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Einleitung und Ziel der Dissertation

1. Einleitung und Ziel der Dissertation

Der Systemische Lupus Erythematodes (SLE) ist eine komplexe autoimmune
Systemerkrankung, welche nahezu jedes Organ befallen kann und dessen
Pathogenese teilweise noch immer unklar ist. Die aktuellen immunsuppressiven
Therapiemoglichkeiten des SLE sind mit Nebenwirkungen und Komplikationen
verbunden, sodass stets nach neuen Therapieansatzen gesucht wird.

In mehreren wissenschaftlichen Arbeiten wurde bereits die Rolle des IL-18 und des
IL-13 in der Pathogenese des SLE untersucht und eine positive Korrelation mit
systemischer Erkrankung, Krankheitsaktivitat, Lupusnephritis und irreversiblen
Organschaden nachgewiesen. Die inaktiven Proformen des IL-18 und des IL-13
werden mittels des Enzyms Caspase-1 (oder IL-13 Converting Enzym) in die
biologisch aktive Form des IL-18 und IL-113 Uberfuhrt. Dieses Enzym stellt somit ein
mdglicher therapeutischer Angriffspunkt dar, um den pathogenetischen Effekt von IL-

18 und IL-13 zu hemmen.

Die Ziele dieser Arbeit sind die Rolle der Caspase-1 und der durch die Caspase-1
aktivierten Interleukine (IL-18 und IL-13) in der Pathogenese des SLE sowie die
Wirkung der Caspase-1 Inhibition als Therapiemdglichkeit zu untersuchen. Die
Hypothese, dass eine gezielte Caspase-1 Inhibition zu einer Besserung der
Krankheitsaktivitat fhren konnte, soll anhand von vier Gesichtspunkten an einem
MRL-Fas® Lupusmausmodell und anschlieRend an einem SLE-Patientenkollektiv

untersucht werden:

1. Untersuchungen uber die Wirkung der Caspase-1 Blockade auf die
Entwicklung der Lupusnephritis und der systemischen Krankheitsaktivitat im
MRL-Fas® Mausmodell

2. Differenzierung zwischen der Rolle der isolierten IL-18 und IL-1R3-Blockade auf
die Entwicklung der Lupusnephritis und Krankheitsaktivitat im MRL-Fas""

Mausmodell

3. Untersuchung des Wirkmechanismus der Caspase-1 im MRL-Fas"™

Mausmodells

10



Einleitung und Ziel der Dissertation

a. Untersuchung der Wirkung der Caspase-1-Blockade auf renaler IL-18,
IL-18, IFN-y, IL-12, TNF-a und Caspase Expression sowie auf die 0.g.

Zytokine im Serum und auf die renale Apoptoserate.

b. Untersuchung der Effekte auf die intra-renale Zytokin- und
Chemokinexpression sowie Anzahl und Aktivierungsstatus

infiltrierender Zellen.
4. Translation in den humanen systemischen Lupus erythematodes
a. IL-18 Konzentrationen im Serum in Korrelation zur Krankheitsaktivitat

b. Intra-renale Expression von IL-18
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Literaturdiskussion

2. Literaturdiskussion

2.1 Der Systemische Lupus Erythematodes (SLE)
- Klinik, Diagnostik, Therapie, Epidemiologie und Prognose -

Der SLE ist eine komplexe autoimmune Systemerkrankung, die nahezu jedes Organ
befallen kann und von einem variablen klinischen Verlauf charakterisiert ist.

Die Pravalenz schwankt zwischen 40 und 400 pro 100.000 Einwohner, je nach
ethnischer Zugehorigkeit und Geschlecht. In Deutschland betragt sie 36,7 pro
100.000 Einwohner mit einem Verhaltnis von Frauen zu Mannern von 4:1. (1) Die
Erkrankung beginnt vor allem zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr auf, kann sich

allerdings in jeder Altersgruppe, auch im Kindesalter manifestieren.

Der klinische Verlauf zeigt zumeist einen Wechsel von Schiben und
zwischenzeitlicher Remission. Die initialen Symptome sind meistens unspezifisch mit
febrilen oder subfebrilen Temperaturen, einer ausgepragten kognitiven und/oder
korperlichen Fatigue-Symptomatik, Krankheitsgefihl, Gewichtsverlust sowie
Arthralgien und Myalgien.

Dazu zeigen sich Symptome, die zu dem jeweiligen Organbefall passen.

Bei ungefahr 75% der SLE-Patienten ist die Haut betroffen, bei 25 % sogar als
Erstsymptom. Der akut kutane Lupus erythematodes, der als Schmetterlingserythem
oder als generalisiertes makulopapuléses Exanthem auftreten kann ist einer der
Lupus erythematodes spezifischen Manifestationen. Dazu zahlen auch der diskoide
Lupus erythematodes (DLE) und der subakut kutane Lupus erythematodes (SCLE).
Der erste ist durch entziindliche erythematdse Plaques charakterisiert, die zu
Vernarbungen und in behaarten Bereichen zur irreversiblen Alopezie fihren. Beim
SCLE treten symmetrische anulare Hautveranderungen ohne Narbenbildung auf.
Weitere allerdings LE-unspezifische Hautmanifestationen sind z.B. periunguale
Teleangiektasien, Livedo Racemosa oder Raynaud-Syndrom.

Eine evidente Nierenbeteiligung tritt bei circa 50 % der SLE Patienten auf, wobei
durch immunhistochemische Farbungen von Nierenbiopsien bei fast jedem Patienten
eine Immunkomplexnephritis nachzuweisen ist. Das Auftreten einer Lupusnephritis
(Glomerulonephritis) ist prognostisch relevant und manifestiert sich mit Proteinurie,
Erythrozyturie und Zylindurie sowie im weiteren Krankheitsverlauf mit pathologischen
Nierenfunktionsparametern und einer erhdhten Konzentration von harnpflichtigen
Substanzen im Serum. Eine Nierenbiopsie ist bereits bei einer geringen Proteinurie
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Literaturdiskussion

im Bereich von 300-500 mg/d indiziert oder bei wiederholtem Vorliegen eines aktiven
Sediments oder einer unklareren Erhohung von Nierenfunktionsparametern. Dies
ermdglicht eine morphologische Klassifikation in einer der sechs Formen (revidierte
histologische Klassifikation der Lupusnephritis 2004), die einer entsprechend
differenzierten Therapie bedurfen.

Etwa die Halfte der Patienten weisen unspezifische und indolente Lymphknoten-
Schwellungen auf mit histologischem Nachweis einer follikularen Hyperplasie und
vereinzelten Nekrosen. Eine Splenomegalie ist typischerweise mit einer
periarteriellen Fibrose (sogenannte ,Zwiebelschalen-Lasion®) assoziiert. Eine
Leberbeteiligung manifestiert sich durch eine durchaus deutliche Transaminasen-
Erhéhung.

Bei etwa 90 % der Patienten kommt es zu Arthralgien, Myalgien und Arthritiden, die
bei einem chronischen Verlauf zu nicht destruierende, in seltenen Fallen auch
destruierenden Gelenkdeformierungen (Jaccoud-Arthropathie) fihren kénnen.
Mdgliche kardiovaskulare Manifestationen des SLE sind die frihzeitige
Arterioklerose, die zu den Haupttodesursachen des SLE zahlt, die Libman-Sacks-
Endokarditis sowie eine Perikarditis, Myokarditis und Koronararteriitis. Etwas seltener
kommt es auch zu einer pulmonalen Beteiligung (z.B. mit einer Pleuritis, Pneumonitis
oder Lungenfibrose), sowie zu Manifestationen des zentralen und peripheren
Nervensystems (z.B. mit Cephalgien und neuropsychatischen Manifestationen) oder

des Gastrointestinaltrakts (z.B. mit Diarrhoe, Erbrechen und intestinale Vaskulitiden).

(2)

Zur Diagnosestellung des SLE dienen neben den klinischen Manifestationen,
verschiedene Laborparameter. Insbesondere zeigt sich wahrend aktiver SLE-Phasen
eine hohe Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG). Das C-reaktive Protein (CRP) ist
hingegen normwertig oder nur leicht erhdht. Des Weiteren lassen sich im Blutbild oft
Zytopenien (Thrombozyto-, Leukozyto- oder Lymphozytopenie) sowie
autoimmunhamolytische Anamien nachweisen.

Daruber hinaus sind serologische Parameter wie antinuklearen Antikdrpern (ANA),
anti-dsDNA, anti-Sm Antikdrper, anti-Phospholipid Antikérper sowie ein erniedrigtes
Komplement (C3, C4 oder CH50) Teil der immunologische Parameter zur

Klassifizierung des SLE.

Die Therapie des SLE orientiert sich an der Krankheitsaktivitat sowie an den

vorhandenen Organbeteiligungen. Bis auf ein Medikament (Belimumab) sind die
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beim SLE eingesetzten Therapien pathophysiologisch nicht spezifisch ausgerichtet
und basieren auf wenigen randomisierten kontrollierten Studien.

