dieser T-Zellen in atherosklerotischen Plaques [100]. Weiterhin an der
Atherogenese Dbeteiligt sind naturliche Killer-T-Zellen, die sowohl pro- als auch
antiatherogene Phanotypen einnehmen kdnnen [101].
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Abbildung 2 Ursachen der vorzeitigen und verstarkten Atherosklerose wie in Kapitel 2.2.2 erlautert.
IFN = Interferon, eNOS = endotheliale Stickstoffmonoxid-Synsthase, NO = Stickstoffmonoxid, EPCs = Endothelial
progenitor cell, CACs = Circulating Angiogenic Cells, BAFF = B-cell activating factor, APL-AK = Antiphospholipid-
Antikorper, EC-AK = Endothelzell-Antikorper, ROS = reaktive Sauerstoffradikale, AK = Antikérper, B2-GPI = 32-
glycoprotein I, HDL = High Density Lipoprotein, LDL =Low Density Lipoprotein, piHDL = dysfunktionales,
proinflammatorisches HDL, oxHDL = oxidiertes HDL, oxLDL = oxidiertes LDL, LDGs = Low-Density Granulocytes,
NETs = Neutrophil extracellular traps, CEC = cholesterol efflux capacity, VCAM = vascular cell adhesion molecule,
ICAM = Intercellular adhesion molecule, GC = Glukocortikoide, AZA = Azathioprin, HCQ = Hydroxychloroquin

2.2.3 Diagnostik

Die Etablierung von fruh nachweisbaren Biomarkern ist wichtig, um Patienten zu
identifizieren, die von einer noch zu etablierenden, zielgerichteten Therapie besonders
profitieren wirden. Es zeigt sich, dass Patienten mit Antiphospholipid-Antikorpern und
erhohten Markern fur Endothelzellaktivierung und -schaden wie dem von-Willebrand-
Faktor, sVCAM-1 und Fibrinogen ein hoheres Risiko fur ein kardiovaskulares Ereignis

haben [85]. Eine Ubersicht méglicher Biomarker bietet Tabelle 2.
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Biomarker

Antiphospholipid-Antikorper [85, 102]
Fibrinogen [85]
sVCAM-1 [83]
VWF [83]
Hypoalbuminamie [85]
hsCRP [85, 102]
IL-6 [103]
sCD163 [104]
high-sensitivity cardiac troponin T [1085]
Homocystein [106, 107]
VEGF [108]
piHDL [106]
Leptin [106]
C3 [109]
TGF-beta1 [110]
Typ I IFN [111]
P-C4d [112]

Tabelle 2 Mdgliche Biomarker fir kardiovaskulare Erkrankungen im Rahmen des SLE

Wahrend viele Zeichen der Krankheitsaktivitat wie Arthritis, Serositis oder venose
Thrombosen ebenfalls das Risiko fur ein CVE erhohen bzw. mit einem erhdhten Risiko
einhergehen, geht eine Thrombozytopenie mit einem geringeren Risiko einher [85].
Auch pathogenetisch relevante Antikorper wie beispielsweise anti-HDL-Antikorper
konnten als frihe Biomarker dienen [113]. Da auf traditionellen Risikofaktoren
basierende Scores wie der Framingham Risk Score das Risiko fur CVE bei SLE
unterschatzen, mussen fur die Berechnung des tatsachlichen Risikos von SLE
Patienten weitere Faktoren wie die Krankheitsaktivitat, niedrige C3-Spiegel und Lupus-
Antikoagulanzpositivitat bertcksichtigt werden [114]. Insbesondere bei Frauen fuhren
Scores, in die nur traditionelle Risikofaktoren einflie3en, zu einer Unterschatzung des
Risikos [115]. Einen weiteren Stellenwert fur die Diagnostik, auch fur Fragestellungen
in der Forschung, hat die Bildgebung. Zur Erfassung einer subklinischen
Atherosklerose der Koronararterien eignen sich Computertomographie und
Magnetresonanztomographie. In der Computertomographie zeigen sich auch nach

Adjustierung fur traditionelle Risikofaktoren signifikant mehr koronare Verkalkungen
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bei SLE Patientinnen gegenuber Frauen ohne SLE [116]. Im MRT zeigt sich unter SLE
Patienten eine diffuse Kontrastverstarkung der Koronarien, wahrend diese sich bei
KHK-Patienten eher regional-fleckig darstellt [117]. Ein haufig verwendetes und
einfach via Ultraschall zu erhebendes Mal} fur subklinische Atherosklerose ist die
Erfassung der Karotis-Intima-Media-Dicke (CIMT), die bei SLE-Patienten erhoht ist
[118] und mit einem haufigeren Auftreten von CVE korreliert [119]. Ein weiteres nicht-
invasives Verfahren zur Erfassung der Endotheldysfunktion ist die flow-mediated
dilatation (FMD) der A. brachialis. Diese ist bei SLE Patienten signifikant verringert
[120] und zeigt eine geschadigte Endothelfunktion an, auch wenn diese noch nicht an
einer manifesten kardiovaskularen Erkrankung leiden [121]. Eine eingeschrankte FMD
bei SLE Patienten ist ein unabhangiger Pradiktor fur kardiovaskularer Ereignisse [122].
Ein weiteres Verfahren, um die Gefalisteifigkeit zu erfassen, ist die Messung der
Pulswellengeschwindigkeit (PWV). Diese zeigt Atherosklerose an und ist bei SLE
Patienten sowohl peripher als auch zentral signifikant erhoht [122].

2.2.4 Therapie

Eine spezifische Therapie zur Senkung des kardiovaskularen Risikos beim SLE gibt
es nicht. Die EULAR empfiehlt ein Erheben der traditionellen und
krankheitsspezifischen Risikofaktoren: Krankheitsaktivitat, Krankheitsdauer,
Nierenbeteiligung, Phospholipidantikdrper und dauerhafte Glucocorticoidtherapie [17].
Abhangig vom Risikoprofil kann eine Low-Dose Aspirin Therapie oder lipidsenkende
Therapie erwogen werden [17]. Die Untersuchung des Effektes einer Statintherapie
bei Lupuspatienten, ergab zwar signifikant niedrigere hsCRP-, Gesamtcholesterin-
und LDL-Werte in der Atorvastatin-Gruppe, jedoch unterschied diese sich in Bezug auf
CIMT und CVE nicht signifikant von der Placebogruppe [123]. Weitere und grofRere
Studien sind notwendig. Fur eine Low-Dose Aspirin Therapie allein und in Kombination
mit Hydroxychloroquin liegen Daten vor, die eine geringere Rate an kardiovaskularen
Ereignissen zeigen [124, 125]. Eine Therapie mit Hydroxychloroquin allein zeigte in
einer randomisierten, doppelblinden, Placebo kontrollierten Studie mit 125
Herzinfarktpatienten keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf kardiovaskulare
Ereignisse im nachsten Jahr, senkte aber den IL-6 Serumlevel signifikant in der
Hydroxychloroquin-Gruppe [126].
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2.3 Einfluss von Zytokinen
2.3.1 Einfluss von IL-6

Das proinflammatorische Interleukin-6 wurde 1973 als von T-Zellen produzierter und
fur die Antikorperproduktion durch B-Zellen wichtiger Botenstoff beschrieben [127].
Neben T-Zellen wird es auch von Makrophagen, Monozyten, B-Zellen, Fibroblasten,
Keratinozyten, Tubulusepithelzellen und Endothelzellen produziert [128]. IL-6 hat
zahlreiche immunologische Effekte wie die Forderung des Wachstums und der
Differenzierung von B-Zellen, die Auslosung der hepatischen Akute-Phase-Reaktion
sowie die Differenzierung und Aktivierung von T-Zellen und Makrophagen [129]. IL-6
wirkt neben diesen regulatorischen Aufgaben in Infektion und Inflammation auch auf
Hamatopoese und Onkogenese [128].

Der IL-6 Rezeptor besteht aus zwei Einheiten, dem IL-6-Rezeptor und einer (-
Untereinheit, dem gp130 [130]. Es bestehen im Wesentlichen drei Wege des IL-6-
Rezeptor-Signalings: Das klassische cis-Signaling findet an Zellen statt, die sowohl
den IL-6R als auch gp130 exprimieren (Leukozyten, Hepatozyten, manche
Epithelzellen), sodass IL-6 mit diesen einen Komplex bilden kann [130]. Wird der IL-
6R durch ADAM17 abgespalten entsteht loslicher IL-6R (sIL-6R) [130]. Auf diese
Weise kann IL-6 auch an Zellen ohne membranstandigen |IL-6-Rezeptor wirken, indem
es Komplexe mit gp130, welches ubiquitar exprimiert wird, und slL-6R bildet [130].
Man spricht hierbei von soluble trans-Signaling. Ein weiterer Weg ist das IL-6 cluster-
signaling oder auch trans-presentation genannt. Dabei bindet IL-6 an den IL-6R einer
dendritischen Zelle und gp130 einer T-Zelle [131]. Wahrend das cis-Signaling vor
allem in der Akute-Phase-Reaktion und fur die Infektionsbekampfung wichtig ist sowie
antiinflammatorische Effekte vermittelt, ist das trans-Signaling insbesondere flur die
proinflammatorische Wirkung verantwortlich [130].

Im NZB/W F1 Mausmodell zeigt sich, dass IL-6 die Autoantikorperproduktion von B-
Zellen erhoht [132]. Der Knockout von IL-6 im MRL-Fas Mausmodell zeigt eine
verlangerte Uberlebenszeit und Milderung der Krankheitsaktivitat [12]. Auch unter SLE
Patienten korreliert der IL-6 Serumspiegel mit der Krankheitsaktivitat [11]. Eine
Behandlung mit Tocilizumab, einem monoklonalen Antikorper gegen den IL-6R, zeigt
in einer Phase | Studie insbesondere eine Verbesserung von arthritischen
Manifestationen und eine signifikante Reduktion von anti-dsDNA-Antikorper-Spiegeln

sowie eine Abnahme zirkulierender Plasmazellen [133]. Nichtsdestotrotz verfehlte eine
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Phase |l Studie mit einem gegen IL-6 gerichteten monoklonalen Antikorper ihren
primaren Endpunkt in der Verringerung der Krankheitsaktivitat [134]. Post-Hoc
Analysen zeigen jedoch eine verringerte Schubhaufigkeit sowie eine signifikante
Verbesserung der Krankheitsaktivitat bei Patienten mit hoherer Krankheitsaktivitat
zum Einschlusszeitpunkt [134]. Neben der Korrelation von IL-6 mit der
Krankheitsaktivitat, findet sich auch eine signifikante Assoziation mit koronarer
Atherosklerose [103]. Eine weitergehende Analyse der bereits erwahnten CANTOS-
Studie kommt in der Allgemeinbevdlkerung zu dem Ergebnis, dass Patienten, die unter
Behandlung mit Canakinumab eine |IL-6 Reduktion unter 1,65ng/| erreichten signifikant
in Bezug auf CVE und Mortalitat gegenuber der Placebogruppe profitierten, wahrend
die Patienten, bei denen es nicht gelang, den IL-6 Spiegel zu senken, sich in keinem
dieser Endpunkte von der Placebogruppe unterschieden [135]. Obwohl IL-6
Endothelzellen aktiviert, prothrombotische Effekte hat, die Proliferation von glatten
Muskelzellen und die Akkumulation von lipidbeladenen Makrophagen fordert, hat IL-6
durch eine Steigerung der CEC und durch die Inhibition anderer inflammatorischer
Zytokine auch atheroprotektive Eigenschaften [136]. Welche Effekte Uberwiegen und
wie grof’ die Bedeutung fur die vorzeitige Atherosklerose bei SLE Patienten ist bedarf

weiterer Untersuchungen.

2.3.2 Einfluss weiterer Zytokine

Im Folgenden sollen weitere Zytokine vorgestellt werden, deren Expression im
Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde. IL-6 wurde bereits unter 2.3.1 vorgestellt
und auf IFNa wurde in den Kapiteln 2.1.4 und 2.2.2 eingegangen. Die Bedeutung
von TNF-q, IL-18, IL-18, S100A8, CSF-1 und IL-34 fur den SLE und die
Atherosklerose soll hier erlautert werden.

TNF-a wird unter anderem von Makrophagen und Monozyten freigesetzt, wenn diese
mit Immunkomplexen und Komplementfaktoren in Kontakt kommen [137, 138]. TNF-a
wirkt als Inflammationsmediator und kann Apoptose induzieren [139]. Aulierdem
stimuliert TNF-a T-, B- und dendritische Zellen [139]. Die Serumlevel sind bei SLE
erhoht und korrelieren schwach mit der Krankheitsaktivitat [140, 141]. Patienten mit
erhohten TNF-a-Spiegeln haben mit hoherer Wahrscheinlichkeit eine renale
Beteiligung [141]. Auch im MRL-Fas-Modell korreliert die TNF-a-Expression mit dem
Schweregrad der Lupusnephritis [142]. Eine Therapie mit TNF-a-Blockern zeigt zwar
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partiell im Tiermodell und auch beim Menschen Erfolge, jedoch wird bei der
Behandlung von Menschen auch ein Anstieg von ANAs, anti-dsDNA-AKs und
Anticardiolipin-Antikorpern beobachtet und es kann zu einem
medikamenteninduzierten Lupus kommen [143]. Auch auf die Atherogenese sind
Einfluisse von TNF-a beschrieben. TNF-a tragt zur frihen Atherosklerose
(Schaumzellgenerierung, Lipidakkumulation und Erhdhung der Intima-Media-Dicke)
bei und mindert die Endothelfunktion [144]. Eine Behandlung mit TNF-a-Blockern
hingegen mindert zumindest bei Psoriasis Patienten die Intima-Media-Dicke der A.
carotis [145]. Bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis konnte gezeigt werden, dass
TNF-a unter anderem IL-18, IL-6 und IL-1 induzieren kann [146, 147] und somit die

Inflammation verstarkt. Letzteres wiederum kann seinerseits IL-6 induzieren [148].

Die renale Expression des zur IL-1-Familie gehtérenden IL-1B ist in MRL-Fas-Mausen
mit Lupusnephritis erhoht [149, 150] . Es wird von glomerularen Makrophagen
produziert [150]. Diese Rolle von IL-1B3 fur die Lupusnephritis findet sich auch in
humanen Untersuchungen: Neben der Tatsache, dass der Serumspiegel von IL-18 in
vielen Untersuchen signifikant erhoht ist und dieser mit der Krankheitsaktivitat
korreliert, scheint IL-1B insbesondere mit renaler Beteiligung assoziiert zu sein [151].
Aber auch ein Einfluss von IL-1B auf die Atheroskleroseentwicklung erscheint
wahrscheinlich: Die Behandlung von Herzinfarktpatienten mit Canakinumab (anti-IL-
18) senkt das Risiko an einem zukunftigen kardiovaskularen Ereignis zu versterben
[62].

Ahnlich verhalt es sich mit IL-18. Auch IL-18 ist sowohl bei MRL-Fas-M&usen als
auch bei SLE Patienten erhoht, korreliert bei letzteren mit der Krankheitsaktivitat und
ist mit renaler Beteiligung assoziiert [152, 153]. Ubereinstimmend entwickeln MRL-
FasP’-Mause, bei denen anti-IL-18-Antikorper induziert wurden, einen milderen
Krankheitsverlauf mit einer verringerten Lupusnephritis und langerer Uberlebenszeit
[154]. IL-18 wird auch in humanen atherosklerotischen Plaques exprimiert und ist dort
mit Instabilitat der Plaques assoziiert [155] und kdnnte somit die Wahrscheinlichkeit

kardiovaskularer Ereignisse erhdhen.

S100A8 wird von aktivierten Granulozyten und Monozyten produziert und kann den
TLR4 aktivieren [156]. Das Serumlevel von S100A8 ist bei Lupus Patienten allgemein,
aber insbesondere wahrend einer Infektion erhoht und es findet sich eine Korrelation
mit der Krankheitsaktivitat [157]. Die S100/Calgranuline, zu denen S100A8 zahlt,

binden neben TLR4 an RAGE (mulit-ligand receptor for advanced glycation end
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products) und wirken auf diese Weise als Mediatoren fur Inflammation und

Atherosklerose, indem sie beispielsweise die Produktion von ROS fordern [158, 159].

Der Monozytenkolonien-stimulierende Faktor (CSF-1) ist ein wichtiger Uberlebens-
und Proliferationsfaktor von Makrophagen, der deren Aktivierung bewirkt und
chemotaktisch wirkt [160]. CSF-1 wird von Tubulusepithelzellen zu Beginn der
Lupusnephritis exprimiert, steigt mit der Krankheitsaktivitat, l1asst sich in Serum und
Urin nachweisen und kann daher als friher Biomarker einer sich entwickelnden
Lupusnephritis dienen [161]. CSF-1 tragt auch zur Atherogenese bei, indem er die
Proliferation und das Uberleben von Makrophagen in atherosklerotischen Lasionen
fordert und dort von Endothel- und glatten Muskelzellen produziert wird [162]. Im
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Abwesenheit von CSF-1
atherosklerotische Lasionen reduziert [163]. Bei chronischen Hamodialysepatienten
ist CSF-1 ein unabhangiger Risikofaktor fur kardiovaskulare Ereignisse und korreliert
positiv mit den IL-6 und IL-18 Serumspiegeln [164].

Neben CSF-1 stellt auch IL-34 einen Wachstumsfaktor fur Makrophagen dar, der im
MRL-Fas’-Mausmodell zusammen mit seinen Rezeptoren cFMS und Protein
Tyrosine Phosphatase Receptor Type Z (PTPRZ) verstarkt renal exprimiert wird und
dessen Knockout sowohl die Lupusnephritis als auch die systemische Erkrankung
mildert [165]. IL-34 istim Serum und Urin von SLE-Patienten mit Lupusnephritis erhoht
und korreliert mit der Krankheitsaktivitat [165, 166]. AulRerdem Kkorreliert 1L-34
histopathologisch mit der Makrophagen- und T-Zellinfiltration der Niere [165]. IL-34
tragt des weiteren auch zur Atherogenese bei, indem es die Generierung von
Schaumzellen fordert, die Aufnahme von oxLDL durch Makrophagen begunstigt und
die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, TNF-a und IL-13 bewirkt [167].

2.4 Einfluss von ATI auf die Krankheitsaktivitat

Das in Weizenkornern am haufigsten vorkommenden Protein ist mit 85-90 % das
Gluten [168]. Unter Gluten versteht man verschiedene verwandte Proteine, die vor
allen Dingen als Baustofflieferanten dienen [168]. Die nicht zu Gluten zahlenden
Amylase-Trypsin-Inhibitoren sind Proteine, die wachstumsregulatorische und vor
Parasiten schutzende Funktionen haben und 2-4 % der Gesamtproteinmenge in
Weizen ausmachen [168-170]. Glutenfreie Lebensmittel enthalten so gut wie keine
ATls [171].
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ATls stimulieren Zellen des angeborenen Immunsystems: dendritische Zellen,
Makrophagen und Monozyten [172]. Sie binden dafir an deren Toll-like-Rezeptor 4,
was zu einer Aktivierung dieser Zellen und damit des angeborenen Immunsystems
fuhrt [172]. Dabei kommt es zu geringen intestinalen Inflammation, die in der Regel bei
der gesunden Bevdlkerung symptomlos bleibt und sich mehr durch eine Zellaktivierung
und Freisetzung inflammatorischer Mediatoren als durch verstarkte Infiltration
auszeichnet [169]. Die so aktivierten Immunzellen wandern in die mesenterialen
Lymphknoten. Die ATIs verstarken die Antigenprasentation der dendritischen Zellen,
Makrophagen und Monozyten und fuhren so bei Interaktion mit T-Zellen zu einer
verstarkten T-Zell-Antwort. Treffen die ausgewanderten antigenprasentierenden
Zellen in den Lymphknoten auf bereits aktivierte, zirkulierende T-Zellen, die andernorts
chronische Entziindung, wie sie auch beim SLE und anderen Autoimmunkrankheiten
auftritt, unterhalten, konnten sie die Wirkung dieser T-Zellen verstarken und so zur
Krankheitsaktivitat beitragen [169]. Diese These wird durch den Nachweis verstarkter,
allergeninduzierter IgE-vermittelter Inflammation von Darm und Lungen bei ATI-
haltiger Ernahrung gegenuber Kontrollernahrung unterstutzt [173].

Unverdffentlichte Daten zeigen, dass auch die Fltterung von MRL-Fas®” Mausen mit
ATl-angereichertem Futter eine gegenuber glutenfreier Diat verstarkte, systemische
Inflammation ausldst. Die Futterung mit ATI-freiem Futter fuhrt zu geringerer Infiltration
durch T-Zellen und Makrophagen in der Niere sowie zur Abschwachung der
Hautlasionen und geringerem Lymphknotenbefall. Daruber hinaus kommt es zu einer

Abnahme der Expression inflammatorischer Zytokine wie IL-6, TNF-a und IL-18.

2.5 Lupusmausmodelle

Nicht alle Fragestellungen zur weiteren Aufklarung der Pathogenese, Atiologie und
des Ermittelns potenzieller therapeutischer Targets konnen ethisch vertretbar in
klinischer Forschung untersucht werden. Aus diesem Grund sind Tiermodelle
erforderlich, bei welchen es hinreichend schnell zu einem dem systemischen Lupus
erythematodes ahnlichem Bild kommt. Kein etabliertes Tiermodell deckt alle
Manifestationen des SLE ab, weshalb zur Untersuchung bestimmter Fragestellungen
unterschiedliche Tiermodelle genutzt werden mussen. Im Folgenden soll eine kurze
Ubersicht tiber die wichtigsten, spontanen Mausmodelle gegeben und auf die Eignung

dieser fur kardiovaskulare Fragestellungen eingegangen werden.
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Eines der ersten Mausmodelle fur SLE sind die F1 Nachkommen der Kreuzung der
Mausstamme New Zealand Black (NZB) und New Zealand White (NZW): NZB/W F1
[174]. Der NZB Stamm leidet an einem spontanen Autoimmunsyndrom mit
autoimmunhamolytischer Anamie, Autoantikdrpern und Hepatosplenomegalie,
wahrend der NZW Stamm klinisch gesund bleibt [174, 175]. Die F1 Nachkommen der
Kreuzung entwickeln eine Lupusnephritis, die sich gut als Modell eignet [174].
Verwandt ist der New Zealand Mixed (NZM) Stamm, der durch Ruckkreuzung von
NZB/W F1 und NZW entstand und von dem die Linien NZM2328 und NZM2410 heute
als Mausmodelle dienen [176, 177]. Auch sie entwickeln Autoantikdrper und eine
Glomerulonephritis, jedoch keine Vaskulitis [177]. Als ein weiteres spontanes Modell
dienen mannliche BXSB/Yaa-Mause, welche durch eine Duplikation von 16 Genen
(Translokation von X zu Y-Chromosom), insbesondere durch Verdopplung des TLR-7

Gens eine verstarkte Aktivierung des Typ1-IFN Signalwegs zeigen [175].

Das in dieser Arbeit verwendete Mausmodell basiert auf dem MRL-Fas®’-Stamm. Die
Murphy Roths Large (MRL) Mause zeichnen sich durch eine amphibienahnliche, fur
Saugetiere hohe Fahigkeit zur Geweberegeneration aus [178]. Das erschwert eine
Kennzeichnung der Mause durch Ohrlochung, da diese schnell unter Knorpelbildung
heilen und zur urspruanglichen Gewebekonfiguration zurtckkehren [178]. Die MRL-
FasP" Mause unterscheiden sich vom Kontrollstamm, den MRL-++ Mausen,
insbesondere durch die autosomal rezessive Ipr-Mutation (lymphoproliferation) und
zeichnen sich durch eine massive T-Zell Proliferation aus [179]. Auch die MRL-++
Mause als Kontrollstamm entwickeln eine autoimmune Storung, die sich jedoch milder
und viel spater entwickelt [180]. Die Ipr-Mutation liegt im Gen des Fas-Rezeptors,
welcher eine wichtige Rolle in der Apoptose spielt und dessen Verlust beispielsweise
die Akkumulation autoreaktiver T-Zellen fordert [181]. Das MRL-Fas’’-Mausmodell
unterscheidet sich von den ubrigen Mausmodellen dadurch, dass es neben der
immunkomplexvermittelten Lupusnephritis weitere Manifestationen wie Arthritis,
Zerebritis, Vaskulitis und Hautbefall sowie auch serologisch ein vollstandigeres Bild
mit ANA, anti-dsDNA, anti-SM und zirkulierenden Immunkomplexen abbildet [179,
182, 183]. Der Krankheitsbeginn liegt bei etwa 2-3 Monaten und die Mause versterben
meist nach 5-8 Monaten an einer Glomerulonephritis [179, 184]. Weibchen sind starker
betroffen [179].
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NZB/W F1

BXSB

MRL-Fas'r

MRL-++

Glomerulonephritis

chronische GN

nach 4-5 Monaten

akute/subakute GN

nach 4-5 Monaten

akute/subakute GN

nach 3-4 Monaten

akute/subakute

GN spat im Leben

Herz

Akute und alte Myokardinfarkte

k.A.

GefalRe

keine Vaskultitis

keine Vaskulitis

akute Polyarteriitis

k.A.

Lympathische Organe kortikale kortikale kortikale leichter Befall
Thymusatrophie, Thymusatrophie, Thymusatrophie,
medullare medullare medullare
Hyperplasie; leichte | Hyperplasie; Hyperplasie;
LK Hyperplasie moderate LK schwere LK
Hyperplasie Hyperplasie
Arthritis keine keine mikroskopische milde
Synovitis mikroskopische
Synovitis
ZNS-Befall keiner keiner kognitive spate  kognitive
Dysfunktion Dysfunktion
Hautbefall keiner keiner Ausschlag mild
Gesicht/Rucken
Serologie
ANA + ++ ++++ +
Anti-dsDNA + + +++ +
Immunkomplexe + + +++ +
Alter bei Tod in Mo (?/3)
50% Mortalitat 8,5/15 15/5,1 5/5,5 17/23
90% Mortalitat 12,8/19 24/8 7,3/8,6 23/27
M/W Prévalenz F>>M M>>>>F F~M F>M

Tabelle 3 Vergleich der wichtigsten etablierten Mausmodelle fur den SLE [177, 179, 185]

2.5.1 Kardiovaskulare Beteiligung in Lupusmausmodellen

Sowohl in NZB/W und BXSB als auch in MRL-Fas® Mausen sind vaskulare Lasionen

in Form von fokal-segmentalen eosinophilen und PAS-positiven Ablagerungen in

GefalRwanden beschrieben [186]. Weiterhin finden sich in den Koronarien 1gG- und

C3-Ablagerungen sowie myokardiale Infarkte [186].

NZB/W F1 Mause zeigen eine reduzierte Acetylcholin-induzierte endothelabhangige

Vasodilatation durch Acetylcholin gegenuber den Kontrollen [187]. Durch Behandlung
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der Mause mit Hydroxychloroquin und anderen Antioxidantien lasst sich diese
normalisieren [187]. Dieser Effekt lIasst sich auf die geringere Produktion von ROS und
erhohte NO-Verfugbarkeit zurackfuhren [187, 188]. Die Anzahl und Funktion von EPCs
ist gemindert [189]. Eine orale Behandlung von Mausen mit Lactobacillus fermentum
schwacht neben der allgemeinen Krankheitsaktivitat auch die kardiovaskulare
Beteiligung, indem die endothelabhangige Vasodilatation verbessert und die Menge
an ROS in den GefaRwanden verringert wird [190]. Eine high-fat Diat bewirkt bei
NZB/W F1 Mausen eine verschlechterte endothelabhangige Vasodilatation der A.

carotis gegenuber der Standardernahrung [191].

In NZM Mausen konnte gezeigt werden, dass ein IFN-Rezeptor Knockout die
endothelabhangige Vasorelaxation verbessert und die Anzahl von EPC erhoht [192].
Eine IFN-a Exposition via eines Adenovirus hingegen verschlechtert die
endothelabhangige Vasorelaxation [192].

Wahrend BXSB Mause bislang nicht als Modell dienten, zeigt sich insbesondere bei
den mannlichen (NZW X BXSB) F1-Mausen mit 80% eine hohe Rate von
degenerativer koronarer Herzkrankheit, die mit Myokardinfarkten assoziiert ist, jedoch

eine zellulare inflammatorische Komponente vermissen lasst [193].

Bei MRL-FasP" Tieren hingegen wurde eine schwere koronare Arteriitis festgestellt, die
nicht mit Myokardinfarkten assoziiert war, obwohl insgesamt die Rate an
Myokardinfarkten bei diesen Mausen erhoht ist [186, 194]. MRL-Faslpr Mause zeigen
gegenuber MRL-++ Mausen eine verschlechterte Acetylcholin-abhangige
Vasorelaxation, die sich jedoch durch NET-bildungs-hemmende Stoffe verbessern
lasst [195]. Auch die Gabe von Tofacitinib, einem JAK-Inhibitor, verbessert die
endothelabhangige Vasorelaxation und erhoht die Differenzierung von EPCs in
Endothelzellen in vitro [69]. Tofacitinib, welches in das Interferonsignaling eingreift,
moduliert auch die NET-Bildung und senkt den Serumspiegel von Interleukinen wie
TNF-a, IFNy, und IL-2 [69]. MRL-FasP" Mause zeigen eine erhéhte ICAM-1 und VCAM-
1 Expression gegenuber MRL-++ Mausen und in Reaktion auf eine TNF-a-Injektion
wird eine verstarkte Interaktion von Leukozyten mit dem Endothel mit folgender
Leukozyten-Extravasation beobachtet [196].

Gemessen an der Rate der Mause mit Myokardinfarkt zeigt sich bei 24 Wochen alten
Mausen mit einer Haufigkeit von 53% die hochste Rate an alten oder akuten
Myokardinfarkten bei mannlichen (NZW X BXSB) F1-Mausen Mausen, gefolgt von
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MRL-Fas” Mausen mit 25% und BXSB mit 4% [194]. Zu beachten ist jedoch, dass
sich die Geweberegenerationseigenschaften des MRL-Stamm auch auf den
Herzmuskel auswirken und Kryo-induzierte Verletzungen im Gegensatz zu C57BL/6-
Kontrollen narbenlos repariert werden [178], sodass die Anzahl der alten

Myokardinfarkte hoher liegen konnte.
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3 Material und Methoden

Der experimentelle Teil dieser Arbeit wurde in den Laborrdumen der Arbeitsgruppe
Weinmann-Menke der |. Medizinischen Klinik und Poliklinik der Universitatsmedizin
Mainz durchgefuhrt.

3.1 Material

Eine detaillierte Aufstellung der verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien
sowie Reagenzien findet sich im Anhang unter Materialliste.

3.2 Methoden
3.2.1 Mause

MRL-Fas®’, MRL-++ sowie //6-Knockout BALB/C M&use wurden bei Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) gekauft. In dieser Arbeit werden MRL-Fas” Mause
in den Altersstufen 1,5 Monate, 3 Monate und 5 Monate mit Kontrolltieren der gleichen
Altersstufen des MRL-++ Stammes verglichen. Neben dem Alter wurde als alternatives
Kriterium fiir die Gruppe der 5-monatigen MRL-Fas®" Tiere eine hinreichend schwere
Belastung, die eine sofortige Sakrifizierung erforderlich machte, angewendet. Die
MRL-Fas®" ll6-Knockout-Mause wurden durch ein Backcross-Intercross-Schema
generiert. Die Nachkommen wurden via PCR genotypisiert.

Die Tiere werden in den zentralen Versuchstierstallen der Universitatsmedizin Mainz
unter standardisierten, pathogenarmen Bedingungen gehalten und gezuchtet. Die
Temperatur betragt 22+2 °C, die relative Luftfeuchtigkeit liegt bei 555 % und es wird
ein Tag-Nacht-Rhythmus mit Lichtwechsel um 06:00 und 18:00 Uhr simuliert. Die
Haltung erfolgt in Makrolonkafigen mit Metallgitterdeckel, integrierter Futtertraufe
sowie Trinkflasche. Als Streu kommt Weichholzgranulatstreu zum Einsatz. Der
Umgang mit den Tieren erfolgte ordnungsgemaf und wurde unter der Nummer G17-
1-074 genehmigt.

Fatterungsversuche werden wunter der Verwendung von ATl-freiem Futter
(bereitgestellt durch die AG Schuppan der Universitatsmedizin Mainz) durchgefuhrt.
Diese Mause erhalten ab einem Alter von vier bis funf Wochen fur sieben bis zehn
Wochen ATl-freies Futter, bevor sie im Alter von 13-14 Wochen sakrifiziert werden.
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3.2.2 Genotypisierung durch PCR

Die Genotypisierung der Mause erfolgt durch eine Polymerase-Ketten-Reaktion. Es
wird eine Gewebeprobe (Zehenendglied) abgetrennt und bei -20 °C gelagert. Zur
DNA-Extraktion werden die Proben nach Zugabe von 150 pl Base-L6sung fur 30 min
bei 95 °C im Thermomixer inkubiert. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur werden

150 pl Neutralisationslosung hinzugegeben und die Proben fur 5-10 s gevortext.

Im Anschluss wird aus der DNA, in Abhangigkeit vom nachzuweisenden Produkt
entsprechenden Primern, Wasser sowie dem REDTagReadyMixPCR, wie in Tabelle
4 aufgefuhrt, ein Ansatz erstellt. Dieser durchlauft bei der PCR die drei klassischen
Phasen: Wahrend der Denaturierung wird die doppelstrangige DNA in ihre einzelnen,
komplementaren Strange getrennt. Es folgt das Annealing, bei dem sich die Primer an
die DNA anlagern. Wahrend der dritten Phase findet katalysiert durch das Enzym
DNA-Polymerase die Elongation statt und aus den zwei Einzelstrangen entstehen zwei
Doppelstrange. Diese drei Schritte werden wiederholt, wobei sich nach jedem Zyklus
die Anzahl der DNA-Strange verdoppelt. In Abhangigkeit von der Zusammensetzung
der Primer sind unterschiedliche Temperaturen zu wahlen. Die Dauer und Temperatur

der Zyklen sind in Tabelle 5 dargestellt.

Zur |dentifizierung der PCR-Produkte werden diese im Anschluss in einem 2%igem
Agarosegel unter Zusatz von GELRED nach ihrer Lange elektrophoretisch aufgetrennt

und mit einem bekannten Langenstandard verglichen.

Bei der FAS-PCR entstehen fiir homozygote MRL"*"*" Tiere ein Produkt bei 212 bp,
bei MRL** Tieren ein kiirzeres Produkt bei 184 bp und bei heterozygoten MRL"P"*
Tieren beide Produkte. Zur Bestimmung des Genotyps bei den //6-Knockout Mausen
wird sowohl eine //6 als auch eine NEO-PCR durchgefuhrt, da die Generierung des
Knockouts durch die Insertion einer Neomycin-Kassette erfolgte. Eine negative NEO-
PCR sowie ein Produkt bei 174 bp der /6 PCR entspricht dem //6-Wildtyp, wahrend
ein Produktnachweis bei der NEO-PCR bei 450 bp sowie ein Produkt bei 174 bp der
116 PCR fur einen /16 heterozygoten Genotyp spricht. Kein Produkt bei der //6 PCR und
eine positive NEO-PCR zeigen einen homozygoten //6 Knockout an.