Bei allgemeinen konstitutionellen Symptome sowie bei einem leichten bis
mittelschweren Erscheinungsbild werden Antimalariamittel, Glukokortikoide (GC) und
nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) empfohlen. Bei persistierender
Krankheitsaktivitat sollte gegebenenfalls auch eine immunsuppressive Therapie mit
Methotrexat, Azathioprin oder Mycophenolat Mofetil (MMF) erwogen werden, um GC
einzusparen. (3) (2)

Eine Kombination von GC und Immunsuppressiva sollte bei SLE mit schweren
Verlauf und aktiver Organbeteiligung (z.B. bei einer Glomerulonephritis Klasse Ill und
IV) direkt angesetzt werden. Hier kommen Azathioprin, MMF oder Cyclophosphamid
als Induktionstherapie und MMF oder Azathioprin als Erhaltungstherapie in Frage.
2011 wurde Belimumab, ein monoklonaler Antikorper gegen den B-
Lymphozytenstimulator Blys, als Zusatztherapie bei Antikdrper-positivem SLE, als
erstes SLE-spezifisches Medikament in Europa zugelassen. Die Indikation zur
Belimumab-Therapie wird bei SLE-Patienten gestellt, bei denen trotz
Standardtherapie eine hohe Krankheitsaktivitat, Unvertraglichkeit gegenuber anderen
SLE-Medikamente oder ein hoher GC-Bedarf besteht. (3) (2) (4) (5)

Dank einer friheren Diagnosestellung sowie eines besseren und zlgigeren
Managements mit differenzierter Behandlung hat sich die Prognose des SLE
innerhalb der letzten 50 Jahren signifikant gebessert (1955 vs. 2003:
Flnfjahresiberlebensrate 5% vs. 95%, Zehnjahresuberlebensrate 0% vs. 92%). (6)
Trotz der verbesserten SLE-Prognose, gibt es immer noch einen nicht geringen Tell
von Patienten, die kein oder nur ein unzureichendes therapeutisches Ansprechen
durch die medikamentése Therapie erreichen sowie Patienten, die unter den
zugelassenen Medikamenten schwere Nebenwirkungen aufweisen.

Infektionen, kardiovaskulare Komplikationen und die Lupus Nephritis (LN) tragen in
der Tat immer noch in hohem Mal3e zu Morbiditat und Mortalitat bei SLE-Patienten
bei und eine kurzlich publizierte Studie zeigte eine fehlende Besserung der Mortalitat
bei SLE-Patienten in den letzten 2 Jahrzenten. (7) (8) (9)

Belimumab, das einzige zugelassene Biologikum flr SLE, wurde in der Phase Ill der
klinischen Studien nicht fur Patienten mit schwerer LN zugelassen, die somit auch
von der aktuellen einzig mdglichen biologischen Therapie ausgeschlossen sind.

Die Therapie des SLE ist somit noch mit groRen Schwierigkeiten sowie oft mit
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unzureichender Effektivitat verbunden und gleicht laut dem Lupus-Experten R.J. Falk
»,mehr einer Kunst als einer Wissenschaft®. (10) Aus diesem Grunde sind weitere
umfassende Studien Uber die Pathogenese des SLE und hiernach die Entwicklung

von neuen zielgerichteten Therapiemdglichkeiten von erheblicher Bedeutung.

2.2 MRL-Fas"‘", ein Lupus-Mausmodell, das dem humanen SLE sehr ahnlich ist

Lupus-Mausmodelle kdnnen in zwei unterschiedliche Gruppen aufgeteilt werden:
spontane und induzierte (einschlieBlich ,Gene Targeting“). Die meist verwendeten
Lupus-Mausmodelle, die spontan einen SLE entwickeln, sind NZB/W, BXSB/Yaa und
MRL-Fas® M&use.

MRL-Fas” Mause weisen wie der MRL +/+ Stamm, die MRL-Hintergrundgene auf.
Diese Gene fuhren zur Ausbildung eines dem humanen systemischen Lupus
erythematodes ahnlichen Krankheitsbild. Dazu weist der MRL-Fas™ Mausstamm
eine Mutation im Fas-Gen (CD95) auf, die sich mit der Expression eines
funktionsuntlchtigen Fas-Rezeptors (Fas-R) zeigt. (11) Durch eine Fas-Liganden
/Fas-R Interaktion kommt es normalerweise zur Induktion der Apoptose um eine
Expansion autoreaktiver Leukozyten und somit die Entstehung autoimmuner
Prozesse zu unterbinden. Die Genmutation in den MRL-Fas™ M&usen fiihrt hingegen
zu einer ausgepragten Lymphoproliferation, zu einer Akkumulation autoreaktiver T-
Zellen und zu einer Zunahme von zirkulierenden Immunkomplexen (IC). Aus diesem
Grund kommt es im MRL-Fas"™ Mausstamm zur Entwicklung von
Krankheitssymptomen bereits in einem Alter von 3 Monaten.

Unter allen SLE-Mausmodelle entwickeln die MRL-Fas™ Mause einen multi-organ
SLE, der dem humanen SLE sowohl klinisch als auch pathogenetisch sehr ahneilt.
Besonders die Nieren- als auch die Hautbeteiligung, allerdings auch eine
ausgepragte Lymphoadenopathie und Splenomegalie, die Lungen-, die Tranen- und
Speicheldrisenbeteiligung sowie die arthritischen Gelenkveranderungen sind mit
dem humanen SLE vergleichbar. (12) Die Nierenbeteiligung zeigt sich durch IC-
Ablagerungen und Infiltration von Monozyten und Lymphozyten in glomerulare,
interstitielle und perivaskulare Bereiche. Die rapid progressive GN flhrt bereits ab
einem Alter von 3 Monaten zu Nierenveranderungen und ab einem Alter von 6
Monaten zu einer Mortalitat von 50%. Die kutane Beteiligung tritt wie beim Menschen
sehr haufig auf (80% Inzidenz) und wird durch einen Leukozyten-abhangigen

Entzindungsprozess vermittelt. Auch im Falle der kutanen Beteiligung wird diese
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bereits ab einem Alter von 3 Monaten manifest und zeigt eine Zunahme der Inzidenz
und des Schweregrades im weiteren Verlauf. Zudem lassen sich im Serum eine
Vielzahl an Autoantikorper, wie z.B. anti-DNA und anti-Sm nachweisen. (13) (14)
MRL-Fas" Mause eignen sich somit besonders fiir Studien tiber SLE und wurden
haufig zur Untersuchung der pathogenetischen Rolle von verschiedenen Zytokinen

verwendet.

2.3 Pathogenese des SLE

Der SLE ist eine sehr heterogene Erkrankung mit einer komplexen und zum Teil
noch unklaren Atiopathogenese. Das Auftreten klinischer Symptome beim SLE setzt
eine genetische Disposition voraus, die allerdings meistens nicht auf dem Defekt
eines einzelnen Gens, sondern auf dem kumulativen Effekt verschiedener
Gendefekte basiert. Unterschiedliche Stressfaktoren wie u.a. UV-Licht, Infektionen,
Rauchen und Medikamente flhren a.e. Uber epigenetische Mechanismen zu einem
immunologischen Toleranzbruch. Die Mechanismen, wodurch es im adaptiven
Immunsystem zum Toleranzbruch gegen korpereigene Strukturen kommt, sind
insbesondere Clearance-Defekte von IC und apoptotischem Material, eine
gesteigerte NETose (Freisetzung von NETs — (neutrophile extrazellulare Traps)) und
eine Hochregulation von Typ-I-Interferonen (Typ-I-IFN). Hierdurch kommt es zur
Induktion von Autoimmunprozessen sowie im weiteren Verlauf zur Amplifizierung
chronischer Autoimmunprozesse.

IFN-a ist unter den Typ-I-IFN primar mit systemischer Autoimmunitat verbunden. Es
fordert die Reifung von plasmazytoiden dendritische Zellen (pDC), die wiederum
durch Antigenprasentation die Expansion autoreaktiver T-Zellen anregen. T-Zellen
tragen vor allem durch Freisetzung von Zytokine wie IFN-y oder IL-2 sowie hiermit
verbundene kostimulatorische Mechanismen zur Pathogenese des SLE bei.
Weiterhin kénnen IL-17-produzierende T-Zellen beim SLE durch zellulare
Mechanismen direkt zu Endorganschaden fuhren.

Unter IFN-I Stimulation sezernieren pDC BAFF (B-cell activating factor), wodurch die
Differenzierung von B-Zellen und den Immunklassenwechsel geférdert werden.
Autoantikdrper-sezernierende Plasmablasten/Plasmazellen und B-Zellen als deren
Vorlaufer spielen eine zentrale Rolle in der Pathogenese des SLE. Charakteristisch
bei SLE-Patienten ist eine B-Zell-Hyperaktivitat, die sich wahrend SLE-

Aktivitatsphasen in der Expansion von zirkulierenden kurzlebigen Plasmablasten
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wiederspiegelt.

Neben proliferierenden B-Zellen und die kurzlebigen Plasmablasten bilden sich auch
autoreaktiven Gedachtnisplasmazellen wodurch es zu einer Chronifizierung der
Erkrankung sowie zu einer Therapierefraktaritat kommt.