FAS-PCR NEO-PCR 16 PCR

12,5 yl REDTagReadyMixPCR 12 pyl REDTagReadyMixPCR 12 pyl REDTagReadyMixPCR
1,25 yl F1 fas/Etn primer 1,25 yl NEO3 forward primer 1,25 pl 1i6 forward primer
(antisense)
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1,25 yl R2 fas primer (antisense)

1,25 yl NEO4 reverse primer

1,25 pl 1I6 reverse primer

6,25 pl H20 8,5 pl H20 8,5 pl H20

2,5 ul DNA 2,5 ul DNA 2,5 ul DNA
Tabelle 4 Versuchsansatze Genotypisierungs PCR

FAS-PCR NEO-PCR 16 PCR

95°C 240 s 95°C 320s

94 °C 60 s (Denaturierung)
60 °C 90 s (Annealing)

72 °C 180 s (Elongation)
35 Zyklen (Schritt 2-4)
72°C600s

10 °C unendlich

94 °C 60 s (Denaturierung)
58 °C 60 s (Annealing)

72 °C 120 s (Elongation)
34 Zyklen (Schritt 2-4)
72°C600s

10 °C unendlich

Tabelle 5 PCR-Programm Genotypisierungs PCRs

3.2.3 Sakrifizierung und Gewebeaufbereitung

3.2.3.1 Sakrifizierung

Die Sakrifizierung der Mause erfolgt durch zervikale Dislokation. Im Anschluss werden
die Korperhohlen mit einer Schere erdffnet und Blut wird zur Plasmagewinnung aus

dem linken Ventrikel unter Nutzung einer 1 ml Spritze gewonnen. Nieren, Aorta und

Herz werden prapariert und in eine Petrischale mit PBS auf Eis gegeben.

Die Nieren und das Herz werden je in vier Scheiben unterteilt. Die mittleren werden
der Aufarbeitung fur Kryo- und Paraffingewebeschnitte zugeteilt, wahrend die
Nierenpole bzw. die Herzspitze und -basis der Gewebekonservierung zugefuhrt
werden. Die Aorta wird in drei Abschnitte geteilt, die ebenfalls fur Gewebeschnitte und

Gewebekonservierung verwendet werden.

3.2.3.2 Gewebekonservierung

Die Gewebe wird in Eppendorfgefallen in N2 schockgefroren und im Anschluss bei -

80 °C aufbewahrt.
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Das aus der Herzpunktion gewonnene Blut wird in Plasmardhrchen uberfuhrt und bei
8000 rpm fir 15 min abzentrifugiert. Der Uberstand wird bei -80 °C bis zur
Weiterverarbeitung gelagert.

3.2.3.3 Kryogewebeschnitte

Zur Anfertigung der Kryogewebeschnitte werden die Organteile von Herz, Aorta und
Niere zunachst in OCT eingebettet und im Anschluss in 2-Methylbutan mit Trockeneis
schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt. Pro Kryoblock werden mit dem
Kryomikrotom bei ~ -22 °C 4 ym dicke Gewebeschnitte angefertigt. Diese werden bei

-40 °C bis zur Farbung mit Kieselgel als Trockenmittel gelagert.

3.2.3.4 Paraffingewebeschnitte

Das Gewebe fur die Erstellung von Paraffingewebeschnitten wird in ROTI®Histofix
4 % Formalin-Losung eingelegt. Nach Einbettung des Gewebes in Paraffinblocke und
Anfertigung von 4 um dicken Scheiben durch das Institut fur allgemeine Pathologie der
Universitatsmedizin Mainz, werden die Gewebeschnitte bis zur Farbung bei
Raumtemperatur gelagert.

3.2.4 Analyse der Gewebeschnitte
3.2.4.1 HE-, PAS- und EvG-Féarbung

Eine Hamatoxylin-Eosin-, eine PAS- sowie eine Elastika-van-Gieson-Farbung wurde
durch das Institut fur allgemeine Pathologie der Universitatsmedizin Mainz
durchgefuhrt.

Bei der HE-Farbung erscheinen Zellkerne sowie Ribosomen und das raue
endoplasmatische Retikulum blauviolett, wahrend sich das Zytoplasma rot anfarbt.
Typ-I-Kollagenfasern erscheinen in einem kraftigen rot, wohingegen Typ-III-

Kollagenfasern sowie elastische Fasern nur sehr schwach angefarbt werden.

Die PAS-Farbung ist eine histochemische Farbung, bei der Perjodsaure an Molekulen
mit vielen Zuckerresten Aldehydgruppen bildet, die sich durch das Schiff-Reagenz rot-
violett farben. Auf diese Weise farben sich Muzine, Glykogen und glykoproteinbesetzte
Basallaminae an. Sie eignet sich zur Beurteilung entzundlicher Infiltrate.
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Bei der EvG-Farbung erscheinen Kerne blauschwarz, das Zytoplasma gelblich,
Kollagenfasern rot und elastische Fasern schwarzviolett. Sie eignet sich zur
Beurteilung von Veranderungen der Gefallwande.

Zur Evaluation der glomerularen und interstitiellen Infiltration der Niere wird
semiquantitativ auf einer Skala von 0-3 ein Score erhoben, indem 10 zufallig
ausgewahlte High-Power-Fields gemessen an der hdchsten Menge von Infiltrat

bewertet werden: 0 = normal, 1 = mild, 2 = moderat, 3 = schwer.

Far die perivaskularen Infiltrationen wird ebenfalls semiquantiativ ein Score abhangig
der Anzahl der Zelllagen infiltrierender Zellen um die GefaRwande herum erhoben:
0 = keine, 1 = <5 Zelllagen, 2 = 5-10 Zelllagen, 3 = >10 Zelllagen).

3.2.4.2 Bestimmung der Intima-Media-Dicke

Die Intima-Media-Dicke wird bei HE-gefarbten Gewebeschnitten der Aorta mit Hilfe

der Carl Zeiss AxioVision Software bestimmit.

3.2.4.3 Immunhistochemische Féarbungen

Mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen lassen sich Antigene in Gewebeschnitten
identifizieren. So lassen sich z.B. bestimmte Immunzellen identifizieren. Antikdrper
binden an die nachzuweisende Struktur und werden schlussendlich beispielsweise

durch eine enzymatisch katalysierte Farbreaktion sichtbar gemacht.

Es wird zwischen direkten und indirekten Nachweisverfahren unterschieden. Bei der
direkten Methode ist das die Farbreaktion katalysierende Enzym oder ein
Fluoreszenzfarbstoff direkt an den gegen das nachzuweisende Antigen gerichteten
Antikorper gekoppelt, man spricht von ,labeled antibody“. Hierbei findet zwar keine
Signalverstarkung statt, jedoch ist das Hintergrundsignal aufgrund des Fehlens

weiterer AntikOrper geringer.

Im Gegensatz dazu findet bei indirekten Verfahren ein sekundarer Antikorper
Anwendung, wodurch das Signal amplifiziert werden kann. Der sekundare Antikorper
ist gegen das Fc-Fragment des primaren Antikorpers gerichtet. Bei der in dieser Arbeit
verwendeten ABC-Methode ist dieser biotinyliert. Aufgrund einer hohen Affinitat von
Avidin zu Biotin und der Verwendung von biotinylierter Meerrettichperoxidase (HRP)

erfolgt eine Komplexbildung an den Sekundarantikdrpern, die zur enzymatischen
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Umsetzung von DAB-Substrat (3,3'-diaminobenzidine) fuhrt. Dadurch entstehen
braune Prazipitate. Um die Hintergrundfarbung bei dieser sehr sensitiven Methode zu
reduzieren ist das vorherige Blocken von endogenen Peroxidasen, endogenen Biotins,
endogener Biotinrezeptoren und  Avidinbindestellen sowie unspezifischer

Bindungsstellen mit Normalserum wichtig.

3.2.4.4 CD4 und CD68

Die Kryogewebeschnitte werden zunachst bei Raumtemperatur 30 min getrocknet und
im Anschluss in 25 % Ethanol/75 % Aceton fur 10 min fixiert. Nach einem Waschschritt
werden endogene Peroxidasen mit einer 0,2 % Natriumazid/0,6 % H2O2 in
0,1 % BSA/PBS (CD4) oder 0,6 % H202 in Methanol (CD68) fur 1h respektive 30min
geblockt. Da die spatere Farbstoffreaktion auf einer durch eine Peroxidase
katalysierten Reaktion beruht, kann auf diese Weise die Hintergrundfarbung reduziert
werden. Aus diesem Grund mussen auch endogenes Biotin, Biotinrezeptoren und
Avidinbindestellen im Gewebe geblockt werden, weshalb die Gewebeschnitte nach
einem Waschschritt fur je 15 min bei Raumtemperatur zunachst mit 100 ul/Schnitt
Avidin- und nach einem weiteren Waschschritt mit Biotin-Solution inkubiert werden.
Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, werden die Schnitte mit 10%
Normalserum (rabbit) in 10 % BSA/PBS fur 30min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach einem Waschschritt folgt die Inkubation bei 4 °C Uber Nacht mit dem
Primarantikorper rat anti-mouse CD4 bzw. rat anti-mouse CDG8 jeweils in
0,1 % BSA/PBS in 1:400 respektive 1:500 Verdunnung. Nachdem die Schnitte erneut
gewaschen wurden, werden sie fur 1 h bei Raumtemperatur mit dem biotinylierten
Sekundarantikorper (rabbit anti-rat) in gleicher Verdinnung wie bei dem
Primarantikorper inkubiert. Es folgt ein Waschschritt. Die Schnitte werden nun mit dem
30 min vor Verwendung anzusetzenden Avidin-Biotin-Komplex (10 yl Avidin, 10 pl
biotinylierte HRP in 1 ml PBS) fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem
Waschschritt wird die Farbung mit DAB-Solution entwickelt und anschlieRend mit
Leitungswasser abgestoppt. Es folgt eine Gegenfarbung der Zellkerne fur 15-60 s mit
Hamalaun, bevor die Gewebeschnitte entwassert werden (70 % Ethanol 10 min, 90 %
Ethanol 10 min, 100 % Ethanol 10 min, Xylol 3x10 min). Das Eindecken der gefarbten
Gewebeschnitte erfolgt mit Permount Eindeckmedium und Deckglasern.
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Zur Auswertung werden die positiven Zellen in abhangig von der Gewebemenge 3 bis
10 Gesichtsfeldern (High Power Field, HPF) bei 400-facher VergroRerung ausgezahilt.

3.2.4.5 1gG-DyLight® 488 Immunfluoreszenz-Féarbung

Zum direkten Nachweis von IgG-Ablagerungen werden Kryogewebeschnitte fur
30 min bei Raumtemperatur getrocknet, in PBS gewaschen und im Anschluss in
eiskaltem 20 % Aceton/80 % Methanol fur 15 min bei -20 °C fixiert. Nach einem
Waschschritt folgt das Blocken unspezifischer Bindungsstellen mit 10 % Normalserum
in IF-Puffer. Ein weiterer Waschschritt folgt, bevor die Schnitte mit dem DyLight® 488
labeled goat anti-mouse IgG-Antikorper in der Verdunnung 1:400 far 1h bei
Raumtemperatur inkubiert werden. Nach zwei Waschschritten folgt die Anfarbung der
Zellkerne mit dem fluoreszierenden 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI), welches sich

an doppelstrangige DNA anlagert. Das Eindecken erfolgt mit einem Deckglas.

3.2.5 RNA-Isolation und gPCR
3.2.5.1 Isolation der mRNA

Die Isolation der mRNA aus den konservierten Gewebeproben erfolgt mit dem
innuPREP RNA Mini Kit 2.0 (Analytik Jena) nach den Herstellerangaben: 10 mg des
Gewebes wird in 400 pl RNA Lysis Buffer mit Hilfe des TissueLyser LT (Qiagen) und
je zwei 5 mm Stainless Steel Beads (Qiagen) fur 7,5 min bei 50 Hz zerkleinert. Mit Hilfe
einer DNA-bindenden Saule wird diese aus dem Gewebelysat entfernt. Es folgen
Waschschritte, bei denen das Filtrat Uber eine RNA-bindende Saule nacheinander mit
je 400 ul 70 % Ethanol/DEPC-Wasser, je 500 yl Washing Solution HS und je 700 pl
Washing Solution LS aufgereinigt wird. Schliellich wird die RNA mit je 60 pl RNase
freiem Wasser eluiert und die Konzentration mit dem NanoDrop2000 bestimmt.

3.2.5.2 Quantifizierung verschiedener Zytokine mittels quantitativer RT-PCR

Die Expression verschiedener Zytokine und Oberflachenmarker kann mit Hilfe der
RTQ-PCR quantifiziert werden. Die RTQ-PCR erfolgt mit dem QuantiNova SYBR
Green RT-PCR Kit (Qiagen) als One-Step RT-PCR. Zunachst werden die
Reaktionsansatze nach dem Schema in Tabelle 6 unter dem Einsatz von 50 ng RNA
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in RNase freiem Wasser und QuantiNova Yellow Template Dilution Buffer in einer 96-
Well gPCR-Platte erstellt.

2x QuantiNova SYBR Green RT-PCR Master Mix 10 pl
QN SYBR Green RT-Mix 0,2 ul
10x QuantiTect Primer Mix 2l

oder Sigma forward/reverse-Primer je 0,5 pl
RNA-Template variabel
RNase freies Wasser variabel
Gesamtvolumen 20 pl

Tabelle 6 Reaktionsansatz qPCR

Die Reaktion lauft in finf Schritten im LightCycler 480 (Roche) ab. Zunachst muss die
MRNA in cDNA umgeschrieben werden. An die dafur notwendige HotStarRT-Script
Reverse Transcriptase ist bei Raumtemperatur ein RT-Blocker gebunden, der sich im
ersten Schritt bei Erhitzung der Proben auf 50 °C I6st und damit die 10-minutige
reverse Transkription startet. Die QuantiNova DNA-Polymerase ist zu Beginn ebenfalls
durch Bindung an den QuantiNova Guard und einen Antikorper inaktiv. Wahrend des
2-minutigen zweiten Schritts, der Denaturierung, werden die Proben auf 95 °C erhitzt,
wodurch die DNA-Polymerase freigegeben und aktiviert wird. Im dritten Schritt findet
nun in 55 Zyklen eine PCR statt. Ein Zyklus besteht dabei aus der Denaturierung mit
Erhitzen auf 95 °C gefolgt von dem kombinierten Primer-Annealing und der Extension
mit Fluoreszenzmessung bei 60 °C. Gemessen wird die Fluoreszenz des Farbstoffs
SYBR Green [, der diese nach Bindung doppelstrangiger DNA-Molekule bildet. Somit
nimmt die Fluoreszenz proportional zur Menge des PCR-Produkts zu. Es folgt ein
weiterer Schritt zur Messung der Schmelzkurven des Produkts als Qualitatskontrolle.
Durch Erhitzen der Proben von 60°C auf 95°C unter Kkontinuierlicher
Fluoreszenzmessung, kann das Zerfallen des Produkts in Einzelstrange erfasst
werden, da SYBR Green | nur bei Bindung an doppelstrangige DNA fluoresziert. Eine
Ubersicht bietet Tabelle 7.

Schritt Zeit Temperatur
Reverse Transkription 10 min 50 °C

PCR Aktivierung und | 2 min 95 °C
Denaturierung

PCR-Zyklen (55x)
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Denaturierung 15s 95 °C
Annealing/Extension 30s 60 °C
Schmelzkurven 60 °C-95 °C
Abkihlen 40 °C

Tabelle 7 RTQ-PCR Zyklen

Zur Quantifizierung werden Cp-Werte (crossing point) ermittelt. Diese bezeichnen den
Punkt, an dem sich die Fluoreszenz der Probe erstmals von der
Hintergrundfluoreszenz abhebt. Dieser Punkt wird bei dem Zyklus festgelegt, in dem
die zweite Ableitung der Fluoreszenzkurve ihr Maximum hat. Diese Cp-Werte fiur die
einzelnen Targets werden dann zu den entsprechenden Cp-Werten des
Housekeeping-Gens Aktin in Verhaltnis gesetzt und in der relativen Expression zu den

Kontrolltieren (3 Monate alte MRL Fas-++ Mause) nach der AAC,-Methode verglichen.
Ausgehend von einer perfekten Verdoppelung der DNA in jedem Zyklus errechnet sich

das Verhaltnis 2¢pReference—CpTarget

3.2.6 IL-6 ELISA

Ein Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein antikorperbasiertes

Verfahren zum quantitativen Nachweis verschiedenster Antigene.

Eine 96-Well-Mikrotitterplatte wird mit einem gegen IL-6 gerichteten Caption-
Antikorper in der Konzentration 2 ug/ml in PBS Uber Nacht gecoated. Nach einem
Waschschritt werden unspezifische Bindungsstellen mit 1% BSA/PBS fur 1 h geblockt.
Ein Waschritt folgt, bevor die Standards, Negativkontrollen und unverdunnten Proben
(100 pl/Well) aufgetragen werden. Nach einer Inkubation Gber Nacht bei 4 °C findet
ein Waschschritt statt, bevor die Wells 2 h mit dem biotinylierten Detection-Antikorper
in der Konzentration 75 ng/ml in PBS inkubiert werden. Nach dem Waschen der Wells
werden diese 20 min mit einer Streptavidin-HRP Losung inkubiert, bevor nach einem
weiteren Waschschritt, die Substrat-LOsung hinzugegeben wird. Wie bereits unter
Immunhistochemische Farbungen beschrieben findet eine Farbreaktion statt, welche
durch eine Stop-Solution (1M H2S0O4) abgestoppt wird. Zur Konzentrationsbestimmung

wird die Absorption in einem Microplate-Reader gemessen.
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3.2.7 Erfassung der Endothelfunktion

Die Erfassung der Endothelfunktion erfolgte in Kooperation mit dem Institut far
Pharmakologie der Universitatsmedizin Mainz, Arbeitsgruppe Prof. Li/Dr. Xia [197].
Die thorakale Aorta wird isoliert und in Ringe einer Lange von 2-3 mm geteilt. Mit Hilfe
eines Wire-Myograph-Systems (Danish Myo Technology, Aarhus, Denmark) wird die
isometrische Spannung bestimmt. Nach einer Equilibrationsphase von 60 min wird
zweimalig eine Kontraktion mit 120 mM KCI ausgelost. Um die Endothelfunktion zu
messen, wird eine submaximale Kontraktion mit Noradrenalin ausgeldst (80 % von der

KCI Kontraktion), bevor die Vasodilatation mit Acetylcholin induziert und bestimmt wird.