Beim SLE sind mehr als 100 pathogene Autoantikérpern bekannt, die nicht nur
gegen Zellkernbestandteile (dAsDNA, Nukleosomen, Sm, UTRNP, Ro/SSA und
La/SSB) sondern auch gegen zytoplasmatische Antigene (ribosomale P-Proteine),
Komplementfaktoren, Zelloberflachenmolekile sowie Phospholipide gerichtet sind.
Autoantikdrper binden sich an Nukleinsauren oder Zellfragmenten und bilden IC, die
durch Ablagerung ins Geweben zu einer Komplement-Aktivierung und —Verbrauch
sowie wiederum zu einer Entziindungsreaktion mit Zerstérung des Gewebes fihren.
(15) Wie in einer positiven Feedback-Schleife stimulieren IC das angeborene
Immunsystem durch Toll-like Rezeptoren (TLRs) weiter und tragen somit auch zur
Chronifizierung der Erkrankung bei. Autoantikrper kbnnen des Weiteren
entzundliche Prozesse direkt initiieren, sowie zur Zelllyse oder vorzeitigen
Phagozytose von Zellen flhren (z. B. bei Zytopenien). Zudem aktivieren
Autoantikérper Rezeptoren oder hemmen Clearance-Mechanismen von

apoptotischem Material. (16) (17)

2.4 Rolle der Interleukin-1 Familie in der Pathogenese des SLE

Interleukine (IL) sind immunmodulatorische Peptide, die zu der Uberfamilie der
Zytokine gehdren. Das Wort Interleukin stammt aus dem Lateinischen: inter =
zwischen und Griechischen leukos = weil3. Das Hauptziel der IL ist in der Tat die
Kommunikation zwischen den verschiedenen Zellen des Immunsystems und die
Modulation der Immunantwort gegen fremde oder eigene Antigene.

Zahlreiche Studien haben bewiesen, dass eine gestorte Regulierung der IL-
Produktion und Synthese an der Aufrechterhaltung der immunologischen und
inflammatorischen Antwort und somit an der Pathogenese vieler autoimmuner

Erkrankungen beteiligt ist.

Die Familie der Interleukine-1 umfasst 11 Interleukine, einige mit
proinflammatorischen, andere mit antiinflammatorischen Eigenschaften. IL-1qa, IL-11}
und IL-18, die gemeinsame Aspekte in der Regulation, Expression und Sekretion

aufweisen, sind die meist untersuchten Interleukine im Rahmen autoimmuner
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Erkrankungen und wurden bereits in mehreren Studien mit der SLE-Pathogenese in

Zusammenhang gebracht.

Im Gegensatz zu IL-18, ist IL-1R nicht nachweisbar im Serum von gesunden
Kontrollen. Aufgrund seiner starken entzindlichen Wirkung, wird seine Aktivitat durch
die Expression von Rezeptoren und mehreren Inhibitoren genau abgestimmt. IL1Ra
ist z.B. ein solubler IL-1- ahnlicher Antagonist, der am IL-1 Rezeptor (IL-1R1) bindet
und somit die Bindung von IL-1 an IL-1R1 verhindert.

Eine pathologische Ubermaliige Aktivitat von IL-1 unterliegt einer grolen Anzahl von
autoimmunen, autoinflammatorischen, kardiovaskularen und chronischen
Erkrankungen und dies wurde auch durch die Effektivitat der Therapie mit Anakinra
(rekombinante IL-1R Antagonist) oder Canakinumab (Anti-IL-1R-Antikdrper)
bewiesen. (18)

Die Rolle von IL-1R in der Pathogenese des SLE ist allerdings kontrovers. Wahrend
einige Studien eine klare Korrelation zwischen Serum-IL-1[3 Konzentration und
Krankheitsaktivitat (19) (20) (21) sowie Organschaden (22) aufweisen, fanden
andere Studien keine relevante Assoziation. (23) (22)/ (19) Wenige Studien fanden
erhohte IL-113 Serum-Konzentrationen bei SLE-Patienten mit einer LN. (24)

Der Grund dieser widersprichlichen Daten ist unklar, vermutlich wird IL-13 nur
vorubergehend im Serum sezerniert, bzw. ausschliellich in betroffenen Geweben
exprimiert. Die Messung von IL1R im Serum scheint somit nicht die optimalste
Methode zu sein, um die Rolle dieses IL in der SLE-Pathogenese zu bestimmen.
Allerdings konnten auch verschiedene genetische Studien keine Polymorphismen
des IL-1R finden, die mit einem erhdhten Risiko fur die Entwicklung eines SLE
verbunden seien. (25) (26)

IL-18 ist strukturell mit der IL-1 Familie verwandt und trotz unterschiedlicher
Genexpression, Synthese und Expression, haben IL18 und IL-13 einen gleichen
Aktivierungsweg. IL-18 wird von unterschiedlichen Zellen sezerniert.
Monozyten/Makrophagen und dendritischen Zellen stellen die wichtigste IL-18 Quelle
dar, allerdings sind auch Keratinozyten, Osteoblasten, intestinalen epithelialen
Zellen, Zellen der Nebennierenrinde und renalen tubularen Epithelzellen (TEZ) an
der Synthese von IL-18 beteiligt.

IL-18 wurde urspringlich als Faktor identifiziert, der die Synthese von IFN-y durch T-
Zellen und NK-Zellen fordert und wurde deswegen auch als ,IFN-y induzierender

Faktor* bezeichnet. Mittlerweile sind weitere sowohl proinflammatorische als auch
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immunmodulierende Funktionen von IL-18 bekannt. Durch die IFN-y Produktion und
Proliferation von T-Zellen sowie die Induktion und Verstarkung der zytotoxischen
Aktivitat von NK-Zellen wird ihm eine wichtige Rolle in der Regulation der Antwort
von T1-Helferzellen (Th1-Zellen) zugewiesen. Zudem ist IL-18 an der Induktion von
Zytokine in Th1-, Th2-Zellen, Monozyten, Makrophagen und Natural killer (NK)-
Zellen beteiligt. Weiterhin kann IL-18 die Expression von Adhasion- und
kostimulatorischen Molekillen sowie die Freisetzung von Matrix-Metalloproteinasen
fordern. Insgesamt spielt IL-18 somit eine entscheidende Rolle in der
Entzindungskaskade und im folgenden Gewebeschaden.

Es ist bereits bekannt, dass IL-18 eine relevante pathogenetische Rolle in vielen
Autoimmunerkrankungen spielt wie z.B. bei der rheumatoiden Arthritis, dem Sjogren
Syndrom, der primaren biliaren Cholangitis, den chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen, im Morbus Behget und dem SLE. (27) (28)

Mehrere Studien haben bereits die Bedeutung des IL-18 in der Pathogenese des
SLE bewiesen, insbesondere bei der LN (22) und beim kutanen Lupus
erythematodes. (29) Eine Studie von Wong et al., die von Park et al. sowie von
weiteren Studiengruppen bestatigt wurde, zeigte, dass die Serumkonzentration von
IL-18 in SLE-Patienten deutlich hdher als in den Kontrollen ist und, dass die
Konzentration mit der Krankheitsaktivitat, insbesondere mit SLEDAI und Anti-dsDNA
korreliert. (30) (31) (32) (33) Eine relevante Korrelation der IL-18 Konzentration
wurde auch in Patienten mit LN im Vergleich zu SLE-Patientin ohne LN gefunden
sowie mit dem LN-Stadium (héchste IL-18 Konzentration im Stadium |V, gefolgt von
Stadium V). (22) (33) (34) Eine Korrelation mit einer anderen Organbeteiligung, wie
z.B. des zentralen Nervensystems oder eine kardiale Beteiligung fand sich hingegen
nicht. (33) (35)

Durch die immunhistochemische Farbung von Nierenbiopsien konnte auch eine
erhdhte glomerulare Expression von IL-18 in SLE-Patienten mit GN nachgewiesen
werden. Hier spielt IL-18 eine entscheidende Rolle in der Migration von dendritischen
Zellen in die Niere. (36) (34)

Weiterhin wurde die IL-18 Konzentration im Urin untersucht. In gleicher Weise konnte
hier eine Korrelation von IL-18 mit akuter Tubulusnekrose, akuter Niereninsuffizienz
und verzogerte Transplantatfunktion gezeigt werden. (28)

Auch genetische Studien konnten die Rolle von IL-18 als pathogenetischer Faktor
des SLE bestatigen. Verschiedene Polymorphismen in der Promoter Region von IL-

18 wurden mit einem erhohten Risiko eines SLE zu entwickeln assoziiert. (37) (38)
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Obwohl schon viel Uber die Rolle von IL-18 und der SLE-Pathogenese erforscht und
bekannt ist, bleibt einiges noch unklar bzw. kontrovers. Petrackova et al. konnten
eine Assoziation zwischen Organschaden (SDI (SCLICC-ACR Damage Index) >0)
und erhdhte IL-18 Serum Konzentrationen nachweisen. (39) In einer anderen
prospektiven Studie mit einem gréReren Patientenkollektiv fand sich allerdings keine
relevante Korrelation. Hier konnte allerdings bewiesen werden, dass eine hohe IL-18
Serum-Konzentration mit einem Organschaden in der Folgeuntersuchung einherging,
sodass IL-18 als ein pradiktiver Biomarker fir Endorganschaden in Frage kommt
(22). Des Weiteren fand sich eine Korrelation mit der GN-Klasse mit besonders
hohen Titern bei der diffusen proliferativen und membranosen Glomerulonephritis
(GN) (Klasse IV und V Nephritis laut der WHO-KIlassifikation) (35). Auch diese
Assoziation ist allerdings kontrovers und konnte in einer Studie nicht bestatigt
werden. (22)

2.51L-18 und IL-1R im MRL-Fas'"" Mausmodell

Im MRL-Fas® Mausmodell zeigt sich eine Korrelation zwischen erhéhter IL-18 Gen-
Expression mit dem Schweregrade und dem Fortschreiten des SLE. (40) Mause mit
einem IL-13 Mangel weisen wiederum eine reduzierte Krankheitsaktivitat sowie eine
niedrigere Konzentration an dsDNA- und proinflammatorische Zytokine im Vergleich
zu Kontrollmausen und Mausen mit einem IL-1a Mangel auf. (41)

Ebenso konnte in der MRL-Fas™-Maus eine Hochregulation der IL-18 Expression in
allen beteiligten Organen, einschliel3lich in den nephritischen (42) Nieren,
nachgewiesen werden. Aul’erdem konnte im Lupus-Mausmodell durch eine IL-18
Gabe die Nierenerkrankung exazerbiert werden und wiederum durch eine IL-18
Hemmung die Lymphoproliferation sowie die Nephritis gelindert und die Lebensrate
verlangert werden. Die IL-18 Inhibition erfolgte in vivo in einem murinen Lupusmodell
mit wiederholter Gabe von einer cDNA, welche fir den Prekursor des IL-18 kodierte.
Diese geimpften Mause entwickelten hiermit Auto-AK gegen IL-18 und hatten eine
relevante prognostische Besserung des SLE. (43) (42) (44) Neumann et al. haben
auch gezeigt, dass in MRL-Fas™-Mause Lymphknoten (LK)-Zellen sowie
autoreaktive T-Zellen aus LK eine Hyperexpression von IL-18 Rezeptoren und somit
eine hyperreaktive Antwort auf IL-18 aufweisen. (45)

Kinoshita et al. untersuchten die SLE-Expression in MRL-Fas™ Mause mit Knock-

down von IL-18 Ra, eine der zwei Untereinheiten des IL-18 Rezeptors. Die Mause
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wiesen eine abgeschwachte Systemerkrankung auf, mit einer relevanten Besserung
der Haut-, Nieren- und Lungenbeteiligung sowie eine verlangerte Lebensrate. Eine
komplette praventive Wirkung konnte allerdings nicht festgestellt werden. IL-18
induziert die Sekretion von verschiedenen Zytokine, u.a. TNFa durch Makrophagen.
Neben einer signifikanten Reduktion der IFN-y Transkription in der Niere fand man
erwartungsgemald auch eine und reduzierte TNFa -Transkription. Da der
Isotypenwechsel von Anti-DNA IgM zu IgG IFN-y-abhangig ist, fand sich in den IL-
18Ra knock-down Mause auch eine signifikant niedrigere Konzentration von IgG2a
anti-DNA. (46)

Favilli et al. haben sich in ihrer Studie mit der Frage befasst, ob IL-18 als Folge der
autoimmunen Antwort mit mehreren anderen Zytokinen freigesetzt wird oder, ob IL-
18 eine zentrale Rolle in den pathogenetischen Mechanismen spielt, die die
Erkrankung initiieren. Hierflr untersuchten sie IL-18 in LK, die bereits bei
Krankheitsbeginn involviert sind und fanden eine deutlich verstarkte Genexpression
und Proteinsynthese bereits vor Ausbruch des SLE, (28) sodass vermutlich IL-18
unter den pathogenetischen Mechanismen zahlt, die zur Lymphoadenopathie und im
weiteren Verlauf zur systemischen Erkrankung fuhren. IL-18 hat zum Teil
vergleichbare Funktionen sowie synergistische Mechanismen mit IL-12 unter
anderem die Aktivierung von NK Zellen und zytotoxischen T-Lymphozyten sowie die
IFN-y Synthese. Trotz funktioneller Ahnlichkeit weisen IL-12 und IL18 allerdings
unterschiedliche intrazellulare Signalwege. IL-12 aktiviert Stat4 und Ubertragt sein
Signal durch Janus Kinase 2 und TYK. Bei einer IL-12 Hemmung durch Knock-down
von Stat4 zeigte sich allerdings ein klinisches Erscheinungsbild, welches mit dem der
wild-type Maus vergleichbar ist. Durch eine Hochregulation von IL-18 fand ein
kompensatorisches proinflammtorische Mechanismus statt, sodass postuliert werden
kann, dass IL-18 auch unabhangig von IL-12 eine IFN-y Synthese fordern kann, die
zum Ausbruch des vollem SLE-Erscheinungsbild ausreichend ist. (47) IL-18-
defiziente Mause zeigen wiederum eine unterdrtickte IFN-y Produktion trotz normaler
IL-12 Konzentration. (46) Trotz synergischem Mechanismus von IL-12 und IL-18,
scheint unter den beiden Zytokinen nur eine IL-18 Hemmung als therapeutische Ziel

in Frage zu kommen.
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2.6 Aktivierungsmechanismen von IL-18 und IL-18: NLRP3-Inflammasom und

Caspase-1

Da mehrere Studien auf eine relevante pathogenetische Rolle des IL-18 und
vermutlich des IL-13 beim SLE und somit mdglicherweise auf eine Fehlregulation
ihrer Aktivierungsprozesse hinweisen, wurden weitere Studien durchgefuhrt, um
mehr Klarheit Gber die Aktivierungsmechanismen dieser Interleukine zu bekommen.
Ein besseres Verstandnis der Aktivierungsmechanismen von IL-18 und IL-13 kbnnte

in der Tat zur Entwicklung von neuen Therapietargets im SLE dienen.

Die inaktiven Vorformen von IL-1R und IL-18 werden durch das IL-1[3-converting
Enzym oder Caspase-1 zu reifen und aktiven Glykoproteinformen gespalten. (48)
Die Caspase-1 ist ein Heterodimer, das in verschiedenen Zellen exprimiert wird, u.a.
B-Zellen, neutrophile Granulozyten und Makrophagen und gehort zu der Gruppe der
Cystein-Proteasen, die an der Signalubertragung zum programmierten Zelltod und
an der Zytokinaktivierung beteiligt sind. (49) Zur Aktivierung der inaktiven IL-
Proformen bilden zwei Caspase-1 Molekulle mit zwei Molekullen von Pro-IL-18 oder
Pro-IL-113 ein Tetramer. (50) Die Aktivierung der IL-Proformen erfolgt intrazellular und
erst die aktive Form wird sezerniert. Bei einer Caspase-1 Hemmung kommt es zur
Akkumulation von IL-13 und IL-18 sowohl innerhalb als auch aul3erhalb der Zelle, als
Hinweis, dass die Sekretion von IL-18 unabhangig von der Aktivierung stattfindet.
(51)

Eine Aktivierung von IL-18 kann alternativ auch durch die Proteinase-3 stattfinden.
Die Caspase-3 kann hingegen das Pro-IL-18 an verschieden Stellen spalten,
allerdings entstehen hierdurch nur biologisch inaktive Fragmente. Diese Caspase
gehort zusammen mit der Caspase 8 und 9 zu den Apoptose-induzierenden
Caspasen. (50) Durch eine Pan-Caspase-Inhibition werden die Caspasen 1, 3, 4
und 7 inhibiert wodurch neben der Interleukin-Aktivierung auch verschiedene

Kaskaden gehemmt werden. (52)

Nod-like receptors (NLRs) sind Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRR), die ahnlich
wie die Toll-like receptors (TLR) PAMP und DAMP (jeweils pathogen- und damage-
associated molecular patterns) erkennen und eine Immunreaktion zur Eliminierung
des Pathogens, bzw. eine Entziindungsreaktion einleiten. Wahrend es sich bei TLR

um membrangebundene Rezeptoren handelt, sind NLR I6sliche Proteine im Zytosol.
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NLR weisen eine dreigliedrige Struktur auf:
- eine Pyrin Domane am C-Terminus (PYD), worlber bestimmt wird, welche
Signalwege bei Aktivierung der Rezeptoren downstream ausgeldst werden
- eine C-terminale Domane, in der sich Leucin-reiche Sequenzen wiederholen
und, die PAMPs erkennt und bindet
- eine zentral gelegene namengebende NOD-Domane (nucleotide-binding
oligomerization domain), die der eigenen Oligomerisierung dient.
Bis dato sind 23 NLRs bekannt. NLRP3 dient der Zusammensetzung eines Multi-
Protein-Komplexes, das Inflammasom:
Die PYD-Doméane des NLRP3 ermdglicht die Interaktion mit einem Adaptor-Protein,
das ASC (apoptosis-associated speck-like protein), welches wiederum eine CARD-
Domane (caspase activation and recruitment domain) beinhaltet. Nach bestimmten
Signalen durch PAMPs und DAMPs, wie z.B. ATP kommt es durch CARD-CARD
und PYD-PYD Protein-Protein Wechselwirkung zur Interaktion von NLRP3 und ASC
Proteine und Bildung eines Proteingerustes. Dieses Proteingerust bildet zusammen
mit der Pro-Caspase-1 ein Multi-Protein-Komplex, das NLRP3-Inflammasom,
wodurch das Proenzym der Caspase-1 nach proteolytischer Spaltung in seiner

enzymatisch aktiven Form umgewandelt werden kann. (53) (54)