3.2.8 Isolation und Kultivierung von Endothelzellen aus Aorta und Niere
3.2.8.1 Isolation von Endothelzellen

Nach Sakrifizierung der Mause durch zervikale Dislokation werden die Aorta und
Nieren entnommen. Diese werden freiprapariert und mit Hilfe einer sterilen Schere
zerkleinert. Das Gewebe wird fur 45 Minuten bei 37 °C in einer Kollagenase-Dispase-
Losung inkubiert. Das renale Gewebe wird zusatzlich im Anschluss mit Hilfe des
gentleMACS Dissociators weiter zerkleinert. Sowohl die Aorta als auch die Nieren
werden mit Hilfe einer 14G Kanule und einer 10ml Spritze circa 10-mal aspiriert, um
eine Einzel-Zell-Suspension zu erhalten. Das Gewebe wird durch einen 70 ym Cell
Strainer filtriert, welcher mit 20 % FCS/DMEM+1xPS gespult wird. Es folgt eine
Zentrifugation bei 1500rpm fiir 5 Minuten. Der Uberstand wird abgesaugt und das
Zellpellet in 5 ml Ery-Lyse-Puffer inkubiert und nach 5 min mit PBS abgestoppt. Nach
einer erneuten Zentrifugation bei 1500rpm fur 5 Minuten werden die Endothelzellen
der Aorta in Endothelzell-Medium aufgenommen und in Kultur genommen. Zur
Gewinnung der Endothelzellen aus der renalen Zellsuspension erfolgt eine MACS Cell
Separation. Hierbei werden Zellen mit Hilfe von an Antikorper gegen spezifische
Oberflachenmolekule gekoppelten magnetischen Nanopartikeln selektiert. Dabei
erfolgt zunachst eine Negativselektion, bei der CD45 exprimierende Zellen aus der
Zellsuspension entfernt werden. Im Anschluss findet eine Positivselektion der CD31
exprimierenden Endothelzellen statt. Die vorherige Negativselektion ist notwendig, da
die CD45 exprimierenden Leukozyten haufig auch CD31 exprimieren. Die Selektion
erfolgt nach Herstellerangaben mit verkirzten Zentrifugationszeiten mit Hilfe von LS
Columns: Nachdem die Zellen mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer gezahlt wurden,
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werden sie in 90 ul MACS-Puffer/107-Zellen aufgenommen und mit 10 yl gegen CD45
gerichtete MicroBeads/107-Zellen fiir 15 min bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss werden
die Zellen mit 1-2 ml Puffer/107-Zellen gewaschen und bei 1500 rpm fir 5 min
zentrifugiert. Die Zellen werden in Puffer aufgenommen und auf die vorgesplilte, in
einen Magneten eingespannte LS Column gegeben. Die Saule wird dreimal mit 3 ml
Puffer gewaschen. Der Durchfluss enthalt die CD45 negative Zellfraktion inklusive der
Endothelzellen. Dieser wird abzentrifugiert (1500 rpm, 5 min) und die Zellen werden in
90 ul MACS-Puffer/107-Zellen aufgenommen und mit 10 yl gegen CD31 gerichtete
MicroBeads/107-Zellen fiir 15 min bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss finden die gleichen
Schritte wie bei der Negativselektion statt, mit dem Unterschied, dass der Durchfluss
verworfen wird und die CD31-positiven Zellen aus der Saule mit MACS Puffer
aulierhalb des Magneten eluiert werden. Um die Reinheit der Zellen zu Erhohen erfolgt
eine weitere CD31-Selektion. Die so gewonnenen Endothelzellen aus der Niere
werden nach Zentrifugation (1500 rpm, 5 min) in Endothelzellmedium aufgenommen.

Der Mediumwechsel erfolgt alle 2 Tage. Eine erste Passage oder das Verwenden der
Zellen fur weitere Versuche kann nach etwa einer Woche erfolgen.

3.2.8.2 Passage von Endothelzellen

Wenn die Zellen 100% konfluent sind, kann eine Passage (1:2) erfolgen. Das Medium
wird abgesaugt und die Zellen werden mit PBS gewaschen. Im Anschluss wird Trypsin
zugesetzt und die Zellen fur 5 min bei 37 °C inkubiert, um diese zu I6sen. Im nachsten
Schritt werden die Zellen mit PBS abgespult und in einem Falcon gesammelt. Zum
Abstoppen des Trypsins wird FCS hinzugegeben. AnschlieRend erfolgt ein
Zentrifugationsschritt (1500 rpm, 5 min), bevor die Zellen wieder in

Endothelzellmedium aufgenommen und erneut ausgesaht werden konnen.

3.2.8.3 Stimulation der Endothelzellen

Zur Stimulation der Endothelzellen werden unterschiedliche Stimulanzien wie
beispielsweise Interleukine verwendet. Dafir wird das Medium mit den
unterschiedlichen Stimulanzien versetzt und die Zellen werden im Anschluss in diesen
unterschiedlichen Medien und einem Kontrollmedium fur 18 h inkubiert. Im Anschluss
daran wird die RNA wie unter 3.2.5.1 beschrieben aus den Zellen isoliert. Mit Hilfe der
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RTQ-PCR (s. 3.2.5.2) kann nun die unterschiedlich induzierte Expression anderer
Zytokine oder Rezeptoren bestimmt werden.

3.2.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgt unter der Verwendung von GraphPad Prism 9
(GraphPad Software, USA). Die jeweiligen, verwendeten Verfahren sind in den
Beschreibungen der zugehdrigen Abbildungen benannt.
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4 Ergebnisse

4.1 Das MRL-Fas? Mausmodell eignet sich zur Untersuchung vaskularer

Fragestellungen

Zunachst wurde untersucht, ob sich das MRL-Fas®-Mausmodell zur Untersuchung
der kardiovaskularen Manifestation eignet. Dazu wurden perivaskulare, entzindliche
Infiltrate nachgewiesen. Diese wurden mit Hilfe von RTQ-PCR sowie
immunhistochemischen Farbungen charakterisiert. Die Intima-Media-Dicke der
suprarenalen Aorta wurde evaluiert und das vaskulare und perivaskulare Gewebe
wurde auf die Expression von Inflammationsmediatoren untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass das MRL-Faslpr Mausmodell eine ausgepragte vaskulare Beteiligung
zeigt und sich daher exzellent zur Untersuchung der pathogenetischen Mechanismen
sowie zur Evaluation mdglicher therapeutischer Strategien eignet.

4.1.1 Vaskulare und perivaskuléare Infiltrate sind in MRL-Fas®” Mausen erhoht

Zur Untersuchung der vaskularen und perivaskularen Infiltration wurden PAS-gefarbte
Gewebeschnitte verschiedener Organe untersucht. Wie in Abbildung 3 zu sehen,
zeigte sich bei 5 Monate alten MRL-Fas® Mausen eine deutliche, die Gefale

umgebende, leukozytare Infiltration.

Abbildung 3 perivaskulare und vaskulare Infiltration der Niere, Lunge und Speicheldriise von 5 Monate alten
MRL-Faslpr Mausen. L, Lumen des Gefalies
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Eine solche perivaskulare Infiltration fand sich bei den MRL-++ Kontrolltieren nicht.
Weiterhin zeigte sich bei den MRL-FasP Mausen ein signifikanter Anstieg der
infiltrierenden Zellen mit fortschreitendem Krankheitsverlauf (Abbildung 4).
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Abbildung 4 Intrarenale, perivaskulare und vaskulare Leukozyteninfiltration bei MRL-Faslpr Mausen in den
Altersstufen 3 Monate und 5 Monate verglichen mit gleichaltrigen Tieren des MRL-++-Kontrollstamms. n=11. Werte
sind Mittelwerte + SEM. Statistische Analyse mit dem Kruskal-Wallis Test und Dunn’s Multiple Comparison Test. L,
Lumen des Gefales. HPF, High Power Field

4.1.2 MRL-FasP” Mause zeigen beginnende, atherosklerotische Veranderungen

Es sollte Uberprift werden, ob neben diesen infiltrativen Prozessen auch
GefalRwandveranderungen in Form von frihen atherosklerotischen Veranderungen
vorliegen. Daflr wurde die Intima-Media-Dicke bestimmt und die GefalBwand wurde

auf morphologische Veranderungen untersucht.

Die Intima-Media-Dicke der suprarenalen Aorta zeigte sich bei MRL-Fas®" Mausen
gegenuber den Kontrolltieren erhoht. Die Intima-Media-Dicke stieg mit weiter
fortgeschrittener Erkrankung. Auch der Unterschied zwischen MRL-Fas” Mausen und

Kontrollen wurde im Krankheitsverlauf groRer.
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Abbildung 5 Die Intima-Media-Dicke der suprarenalen Aorta von MRL-Fas®" Mausen verglichen mit MRL-++
Mausen jeweils der Altersstufen 1, 3 und 5 Monate.x=107,81 Pixel, +=58,31 Pixel. n=5-15. Werte sind
Mittelwerte + SEM. Statistische Analyse mit dem Kruskal-Wallis Test und Dunn’s Multiple Comparison Test.

In der GefalBwand lieRen sich bei 5-monatigen Mausen Schaumzellen als Zeichen
einer beginnenden Atherosklerose nachweisen (Abbildung 6A). In der Elastika-van-
Gieson-Farbung lasst sich neben der Auflockerung der Adventitia auch eine
Ausdinnung der elastischen Fasern erkennen (Abbildung 6B).
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A. Schaumzellen

Abbildung 6 (A) Schaumzellen (markiert durch Pfeile) in der GefalRwand von MRL-Fas'™ Mausen (5 Mo).
VergroRerung 20x, Ausschnitt 40x. (B) Vergleichende Elastika-van-Gieson-Farbung von MRL-Fas® Mausen (5

Mo) mit MRL-++ Mausen (5 Mo). ¥x=Abnahme der Dicke der elastischen Fasern, x=Auflockerung und
Verdickung der Adventitia.

4.1.3 Charakterisierung (peri)vaskularer Infiltrate

Zur weiteren Charakterisierung der perivaskularen und vaskularen Infiltrate wurden
diese mit Hilfe der RTQ-PCR und mit Hilfe von immunhistochemischen Farbungen
untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass es sich bei den infiltrierenden
Zellen insbesondere um CD68*-Makrophagen und um CD4*-T-Zellen handelt.

In dem vaskularen und perivaskularen Gewebe der suprarenalen Aorta liefl3 sich ein
signifikanter Anstieg der Expression der Oberflachenmarker CD4 und CD68 der MRL-
Fas” Mause gegentiber den jeweiligen Kontrolltieren im Alter von 3 und 5 Monaten
feststellen. Dartiber hinaus zeigte sich eine Zunahme der Infiltration mit zunehmendem
Alter und damit zunehmender Krankheitsaktivitat. Diese Entwicklung war signifikant
bei dem Vergleich 1,5-monatiger mit 3-monatigen Mausen (Abbildung 7A).
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Um diese Ergebnisse mikroskopisch zu bestatigen, wurden immunhistochemische
Farbungen durchgefuhrt. Mit Hilfe dieser lie3 sich eine signifikant gegenuber den
Kontrolltieren erhohte Infiltration mit CD68 und CD4 positiven Zellen nachweisen. Auch
auf Zellebene zeigt sich eine mit der Krankheitsaktivitdt zunehmende Infiltration
(Abbildung 7B).
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Abbildung 7 Charakterisierung der (peri)vaskularen Infiltrate. (A) Untersuchung der Infiltrate bei MRL-Fas’” Mausen
der Altersstufen 1, 3 und 5 Monate und Kontrollen auf die Expression von CD68 und CD4 mit Hilfe der RTQ-PCR.
Statistische Analyse mit dem Mann-Whitney U Test. (B) Untersuchung der Infiltrate bei MRL-Fas®" Mausen der
Altersstufen 3 und 5 Monate und Kontrollen mit Hilfe immunhistochemischer Farbung gegen CD68 und CD4. Werte
sind Mittelwerte + SEM. Statistische Analyse mit dem Kruskal-Wallis Test und Dunn’s Multiple Comparison Test.
HPF, High Power Field

Neben den infiltrativen Zellen wurde das Gewebe der suprarenalen Aorta auch auf die
Ablagerung von IgG hin mit Hilfe einer Fluoreszenzfarbung untersucht. Ahnlich wie in
den Glomeruli der Niere finden sich bei den MRL-Fas*-Mausen signifikant mehr IgG-
Ablagerungen als bei dem Kontrollstamm (Abbildung 8).
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IlgG-Ablagerungen
MRL-Fask:

Abbildung 8 IgG-DyLight® 488 Immunfluoreszenz-Farbung. Deutliche IgG-Ablagerungen bei MRL-Fas?’-Mausen.

4.1.4 Expression verschiedener Inflammationsmediatoren

Es ist bereits bekannt, dass die Expression einiger Zytokine bei MRL-Fas” Mausen in
Nieren, Milz, Leber und Lymphknoten gesteigert ist und die Krankheitsaktivitat fordert
[149]. Es sollte untersucht werden, ob sich eine solche gesteigerte Zytokinexpression
auch im perivaskularen und vaskularen Gewebe nachweisen lasst. Als Methode kam
die RTQ-PCR zur Anwendung.

Es wurde die Expression von IL-6, TNF-q, IL-18, CSF-1, IFN-a, IL-34, S100A8 und IL-
1B sowohl in der Aorta als auch zur Kontrolle und als BezugsgroRe in der Niere von
MRL-Fas®" und MRL-++ Mausen der Altersstufen 1, 3 und 5 Monate vergleichend

bestimmt.

In dem Gewebe der Niere konnte bei MRL-Fas®" Tieren fiir TNF-a, IL-18, CSF-1, IFN-
a, ST100A8, IL-6 und IL-1B eine signifikante Erhdhung der Expression gegenuber
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gleichaltrigen Kontrolltieren festgestellt werden. Obwohl weitere Tendenzen zu sehen
sind, zeigte sich nur fur IL-1B und IFN-a ein signifikanter Anstieg der Expression mit
weiter voranschreitender Krankheitsaktivitat. Die Expression von |L-34 unterschied
sich in dieser Untersuchung nicht signifikant (Abbildung 9).

Bei der Untersuchung der Expression der gleichen Zytokine in der suprarenalen Aorta
und dem umgebenden Bindegewebe fand sich fur IL-6, TNF-a, CSF-1, IFN-a, S100A8,
IL34 und IL-13 eine Erh6hung gegenuber den Kontrollmausen. Fur IL-6, TNF-a, CSF-
1, IFN-a und IL-1B zeigte sich zudem signifikante Expressionszunahmen mit
zunehmendem Alter. Fur die Expression von IL-18 zeigte sich in dieser Untersuchung
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Mausstammen (Abbildung 10).
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Abbildung 9 Hochregulation inflammatorischer Zytokine in den Nieren bei MRL-Fas® Mausen (1, 3 und 5 Mo)
verglichen mit MRL-++ Mausen (3 und 5 Mo) im Krankheitsverlauf. n = 5-15. Die Werte sind Mittelwerte + SEM.
Statistische Analyse mit dem Mann-Whitney U Test.

58



Ergebnisse

Zytokinexpression Aorta

* p<0.05
K * O MRL-Fas® | p20 03
| O MRL-+/+ | »+ p<0.001
10004 * 1500 =4-
IL-6 S100A8 « w15
800 o
o
1000+
6001 oo ©° R
4001 o o
° ) 500 o
o
200, 8 oo F«éiu‘}o' ® 9,
° %600 ° % ‘o‘%o
0 GO0 8@ °o°° ﬁ 00%0 o %_ % 008050 8oSoro °© p)
1501 TNF 5007
e * CSF-1 . |
kx| 400 * o
o
1000 o o
0000 3004
° 8 °
g 500 ° g ° 5 “ § %
a 172
5 T . 3 B o "
) o8 o
8 ° oD 086 o § w) - oggoo T8 9900 80
g ° 0© °$ ° il ° 8 ° o °
N e - o’ 8°%eo0 < o
< z
*
E 6007 L\Ef 5001
[ IL-18 ° ° IL34 o oo
® 2
=2 ° 0© R 4001 °
s E
D 4004 o
= b3 3004
o Q oo
_H;_o ° ol i
2004 (o]
2001 ° 0o % %L 8 ° ° % ° o
-5 0c’ 88, ° °°° o’ . o 8
1001
° E— 0© ﬂf;— ° —1— %60 g
oo 00 ° ° ©
o 000 0O OO as
- 600
LB . * IFN-a * —t
1l
* ! o
°
°
1000 400
o
oo
°
5004 e 200 o o ° So %
8 ° % oo _5_% 8 5 °
° 8 0000 ﬁ— —_= %o
o B0 @ 8 Ld 59550 o 09 o [6) o000 0%g0 'g%
1 mo 3 mo 5 mo 1mo 3mo 5 mo

Abbildung 10 Hochregulation inflammatorischer Zytokine in der suprarenalen Aorta mit ihrem perivaskularen
Bindegewebe bei MRL-Faslpr Mausen (1, 3 und 5 Mo) verglichen mit MRL-++ Mausen (3 und 5 Mo) im
Krankheitsverlauf. n = 4-15. Die Werte sind Mittelwerte + SEM. Statistische Analyse mit dem Mann-Whitney U Test.

4.1.5 Stimulation von Endothelzellen

Um zu untersuchen, ob Veranderungen auf Ebene der Endothelzellen allein eine Rolle
bei
Entzindungszellmigration spielen, wurden aus der Aorta isolierte Endothelzellen mit

der unterschiedlichen Expression von Entzindungsmediatoren oder

verschiedenen Zytokinen stimuliert und im Anschluss auf eine unterschiedliche

Expression von proinflammatorischen Chemokinen, Zytokinen sowie

Adhasionsproteinen untersucht. Dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied
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zwischen den MRL-Fas” Mausen und den Kontrollen. Eine Stimulation mit TNF-a oder
IL-18 fuhrte zu einer erhdohten Expression von VCAM, ICAM und CCL-2. Die
Stimulation mit IFN-B bewirkt eine verstarkte Expression von CXCL10 sowie IL-6,
welches auch durch IL-1B induziert wird. Jedoch lasst sich kein unterschiedliches
Expressionsverhalten der Endothelzellen in Abhangigkeit von den verglichenen

Genotypen feststellen.
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Stimulation von Endothelzellen
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Abbildung 11 Expression von CCL-2, VCAM, ICAM, CXCL10 und IL-6 nach 18h Stimulation aortaler Endothelzellen mit IFN-B,
IFN-y, IL-1B, TNF-q, IL-6 und LPS von 5-monatigen MRL Faslpr Mausen verglichen mit Kontrollen. n=2. Statistische Analyse
mit Ordinary one-way ANOVA.
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4.2 Die vaskulare Inflammation ist in //67 MRL-Fas® Mausen abgeschwacht

Fir IL-6 konnte bereits eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der Lupusnephritis in
MRL-Fas® Mausen gezeigt werden [12]. Aus diesem Grund und aufgrund der unter
4.1.4 vorgestellten Ergebnisse, der deutlich gesteigerten IL-6 Expression in 5 Monate
alten MRL-Fas®" Nieren, sowie ein progredienter Anstieg der IL-6 Expression von 1,5
bis 5 Monaten in der Aorta, wurde der Einfluss von IL-6 auf die vaskulare Inflammation
untersucht. Dafur wurde die vaskulare und perivaskulare Infiltration von Mausen mit

dem gleichen genetischen Hintergrund, aber einem Knockout im //6-Gen untersucht.

Um zu bestatigen, dass die Mause mit dem Knockout kein IL-6 exprimieren und dass
sich /I6"- und /l6"* MRL-FasP" Mause in ihrer IL-6 Expression nicht signifikant
unterscheiden und somit sowohl fur //6 heterozygote als auch homozygote Tiere als
Kontrollen geeignet sind, wurden zunachst die IL-6 Spiegel im Serum der betreffenden
Mause mit Hilfe eines ELISAs untersucht (Abbildung 12). Wie zu erwarten, exprimieren
1167 MRL-FasP"-Mause so gut wie kein IL-6 (minimale Detektion ist als Hintergrund im
ELISA zu werten). Aufgrund der &hnlichen IL-6 Expression von //6*- und //6** MRL-
FasP” Mausen kommen beide Genotypen als Kontrollen in Betracht.

Serum IL-6
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Abbildung 12 Messung der IL-6 Konzentration im Serum von 116+/- und 116+/+ MRL-Fas®" Mausen. n=5. Werte sind
Mittelwerte + SEM. Statistische Analyse mit dem Mann-Whitney U Test.

Zur semiquantitativen Beurteilung der vaskularen und perivaskularen Infiltration in der
Niere wurde ein Score, wie unter 3.2.4.1 erlautert, erhoben. Es zeigt sich ein
signifikanter Rickgang dieser bei /167 MRL-Fas-Mausen gegeniber /6"~ MRL-
FasP-Mausen. Auch die glomerularen und interstitiellen leukozytaren Infiltrationen in

der Niere sind in Abwesenheit von IL-6 vermindert (Abbildung 13).

62



Ergebnisse

Infiltrationen in der Niere
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Abbildung 13 Score der perivaskulare und vaskulare Infiltrationen in der Niere sowie Score der periglomerularen
und interstitiellen Infiltrationen in der Niere. Verglichen sind jeweils /67 mit //6¥- MRL-Fas®-Mausen der
Altersstufen 3 und 5 Monate. Werte sind Mittelwerte + SEM. Statistische Analyse mit dem Mann-Whitney U Test.

Wie bei den MRL-FasP’- und MRL-++ Mausen (vgl. 4.1.2) wurde auch bei den /67
MRL-Fas’-Mausen und Kontrolltieren die Intima-Media-Dicke bestimmt. Bei der
Betrachtung der Intima-Media-Dicke der Aorta zeigte sich eine verringerte mittlere
Dicke bei den /l6”- MRL-Fas-Mausen (Abbildung 14).
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Abbildung 14 Intima-Media-Dicke der suprarenalen Aorta von /67 verglichen mit /6%~ MRL-FasP-Mausen der
Altersstufe 3 Monate. n= 13-15. Werte sind Mittelwerte + SEM. Statistische Analyse mit dem Mann-Whitney U Test.

Die beobachtete verringerte perivaskulare Infiltration der Nieren liel3 sich auch fur die
Aorta auf mikroskopischer Ebene mittels immunhistochemischer Farbung und auf
mRNA-Ebene mittels RTQ-PCR bestéatigen. Die Expression von CD68 und CD4 war
bei 3 Monate alten /67~ MRL-Fas?-Mausen gegenlber /6" MRL-Fas’-Mausen
signifikant vermindert. Das deutet auf eine verringerte Infiltration durch T-Zellen und
Makrophagen hin (Abbildung 15A).

Weiterhin wurde die Zytokinexpression der Aorta und des sie umgebenden
Bindegewebes untersucht. Fur TNF-a, IL-18 und IL-13 zeigte sich ein signifikanter
Rickgang der Expression bei //67- MRL-Fas-Mausen. Wahrend sich bei IL-34, IL-18,
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CSF-1 und S100A8 in dieser Untersuchung nicht signifikante Tendenzen zeigten, liel3
sich fur die Expression von IFN-a kein Unterschied nachweisen (Abbildung 15B).
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Abbildung 15 (A) Infiltration der suprarenalen Aorta und des perivaskularen Bindegewebes mit CD68*-
Makrophagen und CD4*-T-Zellen bei 3-monatigen //67"-MRL-Fas” Mausen verglichen mit MRL //6*~-MRL-Fas’'"-
Mausen. A.1 Erfasst mit Hilfe immunhistochemischer Farbung n=7-10. A.2 Gemessen mit RTQ-PCR. n=10-15.
Werte sind Mittelwerte + SEM. Statistische Analyse mit dem Mann-Whitney U Test. (B) Hochregulation
inflammatorischer Zytokine in der suprarenalen Aorta mit inrem perivaskularen Bindegewebe bei 3-monatigen
1167~-MRL-Fas®" Mausen verglichen mit //6*~-MRL-Fas-Mausen. Gemessen mit RTQ-PCR. n=10-15. Werte sind
Mittelwerte + SEM. Statistische Analyse mit dem Mann-Whitney U Test.
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Aulerdem wurde untersucht, ob sich das in vitro Expressionsverhalten von CCL2,
VCAM, ICAM, CXCL10 oder IL-6 durch renale Endothelzellen in Reaktion auf eine
Stimulation mit TNF-a, IL-1B, IFN-B, IFN-y oder IL-6 zwischen //67- MRL-FasP-Mausen
und //6** MRL-Fas-Mausen unterscheidet. Es zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede.

Stimulation von renalen Endothelzellen
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Abbildung 16 Expression von CCL-2, VCAM, ICAM und CXCL10 nach 18h Stimulation renaler Endothelzellen mit IFN-f, IFN-y,
IL-1B, TNF-a und IL-6 von /l6/--MRL-Fas/*" Mausen (5 Mo) verglichen mit //6*/+-MRL-Fas/’-Mausen (5 Mo). n=2. Statistische
Analyse mit Ordinary one-way ANOVA.
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Der Knockout von IL-6 fuhrt zu einer verringerten perivaskularen Infiltration in der
Niere. Aulerdem sinkt die perivaskulare Infiltration von Makrophagen und T-Zellen im
Bereich der Aorta. Damit in Einklang steht der Ruckgang der Expression von

inflammatorischen Zytokinen im aortalen Gewebe.

4.3 IL-6 vermittelt vaskulare Dysfunktion in MRL-Fas Mausen

Um zu untersuchen, ob die Verringerung der Infiltrationen und der Ruckgang der
Expression von inflammatorischen Zytokinen auch funktionelle Auswirkungen hat,
wurden  Endothelfunktionsmessungen  durchgefuhrt.  Hierbei  wurde die
Relaxationsfahigkeit in Abhangigkeit verschiedener Acetylcholin-Konzentrationen
bestimmt. Nachdem mit Hilfe von Noradrenalin eine Vasokonstriktion induziert worden
war, wurde die Relaxation bei ansteigenden Konzentrationen von Acetylcholin (10
9 mol/l bis 10->° mol/l) gemessen. Es zeigt sich eine deutlich verbesserte Relaxation
bei den /l67 MRL-Fas’’-Mausen gegeniiber den heterozygoten Mausen (Abbildung
17).

Die Abwesenheit von IL-6 bewirkt somit nicht nur eine geringere Expression von
Zytokinen und geringere Infiltration von Immunzellen, sondern verbessert auch
signifikant die endotheliale Funktion gemessen an der acetylcholinabhangigen
Relaxationsfahigkeit.

Endothelfunktion
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Abbildung 17 Relaxation der suprarenalen Aorta in Abhangigkeit verschiedener Acetylcholin-Konzentrationen von
1167 MRL-FasP-Mausen verglichen mit //6*- MRL-Fas™-Mausen jeweils im Alter von 3 Monaten. n=5. Werte sind
Mittelwerte + SEM. Statistische Analyse mit two-way ANOVA.
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4.4 ATl-freie Ernahrung mindert die vaskulare Beteiligung in MRL-Faslpr

Mausen

Bei Amylase-Trypsin-Inhibitoren handelt es sich um in Weizen vorkommende Proteine,
die Zellen des angeborenen Immunsystems Uber den Toll-like-Rezeptor 4 stimulieren
konnen [172]. Auf diese Weise kann eine ATI-haltige Ernahrung die Krankheitsaktivitat
von Autoimmunerkrankungen verstarken [169]. Unveroffentlichte Daten zeigen, dass
eine ATI-freie Erndhrung der MRL-Fas'®" M&use die Krankheitslast mindert. IL-6 konnte
eine wesentliche Rolle bei der Stimulation der dendritischen Zellen, Makrophagen und
Monozyten spielen, weshalb die Wirkung der ATl-freien Ernahrung auch im Kontext

der Fahigkeit zur IL-6 Expression untersucht wurde.

In dieser Arbeit wurde daher der Einfluss der ATl-freien Ernahrung auch auf die
vaskulare Beteiligung untersucht. Dabei zeigte sich, dass eine ATl-freie Ernahrung die
Dicke der Intima-Media signifikant, in einem ahnlichen Ausmaf wie eine |IL-6 Defizienz
reduziert. Interessanterweise unterscheiden sich die glutenhaltig ernahrten //6-
Knockout Mause nicht von den ATI-frei ernahrten //6-Wildtyp Mausen (Abbildung 18A).

Im nachsten Schritt wurde dann der Einfluss auf die Endothelfunktion gemessen. Dafur
wurde die Relaxationsfahigkeit in Abhangigkeit verschiedener Acetylcholin-
Konzentrationen bestimmt. Es zeigt sich eine deutlich verbesserte Relaxation bei den
ATI-frei ernahrten Mausen (Abbildung 18B).
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Gruppe Mittelwertdifferenz| Konfidenzintervall| Signifikanz| adjust. p-Wert
116*- glutenhaltig vs. 16" glutenhaltig -7,763| -15,08 bis -0,4409 * 0,0339
116*- glutenhaltig vs. I16*- GFD -16,13| -25,22 bis -7,034 ool <0,0001
116*- glutenhaltig vs. 116~ GFD -19,02| -28,50 bis -9,538 ool <0,0001
116" glutenhaltig vs. 116*- GFD -8,363| -15,03 bis -1,692 ** 0,0085
116"~ glutenhaltig vs. 1167~ GFD -11,26| -18,63 bis -3,888 ool 0,0009
116*- GFD vs. lI6"- GFD -2,896| -8,051 bis 2,259 ns 0,4594

Abbildung 18 (A) Die Intima-Media-Dicke der suprarenalen Aorta von dreimonatigen MRL-Fas®" Mausen der
Genotypen 16"~ und 1167 jeweils ATI-frei (GFD) und glutenhaltig ernahrt. n=4-9. Werte sind Mittelwerte + SEM.
Statistische Analyse mit dem Kruskal-Wallis Test und Dunn’s Multiple Comparison Test. (B) Relaxation der
suprarenalen Aorta in Abhangigkeit verschiedener Acetylcholin-Konzentrationen von ATI-frei und glutenhaltig
erndhrten /167 und //6"- MRL-FasP’-M&usen im Alter von 3 Monaten. n=4-5. Werte sind Mittelwerte + SEM.
Statistische Analyse mit two-way ANOVA.
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5 Diskussion

5.1 Eignung des MRL-FasP” Mausmodells in Bezug auf vaskulare

Fragestellungen

Die Mortalitat bei Lupus-Patienten durch direkt mit der Krankheitsaktivitat in
Verbindung stehende Ursachen, wie beispielsweise die Nierenerkrankung, hat im
Laufe der Zeit durch verbesserte Therapie immer weiter abgenommen, wahrend das
Risiko an einer Herzkreislauferkrankung zu sterben unverandert hoch geblieben ist [1].
Einer Betrachtung der Todesursachen aus Frankreich zur Folge ist der Tod durch
kardiovaskulare Erkrankungen, wie Herzinfarkt oder Schlaganfall, die haufigste
Todesursache unter SLE-Patienten [198]. Diese Tatsachen erfordern die intensive
Aufklarung der Pathomechanismen der verfrGht und verstarkt auftretenden
Atherosklerose und die Entwicklung neuer Therapien.

Mit einem moglichst realitatsnahen, die Erkrankung umfassend abbildenden
Mausmodell konnen die komplexen Zusammenhange und Mechanismen in vivo
untersucht werden. Durch die Moglichkeit des Knockouts einzelner Gene und des
Untersuchens der daraus resultierenden Veranderungen ergeben sich entscheidende
Vorteile gegenuber der Forschung am Menschen. Ein umfassend untersuchtes Modell
des kardiovaskularen Lupus war bislang fehlend.

Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, die Eignung des MRL-Fas-Mausmodells zur
Untersuchung kardiovaskularer Fragestellungen zu prufen. Dieses Mausmodell ist fur
die Lupus-Forschung von besonderer Bedeutung, da die Mause gegenuber anderen
Mausmodellen eine grofle Bandbreite an Manifestationen zeigen und gleichzeitig
durch eine vergleichsweise frihe Manifestation der Erkrankung eine hinreichend
effiziente Untersuchung moglich wird (vgl. 2.5).

5.1.1 Vaskulare und perivaskulare Infiltrate

In dieser Arbeit konnte bewiesen werden, dass das MRL-Fas’’-Mausmodell eindeutig
eine Gefallbeteiligung in Form von infiltrierenden Makrophagen und T-Zellen zeigt.
Dies geht mit einer erhdhten Intima-Media-Dicke, der Expression proinflammatorischer
Entzindungsmediatoren und mit subendothelialen IgG-Ablagerungen einher.
Weiterhin wurden Zeichen fruher, atherosklerotischer Veranderungen nachgewiesen.
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Bisherige Untersuchungen der vaskularen Beteiligung in Lupusmausmodellen zeigten
neben einem erhohten arteriellen Blutdruck und verminderter Funktion von EPCs eine
verminderte endothelabhangige Relaxation in NZB/W F1 Mausen [189, 199]. Auch fur
das MRL-Fas®-Modell konnte eine verminderte endothelabhingige Relaxation

gezeigt werden [195].

Die Ergebnisse dieser Arbeit ergaben, dass eine eingeschrankte Endothelfunktion der
Aorta von einer perivaskularen und vaskularen Leukozyteninfiltration begleitet wird.
Bisher wurden nur eosinophile und PAS-positive Ablagerungen in Koronarwanden von
NZB/W F1, MRL-Fas® und BXSB Mausen beschrieben, die mit keiner relevanten
perivaskularen Infiltration einher gingen [186]. Im Gegensatz zu diesen frihen
Untersuchungen, zeigt sich in dieser Arbeit fir MRL-Fas®-Mause sowonhl
immunhistochemisch als auch in der RTQ-PCR eine klare entzindliche vaskulare und

perivaskulare Infiltration mit T-Zellen und Makrophagen.

Beim kutanen Lupus erythematodes kommt es beim Menschen zu perivaskularen
Infiltrationen mit Leukozyten [200]. Es bestehen Hinweise, dass es auch im humanen
SLE zu einer solchen periaortalen Infiltration kommt. Radiologisch kann bestimmt
werden, dass die Menge des perivaskularen, die Aorta umgebenden Fettgewebes mit
SLE und Atherosklerose assoziiert ist [201]. In einer aufbauenden Studie wurde
zusatzlich gezeigt, dass dieses Gewebe eine erhohte Dichte aufweist, was auf
Inflammation hindeuten kann [202]. Somit besteht der Verdacht, dass auch SLE-
Patienten Infiltrate und inflammatorische Veranderungen in dem perivaskularen
Gewebe aufweisen. Das liefert Hinweise auf die Eignung der MRL-Fas®’-Mause als
Modell der humanen vaskularen Manifestation.