Unterschiedliche Signale kénnen zur Bildung des Inflammasom-Komplexes fuhren.
Wird ein PAMP oder DAMP durch ein TLR erkannt, wird NFkB, ein spezifischer
Transkriptionsfaktor, aktiviert. Dieser regt die Synthese von Pro-IL-103, Pro-IL18 und
NLRP3 an, die zunachst inaktiv im Zytoplasma verbleiben. Nach diesem ,Priming-
Ereignis® ist ein zweites Signal zur Bildung des Inflammasom-Komplexes notwendig.
Schroder und Tschopp haben hierzu drei mdglich Modelle vorgeschlagen: Bindet
sich extrazellulares ATP an ein P2X7-Rezeptor kommt es zum Transport von
intrazellularen Kalium-lonen nach auf3en und zur Bildung des NLRP3-Inflammasoms.
Alternativ I6sen PAMP und DAMP die Bildung von reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
und hierdurch die NLRP3-Aktivierung aus. Im dritten Modell kbnnen Umweltreize, wie
Asbest oder Siliziumoxid, Kristall- oder Partikelstrukturen bilden, die zur Freisetzung
von Cathepsin B aus dem Lysosom und anschlie3end zur Bildung des NLRP3-

Inflammasom-Komplexes fuhren. (55) (56)
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Abb. 2.1: Aktivierungskaskade vom Inflammasom-Komplex sowie der IL-18 und IL-18,
modifiziert aus Bo-Zong et al. 2015 (56):
Die Aktivierung des Inflammasom-Kompex braucht zwei Signale, ein Priming Signal (in rot
dargestellt) und ein zweites Signal (in schwarz dargestellt).
Priming Signal: Wird ein PAMP oder DAMP durch ein TLR erkannt, wird NFKB, ein spezifischer
Transkriptionsfaktor, aktiviert. Dieser regt die Synthese von Pro-IL-13, Pro-IL18 und NLRP3 an,
die zunéchst inaktiv im Zytoplasma verbleiben.
Zweites Signal: hier wurden mehrere mégliche Aktivierungskaskaden postuliert, Schroder und
Tschopp schlagen drei méglich Modelle vor:
1) Bindet sich extrazelluldres ATP an ein P2X7-Rezeptor kommt es zum Transport von
intrazelluldren Kalium-lonen nach auBen und zur Bildung des NLRP3-Inflammasoms.
2) PAMP und DAMP Iésen direkt die Bildung von reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und
hierdurch die NLRP3-Aktivierung aus.
3) Umweltreize, wie Asbest oder Siliziumoxid, bilden Kristall- oder Partikelstrukturen, die

zur Freisetzung von Cathepsin B aus dem Lysosom und anschlieBend zur Bildung des
NLRP3-Inflammasom-Komplexes fiihren. (55)
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2.7 Rolle des NLRP3-Inflammasoms und der Caspase-1 in der Pathogense des
SLE

Die pathogenetische Rolle des Inflammasoms wurde bereits in mehreren
autoinflammatorischen und rheumatologischen Erkrankungen erkannt. Bei den
Kryopyrinopathien fuhrt eine aktivierende Mutation vom NLRP3 zu einer pathologisch
erhdhten IL-13-Synthese. (57) In Gicht und Pseudogicht fihren jeweils
Mononatriumurat- und Kalziumpyrophosphat-Kristalle zu einer Aktivierung von
NLRP3 und folglich zu einer Gelenkentziindung. (58) Zudem werden Studien zur
pathogenetischen Rolle von NLRP3 in Diabetes mellitus Typ Il, entzindliche

Darmerkrankungen und metabolische Syndrom gefuhrt. (59) (60)

Auch beim SLE wurden bereits verschiedene Studien durchgefiihrt, um die
pathogenetische Rolle des NLRP3 und der Caspase-1 zu untersuchen.
Honarpisheh et al. konnten beweisen, dass die Expression von NLRP3 in den Nieren
von MRL-Fas"®-Mé&usen mit der Progression der LN parallel zunimmt. (61) In
Nierenbiopsien von SLE Patienten mit LN konnte vergleichsweise eine vermehrte
Expression von NLPR3 und Caspase-1 nachgewiesen werden. (62)

Die Hochregulation vom Inflammasom wurde durch mehrere Mechanismen erklart:
IC fUhren zur Hochregulation der TLR9-abhangigen Aktivierung von NFkB. (63)
Zudem fordert C3a die Aktivierung des Inflammasom-Komplexes durch eine
vermehrte ATP Freisetzung. (64) NETs (Neutrophil extracellular traps) werden von
einer Subgruppe von proinflammatorischen Lupus Neutrophilen freigesetzt. Diese
aktivieren die Caspase-1. IL-18 kann wiederum eine Freisetzung von NETs fordern,
daraus ergibt sich eine positive Feedback-Schleife, in der die Aktivierung des
Inflammasom zur Freisetzung von IL-18 fuhrt und IL-18 durch die NETose das

Inflammasom aktiviert. (65)

2.8 NLRP3-Hemmung -

Kontroverse Daten uber die Rolle von NLRP3 in der Pathogenese vom SLE

Nachdem die pathogenetische Rolle von NLRP3 im SLE erkannt wurde, erfolgten
mehrere Studien, die das Inflammasom als Therapietarget untersuchten. Tsai et al.
verabreichten NZB/NZW F4 Lupus-Mausen Epigallocatechingallat, das, durch eine
NFkB-Hemmung, die Hochregulation von NLRP3 unterdrickt. Hierdurch konnten

Niereninsuffizienz, Proteinurie und schwere Nierenschadigungen verhindert werden.
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(66) Des Weiteren fiihrte eine gezielte NFkB-Hemmung in MRL-Fas"”-Méause zur
Vorbeugung von LN und zur Reduktion der anti-dsDNA Titer um 50%. (67)

Sowohl in der Niere von MRL-Fas-Ma&usen als auch in den Nierenbiopsien von SLE
Patienten findet sich eine Hochregulierung vom Rezeptor P2X7, der an der
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms beteiligt ist. (68) Durch eine Inhibition des
P2X7-Rezeptors kommt es zu einer Hemmung von Anti-dsDNA, IC-Ablagerung
sowie Entzindungsreaktion in der Niere und Zhao et al. konnten eine positive
Wirkung der P2X7-Hemmung auf der LN sowohl in MRL-Fas'"- als auch in
NZM2328-Mause nachweisen. (69)

Neben diesen Ergebnissen, die die pathogenetische Rolle von NLRP3 im SLE
beweisen, zeigten einige Studien auch Daten, die genau das Gegenteil bewiesen.
Yang et al. fanden eine reduzierte Expression von Inflammasom-Bestandteile in
peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMCs) von SLE-Patienten. Die Expression
zeigte sogar eine umgekehrte Korrelation mit der Krankheitsaktivitat, sodass
womoglich eine protektive Wirkung des NLRP3 Inflammasoms postuliert wurde. (70)
Ma et al. bestatigten diese Erkenntnisse und fanden sogar eine negative Korrelation
zwischen Expression von NLRP3 in PBMCs von SLE Patienten und LN, sodass
NLRP3 vermutlich eine protektive Wirkung in der Pathogenese des SLE und der LN
haben kénnte. Die Expression von Caspase-1 korrelierte hingegen mit der
Krankheitsaktivitat und wurde nach der Therapie unterdrtckt. (71)

Lech et al. untersuchten NLRP3- und ASC-knock out B6™-Lupus Mause. Schon
innerhalb der ersten 6 Lebensmonaten zeigten diese Mause eine ausgepragte
Lymphoproliferation, Splenomegalie, T-Zell Infiltrate in der Lunge und eine schwere
proliferative LN, Merkmale, die bei den Kontroll- B6"'-Lupus Mausen nicht
nachweisbar waren. In den knock-out Mausen zeigten sich des Weiteren eine
Zunahme der DC und Makrophagen-Aktivierung, der Expression verschiedener
proinflammatorischen Mediatoren und der Expansion der meisten T- und B-Zell
Subtypen. (72)

Als mogliche Erklarung dieser Dichotomie der NLRP3-Inflammasom Rolle im SLE
konnten Shi et al. zeigen, dass die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms u.a. von
der Zellphase abhangig ist. Wahrend der Interphase fuhren LPS oder ATP zu einer
Inflammasom-Aktivierung, diese wird hingegen wahrend der Mitose durch die selben

Stimuli stark gehemmt. (73)
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2.9 Caspase-1 Hemmung

Fragestellung und Ziel der Untersuchung

Aufgrund der noch unklaren und dichotomen Funktion des NLRP3-Inflammasoms in
autoimmunen Prozessen, fokussierte man sich zunehmend auf die Caspase-1
Hemmung als Therapiemdglichkeit.