Die nachgewiesenen subendothelialen Ablagerungen von IgG in der Aorta stehen im
Einklang mit den bereits beschriebenen IgG- und C3-Ablagerungen in den
KoronargefaRen von MRL-Fas® Mausen [186]. Das spricht fiir eine Ablagerung von
Immunkomplexen, die auch fur die Atherogenese beim humanen SLE eine Bedeutung
haben konnten. In der Niere treten subendotheliale Immunkomplexablagerung
verbreitet auf und dienen als Kriterium der Lupusnephritis Klasse 3 und 4 [203].

5.1.2 Beginnende atherosklerotische Verdnderungen

Neben der Infiltration mit Entzindungszellen, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden,

dass MRL-Fas-Mause eine mit dem Alter und der Krankheitsaktivitat steigende,
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erhohte Intima-Media-Dicke aufweisen. Die Intima-Media-Dicke ist sowohl in der
kardiovaskularen Forschung als auch in der kardiovaskularen Manifestation des SLE
von Bedeutung. So dient die Intima-Media-Dicke in klinischen Studien als
Surrogatmarker fur das kardiovaskulare Risiko [204, 205] und als friher Marker sich
entwickelnder Atherosklerose [206]. Auch bei SLE-Patienten, die an zahlreichen
Stellen, unter anderen an der Aorta, erhohte Intima-Media-Dicken aufweisen, ist die
Intima-Media-Dicke der Karotis pradiktiv fur zukunftige kardiovaskulare Ereignisse
[119, 207]. Eine erhdhte Karotis-Intima-Media-Dicke und der Nachweis von Plaque ist
ein von traditionellen Risikofaktoren und der Medikation unabhangiger Risikofaktor fur
kardiovaskulare Ereignisse [119].

Sowohl die perivaskulare Infiltration als auch IgG-Ablagerungen und die Intima-Media-
Dicke bilden somit die humane vaskulare Manifestation ab und sind einfach zu
erfassende Parameter im Mausmodell, um Erfolge therapeutischer und praventiver

Malnahmen zu evaluieren.

Mit der Abnahme elastischer Fasern, der Zunahme und Auflockerung der Adventitia,
der Prasenz von Schaumzellen sowie der Zunahme der Intima-Media-Dicke zeigen
sich zwar fruhe atherosklerotische Veranderungen, jedoch entwickelt sich kein Vollbild
eines lipidhaltigen Atheroms. Eine Erklarung hierfur konnte sein, dass Mause einen
sehr effizienten, atheroprotektiven Lipoproteinstoffwechsel aufweisen, der ohne eine
Mutation, die ein proatherogenes Lipidprofil schafft, das Entstehen des Vollbilds einer
Atherosklerose verhindert [208]. Eine Moglichkeit die Atherosklerose zu verstarken
ware die Kreuzung von Lupus- und Atherosklerose-Mausmodellen wie der Kreuzung
von Nba2.Yaa Mausen mit Apoe “-Mausen [209]. Von besonderem Interesse ist
allerdings die Initiation der atherosklerotischen Prozesse, die die MRL-Fas”" Mause
hinreichend abbilden.

5.1.3 Expression verschiedener Inflammationsmediatoren

Des Weiteren wurde die Expression von inflammatorischen Zytokinen in der Niere und
der Aorta mit dem sie umgebenden Bindegewebe untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass die mit zunehmender Krankheitsaktivitat ansteigende Infiltration mit
Leukozyten, von einer verstarkten Zytokinexpression im aortalen Gewebe begleitet
wird. Das zur Niere ahnliche Expressionsverhalten der Zytokine im Bereich der Aorta

spricht fur ahnliche pathogenetische Mechanismen. Auf die verschiedenen Zytokine
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soll nun eingangen werden. Dabei soll insbesondere erortert werden, inwiefern diese
im Lupusmausmodell und im humanen SLE von Bedeutung sind und welche

Bedeutung sie fur die murine und humane Atherogenese haben konnten.

Am deutlichsten zeigt sich die Expression von TNF-a und IL-6 im Vergleich zu den

Kontrollen sowie mit zunehmender Krankheitsaktivitat erhoht:

TNF-a wird sowohl in der Niere als auch der Aorta verstarkt in den MRL-Fas-Mausen
exprimiert. TNF-a hat in dem MRL-Fas-Mausmodell und im humanen Lupus eine
groBe Bedeutung. Bei MRL-Fas”-Mausen kommt TNF-a sowohl im Serum als auch
in der Niere mit fortschreitendem Alter vermehrt vor [142]. Auch im humanen SLE
korreliert TNF-a mit der Krankheitsaktivitat und ist insbesondere mit der Lupusnephritis
assoziiert [139]. Die gewonnen Erkenntnisse fugen sich gut in den Kontext der Literatur
ein und zeigen enge Parallelen zum humanen SLE, was die Eignung des Mausmodells
unterstutzt. Im Folgenden soll erortert werden, ob eine TNF-a adressierende Therapie
ein Ansatz fur eine Therapie insbesondere der kardiovaskularen Manifestation
darstellt. Wahrend eine anti-TNF-a-Therapie bei MRL-Fas®-Mausen in Lunge und
Gelenken wirksam ist, scheint sie keine Auswirkung auf die renale Manifestation zu
haben [210-212]. Im Gegensatz dazu ist die Therapie beim Menschen neben Arthritis
und Hautmanifestation auch bei der Nephritis wirksam [143]. Die Auswirkung einer
solchen Therapie auf die vaskulare Inflammation, ist bisher nicht umfassend
untersucht, jedoch scheint TNF-a die Hochregulation von endothelialen
Adhasionsmolekulen wie ICAM-1 und VCAM-1 im Lupusmausmodell zu bewirken
[213]. Ein Beitrag zur vaskularen Inflammation durch TNF-a ist somit zu erwarten und
konnte eine Mitursache der beobachteten leukozytaren Infiltration sein. Beim
Menschen reicht der Effekt von Arzneistoffen, die gegen TNF-a bei anderen
Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis eingesetzt werden, von keiner
signifikanten Veranderung [214], Uber eine Verminderung des Fortschreitens des
Anstiegs der Intima-Media-Dicke der Karotis [215] bis hin zu einer Verbesserung der
Endothelfunktion [216]. TNF-a-Blocker kdonnten also durchaus positive Effekte in
Bezug auf das kardiovaskulare Risiko erzielen, werden jedoch nicht verbreitet zur
Therapie des SLE eingesetzt, unter anderem, da sie zur Induktion von Autoantikdrpern
und des Lupus-like-Syndroms bei Patienten mit rheumatoider Arthritis fUhren kdnnen
[217].
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IL-6, das ahnlich wie TNF-a eine verstarkte Expression gegenuber Kontrollen sowie
im Krankheitsverlauf zeigte, wurde fur weitergehende Untersuchungen ausgewahlt
und wird unter 5.2 separat diskutiert.

Sowohl fur die Wachstumsfaktoren CSF-1 als auch IL-34 zeigt sich eine verstarkte
Expression in Aorta und periaortalen Bindegewebe der MRL-Fas® Mause. Eine
verstarkte Expression von CSF-1 und IL-34 bei MRL-Fas’-Mausen in der Niere bzw.
renaler Zellen wurde bereits beschrieben [165, 218]. Wenngleich nicht fur alle
Altersstufen signifikant, zeigt sich das auch in diesen Untersuchungen in der RTQ-
PCR des Nierengewebes, mehr fur CSF-1 als fur IL-34. Ein ahnliches aortales
Expressionsverhalten passt zu der Bedeutung der Makrophagen nicht nur fir die
Lupusnephritis, sondern auch fur die Atherogenese. Zudem wurde auch
immunhistochemisch eine verstarkte Infiltration mit Makrophagen gezeigt, was Folge
und Ursache der Expression von CSF-1 und IL-34 sein konnte. Hieraus ergibt sich
auch ein moglicher therapeutischer Ansatz: Tyrosinkinasen vermitteln in zellularen
Signalwegen Zelliberlebens- und Differenzierungssignale, weshalb Mutationen dieser
zur Tumorentstehung fuhren koénnen [219]. In der Tumortherapie sind daher
Tyrosinkinase-Inhibitoren als Behandlung etabliert [219]. Eine Blockade des
Rezeptors von CSF-1 und IL-34, einer Tyrosinkinase, ware somit eine therapeutische
Option, wirde jedoch mit zahlreichen Nebenwirkungen einher gehen. Eine selektivere
Blockade, beispielsweise des PTPRZ — eines weiteren IL-34 Rezeptors, kdnnte bei
geringeren Nebenwirkungen eine durch IL-34 verstarkte Atherogenese mildern.
Kurzlich konnte gezeigt werden, dass der Knockout von IL-34 bei MRL FasP" Tieren
die Lupusnephritis mildert und PTPRZ von Makrophagen, B- und T-Zellen exprimiert
wird [165]. Die Untersuchung der vaskularen Beteiligung von IL-34 defizienten MRL
Fas’»” Mausen konnte Hinweise auf eine durch IL-34 verstarkte Transformation von
Makrophagen zu Schaumzellen liefern. Sollten sich die Hinweise erharten, konnten
Patienten bei einer selektiven Blockade des PTPRZ zusatzlich zur Milderung der
renalen Manifestation von einer Reduktion des kardiovaskularen Risikos profitieren.

S100A8, das bei Lupus-Patienten im Serum erhoht ist [157] und eine Rolle in der
Pathogenese der Atherosklerose spielt [158, 159], zeigt in diesen Untersuchungen
sowohl im Nierengewebe als auch dem Gewebe der Aorta eine erhohte Expression
und koénnte auch eine Bedeutung fur die Pathogenese der lupusbedingten
Atherosklerose haben. Im MRL-Fas’-Mausmodell wurde die Expression von S100A8
nach bestem Wissen noch nicht untersucht.
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IL-1B und IL-18 sind im humanen SLE von Bedeutung [151, 152] und im MRL-Fas/'-
Mausmodell wurde bereits flr beide eine erhdhte renale Expression beschrieben [150,
220]. Diese Beobachtung lasst sich durch diese Untersuchungen bestatigen.
Zusatzlich wurde in dieser Arbeit ein ahnliches Expressionsmuster in dem vaskularen
und perivaskularen Gewebe der Aorta festgestellt. Da beide Zytokine auch eine
Bedeutung fur die Atherosklerose haben [62, 155], kdonnten sie als mdgliche
therapeutische Targets fur diese Manifestation dienen.

IFN-a zeigte sich hier sowohl in dem Gewebe der Aorta als auch der Niere bei den
MRL-Fas®-Mausen erhoht, signifikant im hoheren Alter. Wahrend die
krankheitsfordernde Rolle von IFN-a im humanen Lupus nicht sehr umstritten ist [221],
wird IFN-a im MRL-Fas’-Mausmodell kontrovers diskutiert. Zum einen wurde gezeigt,
dass das Fehlen des Rezeptors fur Typ | Interferone zu einer Verschlechterung des
Krankheitsverlaufs fuhrt, was auf eine schutzende Funktion von Typ I-Interferonen
hindeutet [222]. Andere Untersuchungen kommen zum gegenteiligen Ergebnis und
zeigen bei Knockout des Rezeptors fur Typ-l Interferone eine geringere Auspragung
von Nephritis und Proteinurie [223]. Unveroffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe
zeigen ebenfalls eine mildere Erkrankung bei Knockout des IFN-a-Rezeptors. Der
Serumlevel von IFN-a ist bei MRL-Fas®’-Mausen erhoht [224]. Zusatzlich konnte im
MRL-Fas®’-Mausmodell gezeigt werden, dass die Therapie mit Tofacitinib, welches
unter anderem die IFN-a Produktion senkt und JAK1/STAT1-vermitteltes Typ I-
Interferon-Signaling hemmt [225], die Gefal3funktion verbessert [69]. Hinsichtlich
dieser Ergebnisse passt die beobachtete, erhdhte Expression von IFN-a in den hier
untersuchten Geweben gut in das Bild der Literatur. Bei SLE-Patienten findet sich zum
einen eine unabhangige Assoziation von Typ-l Interferonen und Atherosklerose-
Entwicklung und zum anderen ist eine hohe Typ-l Interferon-Aktivitat mit einer

verschlechterten Endothelfunktion verbunden [111].

Zur Messung der Expression der erwahnten Zytokine wurde die Methode der RTQ-
PCR gewahlt. Bei einigen Messungen wie der Expression von TNF-a oder auch IL-34
ist die Streuung insbesondere in der Gruppe der MRL-Fas-Mause grol. Einerseits
kann dies auf eine interindividuell variable Auspragung der Erkrankung hindeuten,
andererseits konnte es auch vom individuellen Zeitpunkt der Untersuchung abhangen,
wenn man annimmt, dass die Erkrankung auch in dem Modell schubweise verlauft.
Methodisch ist anzumerken, dass eine unterschiedliche Zusammensetzung des
Gewebes durch beispielsweise unterschiedliche Mengen an der Aorta anhaftenden
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perivaskularen Gewebes im Einzelfall Einfluss auf die Menge der gemessenen
Expression haben kann.

Zusammengefasst werden im perivaskularen und vaskularen Gewebe einige
proinflammatorische Zytokine vermehrt exprimiert, die auch fur die Entwicklung der
Atherosklerose von Bedeutung sein und mogliche therapeutische Targets darstellen
konnten. Die veranderte Zytokinexpression kann sowohl zur Inflammation und der
Leukozyteninfiltration beitragen als auch Folge dieser sein. In jedem Fall zeigt sie eine
vaskulare Inflammation mit Ahnlichkeit zum humanen SLE und zu atherosklerotischen
Entwicklungen, was die Eignung des Mausmodells zur Untersuchung der
lupusspezifischen Atherosklerose untermauert.

5.1.4 Stimulation von Endothelzellen

Bei der in vitro Stimulation von Endothelzellen der Aorta mit Entzindungsmediatoren
zeigen sich keine signifikanten Unterscheide zwischen MRL-Fas®" Tieren und
Kontrollen in Bezug auf die Fahigkeit der Endothelzellen zur Expression von CCL-2,
CXCL10, VCAM, ICAM und IL-6.

IL1-B und TNF-a sorgen fur eine erhohte Expression von VCAM und ICAM an aus
MRL-FasP" isolierten Endothelzellen der Aorta, wahrend IFN-y nur ICAM induziert.
Diese Ergebnisse bestatigen Erkenntnisse, die bereits an HUVECs gewonnen wurden
[226]. In dem verwendeten Mausmodell konnte in vivo eine verstarkte Expression von
VCAM und ICAM mittels radioaktiver Antikorper gemessen werden, die sich mit Hilfe
von Antiserum gegen TNF-a und IL1-f reduzieren lies [213]. Sowohl VCAM als auch
ICAM werden in der Atherogenese bereits fruh verstarkt exprimiert und tragen zur
Leukozytenmigration bei [227]. Somit kdnnte eine verstarkte Expression von IL1- und
TNF-a zur verfrihten und verstarkten Atherogenese im Kontext des SLE beitragen.

Chemokine wie CCL-2 und CXCL10 fordern Atherosklerose durch Einflusse auf die
Monozyten- und T-Zellrekrutierung [228, 229]. Sie lassen sich in den isolierten murinen
Endothelzellen der Aorta durch IL-13 und TNF-a bzw. IFN-B induzieren. Die Induktion
von CCL-2 durch IL-18 und TNF-a in Endothelzellen ist bekannt [230]. Auch sind
sowohl IFN-B als auch IFN-y als potente Induktoren von CXCL10 beschrieben [231].
Somit reproduzieren die Ergebnisse diese an HUVECs gewonnenen Erkenntnisse und
zeigen, dass diese Mechanismen auch an den aus der Aorta gewonnenen

Endothelzellen in dem verwendeten Mausmodell ihre Gultigkeit haben. Auch in dieser
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Arbeit zeigt sich eine Induktion von CXCL10 durch IFN-y, wenngleich diese sehr viel
schwacher als die durch IFN-3 ausfallt.

Erhoffte Unterschiede im Expressionsverhalten der untersuchten Chemokine und
Rezeptoren in Reaktion auf die Stimulation durch Zytokine zwischen MRL-Fas®’ Tieren
und Kontrollen, die beispielsweise auf epigenetische Veranderungen schliel3en lielden,
lassen sich nicht sicher feststellen. Da sich auch keine Unterschiede zwischen MRL-
Fas»" Mausen und Kontrollen der nicht stimulierten Zellen finden lassen, ist davon
auszugehen, dass unterschiedliche Mengen an exprimierten Rezeptoren und
Chemokinen nicht langfristig Uber mehrere Zellpassagen in vitro uberdauern. Es
konnte jedoch ein Protokoll etabliert werden, um Endothelzellen sowohl aus der Niere
als auch der Aorta zu isolieren und kultivieren. Somit stehen fur aufbauende Versuche
Endothelzellen dieses Mausmodelles zur Verfligung, um beispielsweise komplexere
Ablaufe in Ko-Kultur mit verschiedenen Leukozyten zu untersuchen. Uber vaskulare
Fragestellungen hinaus ist dies auch fur die weitere Aufklarung der Pathogenese der
Lupusnephritis von Bedeutung.

5.1.5 Fazit

In Bezug auf die Frage inwiefern sich das MRL-Fas’®” Mausmodell zur Beurteilung von
kardiovaskularen Fragestellungen im Kontext des SLE eignet, Iasst sich abschliel3end
festhalten, dass das MRL-Fas®” Mausmodell hervorragend geeignet ist. Es bildet nicht
nur eine gro3e Bandbreite der Lupusmanifestationen ab und zeigt eine fruhe
Krankheitsmanifestation, sondern bietet in einem gut etablierten Modell auch ein in
vielen Punkten mit dem humanen SLE vergleichbares vaskulares Krankheitsbild.
Zahlreiche Indikatoren stehen zur Evaluation von Effekten auf diese Manifestation zur
Verfugung.