Bereits in verschiedenen Krankheitsmodelle, nicht ausschliellich aus dem
autoimmunen Formkreis, konnte durch eine Caspase-1 Inhibition eine klinische
Besserung erzielt werden. Sowohl eine genetische, als auch eine pharmakologische
Caspase-1-Hemmung fuhrten z.B. im Mausmodell zu einer relevanten Besserung der
Cisplatin induzierten Nephrotoxizitat. (74) Ebenso konnte durch eine Caspase-1
Hemmung im Mausmodell die Prognose nach intracerebraler Blutung gebessert
werden, a.e. durch Hemmung der Pyroptose. (75) Kong et al. zeigten eine Caspase-
1-Hemmung abhangigen Besserung der murinen akuten ,Graft-versus-host-disease®.
(76) Auch einige Studien Uber die Myasthenia gravis in einem Ratten-Modell ergaben
eine Besserung nach pharmakologischer Caspase-1 Hemmung. (77) (78)

Uber entziindliche Darmerkrankungen und die pathogenetische Rolle des NLRP3-
Inflammasoms und der Caspase-1 wurden bereits verschiedene Studien
durchgefuhrt. Pellegrini et al. zeigten, dass eine Caspase-1 Hemmung zu einer
Besserung der Colitis in der Ratte fihrt, allerdings ist hier eine direkte NLRP3-
Hemmung effektiver als eine Caspase-1 Hemmung. (79)

Gleicherweise konnten Aira et al. durch pharmakologische Inhibition der Caspase-1
in einem murinen Psoriasis-Modell eine relevante Besserung des klinischen,
immunhistochemischen und serologischen Erscheinungsbild der Psoriasis

nachweisen. (80)

Angesichts der mehrfach nachgewiesenen Rolle der Caspase-1 in der Pathogenese
des SLE, erhofft man sich auch hier eine valide Therapiemdglichkeit durch
Hemmung der Caspase-1 entwickeln zu kdnnen.

Es wurden bereits verschiedene Studien mit diesem Enzym als Therapietarget
durchgefuhrt: Kahlenberg et al. untersuchten das SLE-Erscheinungsbild in Caspase-
1 -/- Pristan-induzierten Lupus-Mausen. In diesen knock-out Mausen zeigten sich
eine fehlende Hochregulation der IL-18- und IL-13-Synthese sowie folglich eine
fehlende IFN-Typ | Immunantwort und keine Autoantikdrper- Entwicklung. Weiterhin
fand sich eine Aufhebung der normalerweise durch Pristan induzierten IC-GN. (81)

Neben der enzymatischen Aktivierung von IL-18 und IL-113 weist die Caspase-1 auch
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andere Funktionen auf, u.a. die Pyroptose, eine inflammatorische Variante des
programmierten Zelltods. Kahlenberg et al. postulierten, dass eine aberrante
Entfernung von pyropoptotische Zelltrimmern auch zur Pathogenese des SLE
beitragen kdnnte. Kahlenberg et al. konnten in Caspase 1-/- Mause in der Tat
weniger Annexin V detektieren, als Marker flr apoptotische und pyropoptotische
Zelltrimmer. (81)

Weiterhin konnten Kahlenberg et al. durch Hemmung der Caspase-1 eine
Verbesserung in der Differenzierung von endothelialer Progenitorzellen in reifen
Endothelzellen nachweisen. Dies zeigt, dass durch eine genetische Caspase-1
Hemmung auch einen protektiven Effekt auf das Gefallsystem erzielt werden kann.
(81)

Unserem Wissen nach, wurden bis dato keine pharmakologische Caspase-1
Inhibition in murinen Lupusmodellen untersucht. Die Ziele dieser Arbeit sind die Rolle
der Caspase-1 und der durch die Caspase-1 aktivierten Interleukine (IL-18 und IL-
1R) in der Pathogenese des SLE sowie die Wirkung der Caspase-1 Inhibition als

Therapiemoglichkeit zu untersuchen.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Verwendete Laborgerate

Abzug

ELISA Reader

ELISA Washer

FACSan

FolienschweilRautomat

Gefriertruhen

Kryostat

Kihlschranke

Mikroskop

Mikrotom

Neubauer Zahlkammer

NUAIRE, Inc., Minnesota, USA Classll, Biological

safety cabinet Modell NU 440-600E, Serial No 63231
ACS

Thermo Electron Corporation, Vantaa Finland
Appliskan Version 2.3 Type 2001
Ref. 523.0000

Tri Continent
Multiwash Advantage, Modell 8441-07

Becton-Dickinson, Mountain-View, USA

Hawo Geratebau GmbH Obrigheim D,
Typ HM500DL

Uni Equip, Martinsried, D -20°C

ThermoScientific Type HFC 586 Basic Klasse N -
80°C

Leica, Nussloch, D
Modell CM1850

Robert-Bosch Hausgerate GmbH Kuhl-Gefrier Kombi
Gerat Modell KKEE26A Cat. No. FD 7511

Lichtmikroskop Helmut Hund-GmbH, Wetzlar, D
Type Wilovert (2202889)

Modell RM2125

Neubauer Improved LAFONTAINE

29



pH Meter

Pipettus

Roéntgenkassette

Schiuttler

Sterile Arbeitsbank

Varioclav

Vortexer

Waage

Material und Methoden

Tiefe 0,01mm, Flache 0,002mm?2

Wissenschaft-Technische,
Werkstatten GmbH & Co KG,
Willheim Deutschland

Modell inoLab ph Level 1
Cat. No. 02400016

Hirschman Laborgerate, Deutschland Pipetus
standard Modell 8806295

Multipipettus Eppendorf

Siemens, Deutschland 18x24 cm Dr. Gross-

Suprema GmbH, Heidelberg, D 35x43 cm

Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik Vibrofix VF1

electronic

Heidolph Ruttler
Modell DUOMAX 2030

NUARE, Inc., Minnesota, USA Labgard Class II,

Laminar flow biological safety cabinet Modell NV 440-
600E

Thermo Scientific MSC Advantage

Thermo Electron LED GmbH
Langenselhold D, Type MSC 1.8

Dampfsterilisator Typ 500
H+P Labortechnik GmbH
Oberschleiffheim bei Minchen D

Heidolph Modell Reax Control

Satorius laboratory, Géttingen, D Digitalwaage
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Wasserbad

Zentrifugen

Material und Methoden

Feinwaage Capacity 110g x 0,1mg
Ohaus Analytical Plus 1105
AS Waagetechnik GmbH, Garching D

Kéttermann Typ 2043
Hanigsen/W.D.

UNIQUIP Laborgerate & Vertrieb, Martinsried, D

Univapo concentrator centrifuge 100H

Hettich Zentrifugen, Rotina 48R Tuttlingen

3.1.2 Verwendete Verbrauchsartikel

Combitips

Deckglaser

Einmal-Insulinspritze

Einmalspritzen

Falcon-Rohrchen

Eppendorf, unsteril
2,5ml (50pul) Cat. No. 0030069.242

5ml (100pl) Cat. No. 0030069.250

Sterile, individually sealed
Eppendorf Biopur Combitips Plus
2,5ml (50ul) Cat. No. 0030069.447

5ml (100pl) Cat. No. 0030069.455

Superior Marienfeld

Laboratory Glassware 21x 26

Omnican F
Single use fine dosage syringue with integrated
needle 0,01 ml-1ml sterile, REF. 9161502

Becton Dickinson, USA
Steril, 2ml, 5ml, 10ml, 20ml

Greiner bio-one, Cellstar Deutschland
50 ml Cat. No. 227261

15 ml Cat. No. 188271
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Filterpapier

Frischhaltefolie

Handschuhe

Objekttrager

Petrischalen

Pipettenspitzen

Roéntgenfilme

Material und Methoden

Schleicher&Schuell, D-Dassel
Folded Filters 270 mm
REF. 311652

For 96 well plate ELISA
Fasson Fas Roll S-695

Semper Care Premium
Latex Handschuhe, powder free
Cat. No. 823781045

Engelbrecht medizin u labortechnik GmbH
Artikel Nr. 11102

Greiner bio-one, Cellstar, Deutschland 94/16mm flr
Gewebekulturen, steril
Cat. No. 632171

FALCONR, Becton Dickinson, USA 100/15mm Ten-
twenty-nineTM, steril Cat. No. 351029
(weisse) 100/20mm PRIMARIATM tissue Culture

Dish (Surface Modified Polystyrene steril)
Cat. No. 353803 (rote)

Greiner bio-one, Cellstar Deutschland
6-Well Platten steril Cat. No. 657160
96 Well Platten steril Cat. No. 655180

Standartips, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

10 pl Cat. No. 0030001.167 20 pl Cat. No.
0030001.168

100 pl Cat. No. 0030015.001 1000 pl Cat. No.
0030015.002

Kodak, USA
BioMaxFilm 35x43 Cat. No. 8715187
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Serologische Pipetten

Skalpelle

Super PAP PEN

Teststreifen zur

Harnanalyse

Zellsiebe

Material und Methoden

FALCONR ,Becton Dickinson, USA
Polystyrene, steril

5 ml Cat. No. 356543

10 ml Cat: No. 356551

25 ml Cat. No.356525

Feather Safety Razor Co., LTD. Medical Division
Disposable scapel, No.20 Cat. No. 02.001.03.020

Dako Cytomation Glostrup Denmark
REF. S2002

BAYER Vital GmbH, D
Multistix 10SG Cat. No. 2kuc

FALCONR ,Becton Dickinson, USA
Nylon, steril

40 ym Cat. No. 352340

70 ym Cat. No. 352350

3.1.3 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

ABC-Methode

(Immunhistochemie)

Aceton

Ammoniumchlorid

Avidin Binding Suppressing Kit Elite Standard
Cat. No. PK-6100
AB-Komplex (Avidin und Biotin Losung)

Blocking Kit Avidin/Biotin
Cat. No. SP-2001

StrepABComplex/AB
Cat. No. K0391

Cat. No. 32201

Merck, D; NH4CL; M 53,49 g/mol
Cat. No. 1.01145.1000; Lot: A779045434
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Antikorper (FACS)

Material und Methoden

FITC Rat anti mouse CD4 CloneRM4-5, 0,5 mg/ml
Cat. No. 553047, Lot. Nr. #62786

FITC Rat Anti-mouse CD11b, 0,5 mg/ml
Cat. No. 553310, Lot. Nr. # 5274805

PE Rat Anti-Mouse IFN-y Clone XMG1.2, 0,2 mg/ml
Cat. No. 554412 Lot. Nr. M051507

Anti-mouse IL-6 PE Clone(MP5-20F3) 0,2mg/ml
Cat. No. 12-7061-82 Lot. Nr. #£02082-1630

Anti-mouse IL12/IL23p40 (Clone C17.8) 0,2 mg/ml
Cat. No. 12-7123-82 Lot. Nr. #£02104-1631

Rat anti-mouse TNF- a PE 0,2 mg/ml
Cat. No. 554419 Lot. Nr. 51215

Anti-mouse CD 86 Clone:GL 1
Cat. No. 17-0862-81 Lot. Nr. # E07183-1633

Conjugated anti-mouse CD69(VEA) Clone H1.2F3,
0,2 mg/ml
Cat. No. 45-0691-82 Lot. Nr. #£032855

Anti-rat anti-mouse CD25(PC61)PE
Cat. No. 553866 Lot. Nr. #25390

Rat anti mouse Fox P3 (Clone MF 23)Alexa Fluor
647 0,2 mg/ml
Cat. No. 560401 Lot. Nr. 63111

Rat anti mouse Ly-6C Clone:AL21 0,1 mg/ml
Cat. No. 560592 Lot. Nr.#4233710

Anti-mouse CD 206 PE Clone:C068C2, 0,2 mg/ml
Cat. No. 141706 Lot. Nr. #B146077
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Antikorper

(Immunhistochemie)

BSA

Material und Methoden

PE anti-mouse LAP (TGF-B1) Clone: TW7-164 0,2
mg/ml
Cat. No. 141404 Lot. Nr. B195899

Rat Anti-Mouse IL-17A Clone TC11 18H10
(RUO) BVv421
Cat. No. 566286

Purified rat-anti-mouse CD4 Clone RM4-5 0,5
mg/ml
Cat. No. 553043, Lot. Nr. M065428

Purified rat-anti-mouse CD8a, 0,5mg/ml

Cat. No. 553027; Lot: M050797

Purified rat-anti-mouse CD45R/B220, 0,5mg/ml
Cat. No. 553084; Lot: M068443

Rat-anti-mouse F4/80 (IgG)
Cat. No. MCAP497

Monoclonal Rat anti-mouse Ki67
Antigen Clone TEC-3 Cat. No. M7249; Lot 101

IL-18 (M-19), goat polyclonal IgG, 200ug/ml
Cat. No. sc-6179; Lot: B110

Sekundarantikorper:
Biotinylated rabbit-anti-rat IgG (H+L), mouse
adsorbed Cat. No. BA-4001

Biotinylated rabbit-anti-goat IgG (H+L)
Cat. No. Ba-5000

Biotinylated goat-anti-rabbit IgG (H+L), mouse
adsorbed Cat. No. 2RB1001

Albumin bovine Fraction V, ph 7.0, Standard grade,
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lyophil Cat. No. 11930; Lot: 14177

Caspase-1-Inhibitor ORAL Pralnacase
Bestell. Nr. 4501090008; HMR 3480

Caspase Assay, Kit Cat. No. 03 005 372 001

fluorimetric - Substrat Stock Lésung
- Positive Kontrolle (Lysat aus apoptotische U937
Zellen)
- R110 Standard

- Inkubation Puffer

DNase 2,5 ml TrisHCI, 50 mM, pH 7,5;
0,25 yl MgClI2, 1 M; 0,0025 g BSA

Diaminobenzin (DAB) Peroxidase Substrate Kit
Cat. No. SK-4100

DMSO Sigma Diagnostics inc., USA
Dimethyl Sulfoxide Cat. No. 5879

DNase Reaction Buffer Cat. No. Y02340
Amplification Grade Cat. No. 18068-015

EDTA Ethylendiamintetraessig-Trinatriumsalz-2-hydrat,
C10H13N2Na308x2H20 M 394,22 g/mol
Cat. No. 64073

Eindeckmedium Vectoshield Mounting Medium for Fluorescence
Cat. No. H-100

DAKOR Ultramount aqueous permanent Mounting
medium Cat. No. S1964 DAKOR Glycergel Mounting
medium

Cat. No. C0563

ELISA dsDNA ELISA
Varelisa dsDNA antibodies Cat. No. 14148/14196
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Konjugat (dsDNA Elisa)
IgG HRP Konjugat (anti-mouse) Cat. No.
14148/14196

Mouse IFN-y Set, OPTEIATM

Cat. No. 555138; Lot: 0000038638

- Capture Antibody: Anti-mouse IFN-y
Cat. No. 26121E

- Detection Antibody: Biotinylated anti-mouse IFN-y
Cat. No. 26122E

- Enzyme Reagenz: Horseradish peroxidase
Cat. No. 26437E

- Standard: Recombinant mouse IFN-y lyophilized
Cat. No. 554587

Mouse IL-12(p70) Set, OPTEIATM
Cat. No.555256; Lot: M075191
- Capture Antibody: Anti- mouse IL-12
Cat. No. 26611E
- Detection Antibody: Biotinylated anti-mouse IL-12

Cat. No. 26612E
- Enzyme Reagenz: Horseradish peroxidase
Cat. No. 26437E

- Standard: Recombinant mouse IL-12 lyophilized
Cat. No. 554594

Mouse IL-18 Set, OPTEIATM
Cat. No. 558853; Lot: 0000044262
- Capture Antibody: Anti- mouse IL-18
Cat. No. 26941E
- Detection Antibody: Biotinylated anti-mouse IL-18

Cat. No. 26942E

- Enzyme Reagenz: Horseradish peroxidase
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Cat. No. 26437E

- Standard: Recombinant mouse IL-18 lyophilized
Cat. No. 558853

Mouse IL-1B Set, OPTEIATM

Cat. No. 550603 ; Lot: 0000046785

- Capture Antibody: Anti- mouse IL-13
Cat. No. 550605

- Detection Antibody: Biotinylated anti-mouse IL-13
Cat. No. 550623

- Enzyme Reagenz: Horseradish peroxidase
Cat. No. 554577

- Standard: Recombinant mouse IL-1 lyophilized
Cat. No. 559603

Mouse TNF-a Set, OPTEIATM (Mono/Poly)
Cat. No. 558874; Lot: 0000041921

- Capture Antibody: Anti- mouse TNF-a
Cat. No. 557516

- Detection Antibody: Biotinylated anti-mouse TNF-a
Cat. No. 557432

- Enzyme Reagenz: Horseradish peroxidase
Cat. No. 554589

- Standard: Recombinant mouse TNF-a lyophilized
Cat. No. 558874

Human Total IL-18 DuoSet ELISA R&D
Cat. No. 558874 DY318-05

- Human Total IL-18 Capture Antibody
Cat. No. 844541

- Human Total IL-18 Detection Antibody
Cat. No. 844542

- Human Total IL-18 Standard
Cat. No. 844543
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ELISA Zusatze

Entellan

Ethanol
Formaldehydlésung
Foetal Calf Serum
Fuchsin Substrat
H20

H202

Hamalaunldsung

IL-1-Rezeptor Antagonist

Kaliumhydrogencarbonat

Ketamin
Levamisole
Luminol Reagent,

Natriumcitrat 0,1%

Material und Methoden

- Streptavidin-HRP
Cat. No. 893975

- Coating Buffer, Sodium Carbonate pH 9,5
Cat. No. 2713KC

- Stop Solution Cat. No. 2608KZ

- Substrate Reagent A Cat. No. 2606KZ

- Substrate Reagent B Cat. No. 2607KZ
- Wash Concentrate 20x Cat. No. 2605KZ

Cat. No. 1.07961.0500

100%, 70% Cat. No. 32205

min. 37% Cat. No. 1.04003.1000
Cat. No. A15-043; Lot: A01128-320
Chromogen System Cat. No. K0624
Aqua B. Braun, steril