5.2 Rolle von IL-6 bei der vaskularen Inflammation

IL-6 spielt eine wichtige Rolle in Autoimmunitat und Autoinflammation. Beim humanen
SLE ist der IL-6 Serumspiegel gegenuber gesunden Kontrollpersonen erhéht und
korreliert zusatzlich mit der Krankheitsaktivitat [11]. Obwohl grof3ere Studien bislang
noch fehlen, ist eine Therapie mit Tocilizumab, einem Antikorper gegen den IL-6-

Rezeptor, insbesondere bei extrarenalen Manifestationen wirksam und senkt neben
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der Krankheitsaktivitat auch serologische Aktivitatsmarker [133]. Die Therapie mit
einem monoklonalen Antikorper gegen IL-6 selbst verpasste kurzlich ihren primaren
Endpunkt, zeigte jedoch ebenfalls Effekte in Post-Hoc-Analysen [134]. Es gibt also
anfangliche Evidenz fur die Wirksamkeit einer IL-6-adressierenden Therapie.

Auch im Mausmodell konnten Effekte bei verminderter IL-6 Expression beobachtet
werden. So bewirkt der Knockout von IL-6 bei MRL-Fas®” Mausen eine Verlangerung
der Uberlebenszeit und einen abgemilderten Krankheitsverlauf [12]. Die renale
Infiltration mit Makrophagen und Lymphozyten sowie die renale Ablagerung von IgG
und C3 ist vermindert [12]. Die Ergebnisse dieser Arbeit figen sich gut in dieses Bild
ein: Gegenuber den Kontrollen kommt es zu einer geringeren perivaskularen,
periglomerularen und interstitiellen Infiltration der Niere. Neben der abgemilderten
renalen Infiltration, die mit einer geringeren VCAM-1 Expression einhergeht [12],
zeigen vorliegende Untersuchungen auch eine abgemilderte Infiltration im

perivaskularen und vaskularen Gewebe der suprarenalen Aorta.

Mogliche Mechanismen hierfur konnte ebenfalls eine geringere Expression von
Zelladhasionsmolekulen wie VCAM oder ICAM sein. Ferner gibt es Hinweise, dass IL-
6 die Leukozytenmigration fordert und die Differenzierung von Monozyten in
Makrophagen begunstigt [232, 233]. Die verringerte Krankheitsaktivitat und geringere
vaskulare Inflammation bei //67 MRL-Fas-Mausen bestatigt sich auch in der

verringerten Intima-Media-Dicke.

Passend zu der verminderten Leukozyteninfiltration sind  zahlreiche
proinflammatorische Zytokine im perivaskularen und vaskularen Gewebe der Aorta bei
IL-6 defizienten Mausen vermindert. Signifikant ist dieser Unterschied fur die
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-18 und IL-1B, welche alle in die
Atherogenese involviert sind und neben IL-6 auch potentielle therapeutische Targets
darstellen [234]. Zu beachten ist, dass sich die unterschiedlichen Mediatoren auch
gegenseitig beeinflussen: 1167 MRL-Fas”-Mause exprimieren beispielsweise vermehrt
das antiinflammatorische IL-10 [12], welches unter anderem die IL-1 und TNF-a
Expression mindern kann [235].

IL-6 ist auch selbst in die Atherogenese involviert [10]. Im Mausversuch nimmt nach
IL-6 Injektion die GroRe atherosklerotischer Lasionen zu [236]. Aber auch bei der
humanen Atherogenese ist IL-6 von Bedeutung: Bei der bereits vorgestellten
CANTOS-Studie lieRen sich kardiovaskulare Ereignisse und kardiovaskular bedingte
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Todesfalle nur bei den Patienten signifikant reduzieren, die in Folge der Canakinumab-
Therapie einen verminderten IL-6-Spiegel aufwiesen [135]. In einer Meta-Analyse
wurde gezeigt, dass eine Mutation im |L-6-Rezeptor, die die Signaltransduktion
beeinflusst und Inflammation mindert, das Risiko fur koronare Herzkrankheit senkt
[237]. Das alles spricht fur eine Beteiligung von IL-6 an der inflammatorischen
Komponente der Atherogenese. Auch bei SLE-Patienten im Speziellen konnte eine
Assoziation zwischen dem Serumspiegel von IL-6 und Atherosklerose nachgewiesen
werden [103].

Um zu untersuchen, ob sich die beobachtete verminderte perivaskulare und vaskulare
Infiltration und die geringere Intima-Media-Dicke bei /67 MRL-Fas-Mausen auch
funktionell auf das Endothel auswirkt, wurde die Endothelfunktion vergleichend zu /16"
MRL-Fas’-Mausen bestimmt. Die Acetylcholin-abhéngige Vasorelaxation dient dabei
als MaR fur die Endothelfunktion und wird durch Atherosklerose beeintrachtigt. Das
wurde erstmals bei Hasen beschrieben, deren Acetylcholin-abhanginge
Vasorelaxation infolge einer durch cholesterolhaltige Diat induzierten Atherosklerose
gemindert wurde [238]. Auch beim Menschen ist sowohl bei friher als auch spater
koronarer Atherosklerose eine veranderte Reaktion koronarer Gefalde auf Acetylcholin
beschrieben [239]. Diese Vasorelaxation ist endothelabhangig und geht bei vorheriger
Entfernung der Endothelzellen verloren [240]. Sie beruht unter anderem auf der
Freisetzung von Stickstoffmonoxid [241]. Es wurde bereits gezeigt, dass MRL-++ Tiere
eine  gegenliber = MRL-Fas?-Mausen  verbesserte  Acetylcholin-induzierte
Vasorelaxation zeigen [78]. Somit eignet sich die Erfassung der Endothelfunktion zur
Evaluierung von Endothelschaden und friher atherosklerotischer Veranderungen im
MRL-Fas’" Mausmodell gut und eine Untersuchung der Auswirkung des Knockouts
erscheint sinnvoll. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die
Endothelfunktion bei IL-6 Defizienz signifikant verbessert. Das steht in Einklang mit
dem milderen Befall der //67- MRL-Fas-Mause. IL-6 leistet somit mindestens in dem
verwendeten Lupusmausmodell einen wesentlichen Beitrag zur Endotheldysfunktion.
Eine solche kann mit gestorter Vasorelaxation, verstarkter Plattchenaggregation,
sowie verstarkter Proliferation glatter Muskelzellen und Atherosklerose einhergehen
und somit zu kardiovaskularen Ereignissen beitragen [242].

Obwohl die Elimination von IL-6 allein ausreichend ist, um die vaskulare Manifestation
im MRL-FasP” Mausmodell gemessen an verschiedenen GroRen signifikant
abzumildern, ist davon auszugehen, dass weitere Zytokine beteiligt sind. So wurde
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beispielsweise fir das bei /167~ MRL-Fas®-Mausen im perivaskularen Gewebe
vermindert exprimierte IL-18 beschrieben, dass die Blockade des IL-18-Rezeptors, bei
MRL-FasP-Mausen zu einem milderen Krankheitsverlauf und verlangerten Uberleben
flhrt [243]. Auch IL-10, das in den /6"~ MRL-Fas’-Mausen vermehrt exprimiert wird
[12], konnte einen Einfluss haben. Welche Effekte auf die vaskulare Manifestation
durch IL-6 selbst oder im Wechselspiel mit anderen Zytokinen vermittelt werden,
bedarf weiterer Untersuchungen.

Bei dem Vergleich der Expression der Adhasionsmolekule VCAM und ICAM sowie der
Chemokine CCL-2 und CXCL10 isolierter, renaler Endothelzellen in Reaktion auf
Stimulation mit unterschiedlichen Zytokinen zeigt sich, bei allerdings geringer
Versuchstierzahl, kein signifikanter Unterschied zwischen //67 MRL-Fas’-Mausen
und Kontrollen. Somit ergibt sich ein aquivalentes Bild zu dem Vergleich von MRL-
FasP"- mit MRL-++-M&usen (vgl. 5.1). Entweder wirkt sich die Abwesenheit von IL-6
nicht auf Endothelzellebene in Bezug auf die untersuchte Expression von
Zielstrukturen aus oder aber etwaige Veranderungen uberdauern nicht mehrere
kulturelle Passagen. Auch konnten die gegenseitige Beeinflussung verschiedener
Zellen notwendig sein. Allerdings zeigt diese Untersuchung, dass renale
Endothelzellen sich vergleichbar zu denen aus der Aorta verhalten.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass IL-6 im Mausmodell einen wesentlichen
Einfluss auf die Endothelfunktion und die vaskulare Inflammation hat. Die Abwesenheit
von IL-6 bewirkt gemessen an der perivaskularen Infiltration, der perivaskularen
Expression von Entzindungsmediatoren, der Intima-Media-Dicke und der
Endothelfunktion, eine mildere vaskulare Manifestation.

Welche molekularen Mechanismen dabei genau fur die Veranderungen verantwortlich
sind, mussen weitere Untersuchungen in diesem Mausmodell klaren. Parallel konnte
bei SLE-Patienten weiter untersucht werden, ob sie von der pharmakologischen
Adressierung von IL-6, oder aber auch dessen unterschiedlicher Rezeptoren
profitieren und sich so das kardiovaskulare Risiko der Patienten senken Iasst.

Interessant ware auch die differenzierte Betrachtung einzelner Patientengruppen: So
eignet sich eine etwaige Therapie vielleicht insbesondere fur die SLE-Patienten, die
Biomarker (vgl. 2.2.3) fur die vorzeitige und verstarkte lupusbedingte Atherosklerose

aufweisen. Ebenso kann untersucht werden, ob Patienten mit weiteren
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kardiovaskularen Risikofaktoren, von einer IL-6 adressierenden Therapie im
Besonderen profitieren.

5.3 Rolle von ATlI-freier Ernahrung bei der vaskularen Inflammation

ATl-frei ernahrte 1I6%~ MRL-FasP-Mause zeigen eine geringere vaskulare
Manifestation gegenuber ATI-haltig ernahrten Geschwistertieren. Das wird einerseits
durch eine geringere Intima-Media-Dicke und andererseits funktionell anhand einer

verbesserten Endothelfunktion deutlich.

Diese Ergebnisse fugen sich gut in das Bild der bislang unveroffentlichten Ergebnisse
unserer Arbeitsgruppe einer geringeren Krankheitsaktivitdt durch ATl-freie Diat in
diesem Mausmodell ein und zeigen, dass sich die Effekte auch auf die vaskulare

Manifestation auswirken.

Daruber hinaus unterstitzen auch diese Beobachtungen die Theorie einer ATI-
vermittelten Verstarkung autoimmuner Krankheiten: ATls fuhren via TLR 4 zur
Aktivierung des angeborenen Immunsystems. Die so aktivierten dendritischen Zellen,
Makrophagen und Monozyten wandern aus der Darmwand in mesenteriale
Lymphknoten, in denen sie auf zirkulierende krankheitsverursachende T-Zellen der
Grunderkrankung treffen und deren Aktivitat verstarken, sodass es zu einer
Aktivitatszunahme auch einer bestehenden Autoimmunerkrankung kommt [169].

In Bezug auf die vaskulare Inflammation gibt es Hinweise darauf, dass auch T-Zellen
Atherosklerose begunstigen [99]. Neben einer Abmilderung der Krankheitsaktivitat
beim SLE zeigt sich auch eine durch ATl-freie Diat abgemilderte murine allergische
Atemwegsinflammation sowie abgemilderte Verlaufe von chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen und Autoimmunenzephalitiden [169, 244]. Zudem wird eine
abgemilderte murine Alzheimer Entwicklung beobachtet, welche zumindest partiell
ebenfalls inflammatorisch vermittelt ist [245].

ATls sind somit ein wichtiger ernahrungsbedingter Kostimulus fur die Inflammation in

Autoimmunerkrankungen wie dem SLE.

Interessanterweise entspricht sowohl die Verringerung der Intima-Media-Dicke als
auch die Verbesserung der Endothelfunktion in ihrem Ausmaly der durch IL-6-
Defizienz abgemilderten vaskularen Manifestation. Eine zusatzliche ATl-freie Diat bei
1167~ MRL-Fas’»’-Mausen hat keinen zusatzlichen Effekt. Das lasst spekulieren, ob die
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Wirkung einer ATI bedingten Verstarkung des SLE, zumindest teilweise, durch IL-6

vermittelt wird.

Dazu passt, dass in vitro |IL-6 die inflammatorische Wirkung von Toll-like-Rezeptor
aktivierenden Liganden verstarkt [246]. In humanen Muskelzellen bewirkt IL-6 eine
vermehrte Expression von TLR-4 Rezeptoren via STAT3 [247]. Auf diese Weise
konnte IL-6 die Wirkung der ATlIs potenzieren beziehungsweise eine Suppression von
IL-6 den Effekt abmildern.

Davon ausgehend, dass T-Zellen die entscheidenden Effekte der ATI assoziierten
Verstarkung von Autoimmunerkrankungen vermitteln, sind wesentliche Einflusse von
IL-6 auf T-Zellen beschrieben. So dient IL-6 als Regulator des Treg/Th17-
Verhaltnisses, welches bei SLE mit der Krankheitsaktivitat korreliert [39], vermindert
die Differenzierung zu Treg und begunstigt die Entstehung von pathologischen Th17-
Zellen [248]. AuBerdem ist IL-6 an der Aktivierung naiver CD4*-T-Zellen durch
antigenprasentierende Zellen beteiligt [38]. Eine verminderte Anzahl an autoreaktiven
T-Zellen konnte den Effekt einer ATI vermittelten Aktivitatssteigerung dieser
abschwachen.

ATls aktivieren wie Lipopolysaccharide (LPS) den TLR-4-MD2-CD14-Komplex [172,
249]. Eine LPS induzierte Aktivierung von TLR-4 hat eine Hochregulation von IL-6
trans-signaling unter anderem via NF-kB zur Folge [250], was auch auf eine
Bedeutung von IL-6-Signaling fur die Wirkung der Aktivierung des TLR-4 durch ATls

hinweisen konnte.

Dem entgegen steht, dass IL-6 die Reifung von dendritischen Zellen hemmt und IL-6
Knockout Mause erhohte Mengen an dendritischen Zellen aufweisen [251]. Diese sind
die am starksten durch ATls aktivierten Zellen [169]. Trotzdem weisen in diesen
Untersuchungen ATI-haltig ernahrte /167~ MRL-Fas-Mause keine verstarkte, sondern
eine im gleichen MalRe wie ATl-frei ernahrte Kontrollen geminderte vaskulare
Manifestation auf. Dabei zu bedenken ist, dass IL-6 die Expression des CSF-1-
Rezeptors auf Monozyten fordert, wodurch sich diese durch autokrine Stimulation
starker zu Makrophagen zu Lasten der Anzahl von dendritischen Zellen differenzieren
[233]. Diese konnen ebenfalls, wenn auch etwas geringer als dendritiche Zellen, die
T-Zell-Aktivitat steigern [169], weshalb sich kein Widerspruch ergibt.
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Welcher Mechanismus hierbei am wichtigsten ist und welche Rolle IL-6 bei der
Aktivitatssteigerung des erworbenen Immunsystems durch das angeborene
Immunsystem im Lymphknoten einnimmt, bedarf weiterer Untersuchungen.
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6 Zusammenfassung

Der systemische Lupus erythematodes ist eine chronisch inflammatorische
Autoimmunerkrankung, die insbesondere Frauen im mittleren Lebensalter betrifft
[252]. Obwohl die Lupus spezifische Mortalitat durch verbesserte Behandlung und
Diagnose in den vergangenen Jahren zuriickgegangen ist, haben die Patienten ein mit
der Allgemeinbevolkerung verglichen dreifach ernohtes Todesrisiko [53]. Grunde dafur
liegen neben Infektionen und Nierenerkrankung in einem hohen Risiko flr
kardiovaskulare Erkrankungen [253]. Das Risiko fur einen Myokardinfarkt ist
gegenuber der Allgemeinbevolkerung 2-10fach erhoht [50]. Dabei ist das Risiko
unabhangig von traditionellen Risikofaktoren erhoht [5]. Die Ursache und Pathogenese
fur eine bei Lupuspatienten verstarkt und verfriht auftretende Atherosklerose ist nicht
gut verstanden [6].

Um molekulare Mechanismen der kardiovaskularen Manifestation zu untersuchen,

gab es bislang kein gut untersuchtes Mausmodell.

Die Eignung des MRL-FasP" Mausmodells als Modell der kardiovaskularen
Manifestation konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt
werden, dass die Mause gegenuber den Kontrollen eine von lokal verstarkter
Expression proinflammatorischer Zyktokine begleitete erhohte vaskulare und
perivaskulare Infiltration zeigen. Daruber hinaus lassen sich eine erhohte Intima-
Media-Dicke sowie vermehrte 1gG-Ablagerungen nachweisen. Bereits beschrieben
sind koronare vaskulare PAS-positive Ablagerungen in GefalRwanden, eine koronare
Arteriitis sowie eine verminderte endothelabhangige Vasorelaxation [186, 195]. In
vorliegender Arbeit konnten aortale Infiltrate gezeigt werden, die mit unterschiedlichen
Verfahren insbesondere als CD68- und CD4-positive Zellen charakterisiert werden
konnten. Weiterhin wurden mit der Messung der Intima-Media-Dicke ein einfach zu
erfassender Parameter gefunden, um den Grad der kardiovaskularen Affektion in
diesem Mausmodell zu messen. Das MRL-Fas” Mausmodell dhnelt in vielen Punkten
der humanen kardiovaskularen Manifestation, ist umfassend und gut evaluierbar und

damit ein exzellent geeignetes Modell.

Es wurde bereits festgestellt, dass IL-6 defiziente MRL-Fas*’-Mause eine verlangerte
Uberlebenszeit und einen abgemilderten Krankheitsverlauf aufweisen [12]. In dieser
Arbeit wurde der Einfluss von IL-6 auf die vaskulare Inflammation im MRL-Fas’
Mausmodell untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass IL-6-defiziente Mause eine
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geringe perivaskulare Infiltration und Inflammation sowie geringere Intima-Media-
Dicken aufweisen. Weiterhin fuhrt die Elimination von IL-6 zu einer funktionellen
Verbesserung der Vasorelaxationsfahigkeit und somit zu einer verbesserten
Endothelfunktion. Es konnte bewiesen werden, dass der Knockout des /L-6-Gens
allein ausreicht, um die Endothelfunktion erheblich zu verbessern. Ob sich IL-6
adressierende Wirkstoffe im humanen SLE als wirksame Therapie - zumindest fur eine
Patientenpopulation mit hohem Risiko fur oder aber bereits nachgewiesener
kardiovaskularer Manifestation — eignen, ist eine interessante zu untersuchende

Fragestellung.

Neben dem Einfluss von IL-6 wurde der Effekt einer ATl-freien Ernahrung auf die
vaskulare Manifestation untersucht. In Modellen anderer Autoimmunerkrankungen
konnte bereits eine Abmilderung der Krankheitsverlaufe bei ATI-freier Ernahrung
nachgewiesen werden [169, 244]. Noch nicht veroffentlichte Daten zeigen auch fur
den SLE eine geringere renale Infiltration sowie abgemilderten Lymphknotenbefall und
abgeschwachte Hautlasionen. Konkordant damit weisen die Versuche vorliegender
Arbeit fir ATI-frei ernahrte MRL-Fas®" Tiere eine verringerte Intima-Media-Dicke und
eine verbesserte Endothelfunktion nach. Dabei ist die Wirkung einer ATl-freien
Ernahrung mit der einer IL-6 Defizienz vergleichbar. Eine ATl-freie Ernahrung IL-6
defizienter Tiere hat keinen zusatzlichen Effekt. Eine zumindest teilweise Vermittlung
des Effekts einer ATI-freien Ernahrung durch IL-6 erscheint moglich. Sollten sich diese
Ergebnisse auf den humanen SLE Ubertragen lassen, ware der Verzicht auf ATI-
haltige Lebensmittel fur SLE Patienten ein einfacher und vielversprechender Weg ihr
durch die Erkrankung stark erhohtes kardiovaskulares Risiko zu senken.
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8 Anhang

8.1 Materialliste
8.1.1 Gerate
Autoklav

Brutschrank

Einkanal-Pipetten

Eismaschine

elektronische Pipette

ELISA Reader

ELISA-Washer

Feinwaage

Gefrierschrank, -40 °C

Gefrierschrank, -80 °C

Gelkammer

Systec GmbH, D

Thermo Fisher Scientific Inc., USA
HERAcell 150i, Serial No 41329682
Eppendorf AG, Hamburg, D

.Reference® 0,5 - 10 pl

.Reference® 10 — 100 pl

,Reference® 100 — 1000 pl

Scotsman Ice Systems, USA

AF 20 AS 230/50/1

Sartorius AG, D

Biohit, 16001441

Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Appliskan MR, Seriennr.: 2001-2070082
Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Microplate Washer, Serial No 888-1233A
Ohaus Corporation, USA

Analytical Plus, Model No AP110S
Liebherr, D

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

TSX Series, TSX60086V

Owl Separation Systems, Asheville, USA
EasyCast Electrophoresis System Model #B2,
Serial No. 067705

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
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Kryostat

Kihlschrank

Lichtmikroskop

LightCycler

MACS

MACS™ Dissociator

Mehrfachdispenser

Molekular Imager

PCR-Cycler

Photometer

Pipetus

Stainless Steel Beads

Sterilbank

Model: 40-1214, Serial No: 019088

Leica, Wetzlar, D

Modell CM 1850-1-1

Liebherr, D

Premium NoFrost

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, D
Axiophot mit ICS Optik, Kamera: AxioCam MRc
Roche AG, CH

LightCycler 480 Il, Seriennr.: 25515

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, D

Multistand, 004266 mit MidiMACS

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, D
gentleMACS™ Dissociator, Cat No 130-093-235
Eppendorf AG, Hamburg, D

Multipette plus, Order No 4981 000.019
BIO-Rad Laboratories, California, USA
Universal Hood I, Serial No: 720BR/01952
Biometra, Gottingen, D

T Gradient Thermocycler 96, Serial No 1409207
Thermo Fisher Scientific Inc., USA

NanoDrop 2000 Spectrophotometer, P826
Hirschmann Laborgerate, D

Modell 990550

Qiagen, Hilden, D

5mm Durchmesser, Serial No. 69989

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

ScientificHERASafe KS 12, Serial No 41342410
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Thermomixer

Tischzentrifuge

TissuelLyser

Voltmeter

Vortexer

Waage

Wasserbad

Zentrifugen

8.1.2 Verbrauchsartikel

CellStrainer

Combitips

Eppendorf AG, Hamburg, D
Thermomixer comfort, No 5355 00472
Qualitron Inc., Pakistan

Catalog No.: DW-41-230-NEW

Qiagen, Hilden, D

TissueLyser LT, Serial No 23.1001/07485
Biometra GmbH, Gottingen, D
Powerpack P25, 9312217

Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Vortex Genie-2 Model No G560E

Sartorius Laboratory, Goéttingen, D
Fabr.-Nr. 36030012

memmert, Schwabach, D

Typ: WNB 7

Eppendorf AG, Hamburg, D
Modell 5417R

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Heraeus Multifuge X3R, Serial No 75004515

Corning, Durham, USA

40 um, REF 431750

70 um, REF 352350

100 um, REF 431752

Eppendorf AG, Hamburg, D

Combitips advanced 5 ml, Cat No 0030089456

Combitips advanced 10 ml, Cat No 0030089464
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C-Tubes

Deckglaser

ELISA-Platte

Falcon-Rohrchen

Handschuhe

Kanulen

Kryoschale

Kryotomklingen

Farbekasten

LS Column

Multiwellplatte

Combitips advanced 25 ml, Cat No 0030089472
Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, D
gentleMACSTM C-Tubes, Cat No 130-093-237
IDL GmbH & Co. KG, Nidderau, D

24 x 60 mm, Art.-Nr. 190002460
Corning Inc., USA

Costar Assay Plate, 96 Well, REF 9018
Greiner bio-one, D

Réhrchen, 50 ml, REF 227261
Rohrchen, 15 ml, REF 188271

Carl Roth GmbH + Co. KG, CH

Latex Einmalhandschuhe, L-951.1
Becton Dickinson, USA

BD Microlance 3, 26G, REF 303800

BD Microlance 3, 18G, REF 304622
Sakura Finetek, USA

Tissue-Tek Cryomold, 0004228-01
FEATHER Safety Razor Co. Ltd., Japan
Microtome Blades, Typ A35

Carl Roth GmbH & Co KG, CH

H554.1

nach Hellendahl, H550.1

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, D

LS Column, 130-042-401

Greiner bio-one, D

Zellkulturplatte 96 Well, REF 650180

Zellkulturplatte 24 Well, REF 662160
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Objekttrager

Parafilm

Pipettenspitzen

Plasmarohrchen

Plate Sealer

Reaktionsgefale

RTQ-PCR-Platte

Sterile Syringe Filter

Skalpell

Spritzen

Zellkulturplatte 6 Well, REF 657160
Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Menzel-Glaser, SUPERFROST Plus,

REF J1800AMNZ

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Bemis Parafiim M, PM-996

Sarstedt AG & Co, D

0,5-20 pl (weil3)

10-200 pl (gelb)

100-1000 pl (blau)

Greiner bio-one, D

MiniCollect, 1ml, K3EDTA, REF 450474
Greiner bio-one, D

Ampliseal, REF 676040

SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht, D
0,5 ml SafeSeal Reagiergefald REF 72.704
1,5 ml Reagiergefal® 72.690.001

2 ml SafeSeal Reagiergefal® 72.695.500
Greiner bio-one, D

Sapphire Microplate, 96 Well, REF 669285
VWR International, USA

PN: 514-0061

Feather Safety Razor Co., LTD., Japan
Safeshield Scalpel No. 11 pfm, REF 02.001.40.011
Becton Dickinson, USA

20 ml, BD Discardit Il, REF 300296

10 ml, BD Discardit I, REF 309110
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B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D

1 ml, Injekt-F, REF 9166017V

Stripetten Greiner bio-one, D

50 ml, REF 768180

25 ml, REF 760180

10 ml, REF 607180

5 ml, REF 606180

Terralin Schulke & Mayr GmbH, D

Terralin Liquid, 1551356

Wachsstift DAKO GmbH, Jena, D

Dako Pen, REF S2002

Zellkulturschale Corning Durham, USA

100/20 mm, 500001672

Zellschaber Corning Durham, USA

Cell Scraper, 3010

8.1.3 Reagenzien und Kits

0.5% Trypsin-EDTA (10x)

2-Methylbutan

50 bp Ladder, Trackit 50 bp

ABC-Complex Standard

Aceton

Gibco, Grand Island, NY, USA

15400-054

Carl-Roth GmbH & Co. KG, CH

Art. Nr. 3927.1

Invitrogen, Waltham, MA, USA

Cat. No. 10488-043

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
PK-6100

AppliChem GmbH, Darmstadt, D

131007.1211
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Agarose Standard

Aqua dest.

Avidin/Biotin Blocking Kit

BSA

CD31 Microbeads

CD45 Microbeads

Collagenase |

Collagenase VIl

DAB-LOsung

DEPC-treated Water

Dispase

DMEM +GlutaMAX

EndothelialCell Medium

Ethanol

Carl Roth GmbH & Co. KG, CH,
Rotigarose Art.-Nr. 3810.3

Fresenius Kabi France, F

Amupwa®, B207151-06

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
SP-2001

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D
Albumin bovine Fraction V pH 7.0, 11930.03
Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, D
130-097-418,

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, D
130-052-301,

gibco, Grand Island, NY, USA
17100-017

Sigma Life Science, St. Louis, MO, USA
C2139-1G

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
SK-4100

Ambion, USA

AM9922

gibco, Grand Island, NY, USA
17105-041

gibco, Grand Island, NY, USA
31966-021

PromoCell, Heidelberg, D

Growth Medium Kit, C-22110

AppliChem GmbH, Darmstadt, D
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FCS

Gelred Nucleid Acid Stain

Glykol/Harzl6sung

Hamalaun

HEPES (1M in H20)

Methanol

murin rekombinantes IFNb

murin rekombinantes IFNy

murin rekombinantes IL1b

human rekombinantes IL6

human rekombinantes TNFa

murine IL-6 ELISA

Natronlauge 5M

A2551, 2500

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, D

filtr. Bovine serum EU Professional, P30-8500

BIOTIUM, CA, USA

Cat. No. 41003

Sakura Finetek Germany GmbH, D
Tissue-Tek, OCT Compound, REF 4583
AppliChem GmbH, Darmstadt, D
Meyers Hamalaun, A0884.0500
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
83264

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Art. Nr. 8388.5

PBL Assay Science, Piscataway, NJ, USA
Cat No 12400-1

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, D

Cat No 130-105-774

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
Cat No 401-ML-005

PeproTech GmbH, D

CatNo: 200-06

PeproTech GmbH, D

Cat No 200-06

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
Cat. No. DY406

MERCK, Darmstadt, D

1.09913.0001
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Normalserum (rabbit)

PBS

PenStrep

Permount

REDTaqgReadyMixPCR

RNA-Isolation

Roti-Histofix 4%

RTQ-PCR

Salzsaure 32%

Schwefelsaure 1M

TMB Substrat-Reagent Set

TRIS PUFFERAN

Tween 20

Wasserstoffperoxid 30 %

DAKO, Glostrup, DNK

X0902

SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, USA
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, D8537
SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, USA
P0781-100ML

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Permount Mounting Media, SP15-100
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Cat. No. R2523-100RXN

Analytik Jena GmbH, Jena, D

inuPREP RNA Mini Kit 2.0, REF 845-KS-2040250

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Art. Nr. PO87.6

Qiagen, Hilden, D

QuantiNova SYBR Green RT-PCR Kit, REF 208156

MERCK, Darmstadt, D

EMSURE 1.00319.1000

MERCK KGaA, Darmstadt, D
K26573231 921

BD Biosciences, San Diego, CA, USA
Cat No. 555214

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Art. Nr. 4855.2

Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn, D
Cat No. 822184

Carl-Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
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Art. Nr. 9681.4

Xylene AppliChem GmbH, Darmstadt, D

131769.0314

8.1.4 Puffer

ACK-Lyse Puffer

Base-Losung 50x (DNA-Extraktion)

Blocking Solution (ELISA)
Blocking Solution (IHC, CD4)
Blocking Solution (IHC, CD68)

Collagenase/Dispase-Solution

EDTA (Zellisolation)

Elektrophorese Puffer 50x TAE Puffer

MACS-Puffer

Neutralisationslosung 50x (DNA-Extr.)
Reagent Diluent (ELISA)
Waschpuffer (ELISA)

Waschpuffer (IHC, CD4)

Waschpuffer (IHC; CD68)

0,15 M NH4CI; 10 mM KHCOs;
0,1 mM Na2EDTA in H20, pH =7,4

12,5 ml 5N NaOH, 1 ml 0,5 M EDTA, 36,5 ml
Aquagest, pH12

1% BSA in 1x PBS
5% rabbit-serum, 10% BSA in 1x PBS
10% rabbit-serum, 10% BSA in 1x PBS

7,5 mg Collagenase VIII, 50ul 1M HEPES,
5ml HBSS, 1 U/ml Dispase, 250 U/ml
Collagenase |

pH 8 0,5M EDTA in H20 pH 8

2 M Tris; 1 M Essigsaure; 50 mM Na:EDTA
in H2O, pH = 8,3

50 ml PBS (pH 7,2) + 500 ul FCS + 200 pl
0,5 M EDTA

15,75 g Tris-HCL in 50 ml Aquagest, pH5
1% BSA in 1x PBS

0,05% Tween 20 in 1x PBS

1x PBS, 0,1 % BSA, 1 % FBS

1x PBS, 0,1 % BSA
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8.1.5 Primer

PCR

Fas Primer (forward) 5GTA AAT AAT TGT GCT TCG TCA G’3

Fas/Etn Primer (reverse) 5TAG AAA GGT GCA CGG GTG TG'3

Fas Primer (reverse) 5CAA ATC TAG GCA TTA ACA GTG’3

NEO 3 (forward) 5CGT CCA GAT CAT CCT GAT C’'3

NEO 4 (reverse) 5ATT GAA CAA GAT GGA TTG CAC’3

IL-6 (forward) 5TTC CAT CCAGTT GCC TTC TTG 248 G'3

IL-6 (reverse) 5TTC TCATTT CCACGACGATTT CCC’3

RTQ-PCR

QuantiTect Primer Assay

Qiagen, Hilden, D
Mm_IL-6_1_SG, QT00098875
Mm_IL-1R_2_SG, QT01048355
Mm_IL-34_1_SG, QT00198142
Mm_CSF-1_1_SG, QT01164324
Mm_IL-18_1_SG, QT00171129
Mm_CD68_1_SG, QT00254051
Mm_CD4_1_SG, QT00096166
Mm_TNF-alpha_1_SG, QT00104006
Mm_S100a8_1_SG, QT00250264
Mm_Actb_2_SG, QT01136772
Mm_Ccl2_1_SG, QT00167832
Mm_Vcam1_1_SG, QT00128793
Mm_Icam1_1_SG, QT00155078
Mm_Cxcl10_1_SG, QT00093436

Mm_Vegfa_1_SG, QT00160769
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weitere Primer SIGMA Aldrich, St. Louis, MO, USA
IFN-alpha forward:
5-TGC TGG CTG TGA GGA CAT AC-3'
IFN-alpha reverse:

5'-TCC 550 TCT CCACAC TTT GTC TCA G-3'

8.1.6 Antikorper
CD4 BD Biosciences, San Diego, CA, USA

purified rat anti-mouse CD4 (0,5 mg/ml), Cat. No. 553043
CD68 Bio-Rad AbD Serotec Limited, Oxford, GBR

purified rat anti-mouse CDG68 (0,25 mg/ml), Cat. No. 1957
lgG Abcam, Cambridge, GBR

DyLight® 488 labeled goat anti-mouse 1gG (H+L), ab96879
anti-rat Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Biotinylated rabbit anti-rat, mouse adsorbed, Cat. No. BA-4001
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8.2 Klassifikation des SLE

Kriterium

Definition

Schmetterlingserythem

fixes Erythem, flach oder erhaben Uber den Wangen, oft Aussparung der

Nasolabialfalten

Diskoider Hautbefall

erythematds, keratotisch, atrophe Narben

Photosensibilitat

Hautreaktion auf Sonnenlicht

Orale Ulzeration

orale oder nasopharyngeale Ulzerationen, i.d.R. schmerzlos

Arthritis nichterosive Arthritis von =2 peripheren Gelenken
Serositis Pleuritis und/oder Perikarditis
Nierenbefall Proteinurie = 0,5 g/d oder = 3+

und/oder zellulare Zylinder

Neurologischer Befall

Krampfanfalle und/oder Psychose

Hamatologischer Befall

Hamolytische Anamie mit Retikulozytose und/oder
Leukopenie < 4000/ul und/oder
Lymphopenie < 1500/ul und/oder

Thrombozytopenie < 100000/ul

Immunologische Auffalligkeiten

anti-ds-DNA-Antikérper und/oder

anti-Sm-Antikérper

Antiphospholipid Antikérper
erhohte Serumspiegel IgG oder IgM Anticardiolipin-Ak
Nachweis Lupus-Antikoagulans

falsch-positiver Syphilis-Test = 6 Monate

Antinukleére Antikdrper

Positiver ANA-Titer

Tabelle 8 ACR-Kritieren zur Klassifikation des SLE von 1982 mit Update 1997 [1, 2]
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