Wasserstoffperoxid, 30% Cat. No. 1.07209.0250

Hamalaunldésung, Mayers
Cat. No. 1.09249.0500

Amgen, Minchen

Merck KGaA, D
KHCOg3, M 100,12 g/mol Cat. No. 4852

0.2 mg/g/Body weight
Cat. No. L-9756; Lot: 81K3654
Cat. No. NEL 105

Cat. No. 71497
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Normalserum

O.C.T.
Pan-Caspase- Inhibitor

PAS-Reaktion

PMSF

Protease-Inhibitor

Proteom Profiler Array

RNase Protection Assay

Material und Methoden

DAKO Corporation, USA
Goat-Serum Cat. No. X0907
Rabbit Cat. No. X0902

Tissue TeckR O.C.T. TM Compound Cat. No. 4583
[ZVAD-fmk], Sigma

Periodic Acid-Schiff (PAS) Kit

Cat. No. 395B-1KT

- Hematoxylin Solution, Gill No. 1 100 mL
- Periodic Acid Solution (395-1) 2 x 100 ml
- Schiff's Reagent (kit only) 4 x 50 mL

Phenylmethylsulfonyl-Floride Cat. No. P-7626

Complete Protease inhinbitor cocktail tablets
Cat. No. 1697498

Aprotinin (Sigma, Catalog # A6279)
Leupeptin (Sigma, Catalog # L8511)
Pepstatin (Sigma, Catalog # P4265)

Kit Cat. No. ARY006

- Mouse Cytokine Array Panel A (4
Nitrozellulosemembranen)

- Array Buffer 4 und Array Buffer 6 (Protein-Puffer)

- Wash Buffer Concentrate

- Detection Antibody Cocktail, Mouse Cytokine Array
Panel A

- Streptavidin-HRP

- Chemi Reagent 1 (Hydrogen peroxide)

- Chemi Reagent 2 (Luminol)

Qiagen RNeasy, cat. no. 74104
Riboquant; PharMingen Cat. No. 45024K
mCK-2b, cat. no. 45051

mCK-3, cat. no. 45003P
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Saponinlésung

TMB

Tris

TrisHCI

Triton-X-100

TUNEL

Tween 20

Xylol

Material und Methoden

Saponin pure Cat. No. 34655; Lot: 13561

Substrate Reagent Set Cat. No. 555214; Lot:
M074899

C4H11NO3 MG 121,14 g/mol
Cat. No. 4855.2; Lot: 08356698

C4H12CINO3 M 157,6 g/mol
Cat. No. 1547.1000; Lot: L 151047532

Cat. No. T 8787

In Situ Cell Death Detection Kit, AP - Converter AP -
Label solution - Enzyme solution Cat. No. 1684809

TUNEL-Reagenz
Fast Red Reagenz
Cat. No. 1496549

Converter-AP (TUNEL)
Anti-fluorescein-AK, Fab Fragment vom Schaf,

konjugiert mit der alkalischen Phosphatase

Enzym Loésung (TUNEL)
Terminale desoxynucleotidyl transferase vom Kalber

Thymus in Lagerungs-Buffer 10 x konzentriert

Label-Losung (TUNEL)
Nukleotid Mischung in Reaktions Buffer 1x

konzentriert
Cat. No. 822184

Merck KGaA, D CgH4(CH3)2
Cat. No. K30359385214
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3.1.4 Verwendete Puffer und Losungen

ACK-Lyse Puffer

Assay Diluent

Blocking-Puffer

(Immunhistochemie)

Citrat-Puffer

FACS Puffer

FACS-L6sung 1%

Fix/Perm Buffer (FACS)

Hamalaunldsung

8,29 g NH4CI (0,15 M)
1 g KHCO3 (10 mM)
37,2 g NapEDTA (0,1mM)

Die 0.g. Salze werden mit Aqua dest. ad 800ml|
aufgeflllt und geldst. AnschlieRend erfolgt die ph-
Wert Einstellung auf 7,2-7,4 durch Titration mit 0,1
molarer HCI. AbschlielRend Zugabe von Aqua dest.
auf ein Volumen von 1000ml und Filtration der Losung

durch einen 0,2 um Filter.
PBS mit 10 % FCS, ph 7,0

100ml 100 % Methanol, 3 ml 30 % H202
0,2 % Na-Azid (NaN3)
0,6 % Wasserstoffperoxid (H202) in 0,1 % BSA/PBS

10 mmol/l pH 6,0 Na-Citrat

PBS 950ml, 5% Fetal bovine serum 50ml,
0.09% NaN3 0,99

1 g Paraformaldehyd in 100 ml PBS I6sen

1xPBS 206,25ml, 5% Fetal bovine serum 12,5ml,
0.09% NaN3 0,25g, 4% Paraformaldehyde: 32%
Ldsung in PBS ansetzen (32g in 100 ml), Puder I6st
sich auf Warmeschuttler nach 1-2 Stunden bei 56-
60°C, dann 31,25 ml zur der vorbereiteten Fix/Perm

Lésung zugeben, 0,5% Saponin 1,25 g

1 g Hamatoxyllin, 50 g Kalium-Aluminiumsulfat, 0,2 g
Natriumjodat, 50 g Chloralhydrat, 1 g Zitronensaure
ad 1000ml Aqua dest
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Paraformaldehydlésung
4 %

PBS (10x)

Permeabilisierungslésung

Sample Diluent

Saponin

Saponin Buffer (FACS)

Stop Solution

TBS

Wash Buffer (dsDNAElisa)

Wash Buffer (Elisa)

Material und Methoden

4 g Paraformaldehyd werden in 100ml PBS geldst
und fur 3-4 h auf Heizplatte bei 70 °C mittels
Ruhrfisch vermischt bis Lésung klar wird.

Nach Abkuhlung wird einen pH von 7,4 eingestellt.

81,8 g/ NaCl, 15,6 g/l NaH2PO4 x H20,
Einstellung auf einen pH von 6,6, Verdinnung mit
Aqua bidest (pH 7,2)

0,1 % Triton-X-100 in 0,1 % Natriumcitrat

Pharmacia Diagnostics, India

5 x PBS mit BSA + 0,095 % NaCl + Detergenz
500 ml PBS, 0,5 g Saponin, 0,5 g BSA, 5 ml FCS

PBS 237,5ml, 5% Fetal bovine serum 12,5ml, 0.09%
NaN3 0,25g, 0,5% Saponin 1,25 g

2N H2SO0g4. 28ml HpSO4 ad 500ml Aqua dest.

0,05 M Tris/HCI (7,8 g) 0,15 M NaCl (8,8 g) ad 1l
H20O, dann pH 7,6 einstellen

Pharmacia Diagnostics, India 20 x PBS Konzentrat +

0,095 % NaCl + Detergenz

PBS mit 0,05 % Tween-20 Nach der Herstellung fur 3
Tage bei 2-8 °C haltbar.
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3.2. Methoden

3.2.1 Haltung, Behandlung und Untersuchungen der Mause
Haltung der Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden MRL-Fas™-Mause eingesetzt, die wir von der Firma ,The
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME)“ erhielten. Die Mause wurden in den pathogen-
freien Mausstallen der Universitatsmedizin Mainz gehalten, weiter gezichtet und in
Tierrdumen mit kinstlicher Beleuchtung mit einem 12-stiindigem Tag- Nacht-
Rhythmus (Lichtwechsel um 6:00 Uhr und Dunkelphase um 18:00 Uhr) sowie bei
einer Luftfeuchtigkeit von 55% + 5% und einer Raumlufttemperatur von 22°C + 2°C
untergebracht.

Maximal 5 Mause teilen sich ein Kafig und werden jeweils nach Geschlecht und Alter
sortiert. In den Zuchtkafigen werden hingegen immer 2 Weibchen mit einem
Mannchen im Alter von 3-4 Monaten gehalten. Die Haltung und Nutzung der Mause
fur unser Versuchsvorhaben wurde vom Standigen Ausschuss fur Tiere der
Johannes-Gutenberg Universitat Mainz gemaf der ,NIH Guide for the Care and Use

of Laboratory Animals® Gberpruft und genehmigt.
Antikorper-Gabe
I) Caspase-1 Inhibitor

Der Caspase-1 Inhibitor wurde dem taglich frisch zubereitetes Maus-Futter
dazugegeben (4,2 g Caspase-1 Inhibitor / kg SSNIFF R/M-H Maus-Futter, Aventis
Pharma, G), mit dem Ziel einer Plasma-Konzentration von > 2ug/ml. Die
Kontrollgruppe erhielt SSNIFF R/M-H Maus-Futter ohne den Caspase-1 Inhibitor. Die
Therapie begann ab einem Lebensalter von entweder 2.5 oder 4 Monaten und wurde
bis zu zu einem Alter von 5 %2 Monaten fortgefuhrt. Danach wurden die Mause

sakrifiziert.

Il) Pan-Caspase-Inhibitor

Der Pan-Caspase-Inhibitor (Carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-(3-o-methyl)-
fluoromethyl-ketone wurde bei 4 Monate alten MRL-Fas'™-Mausen bis zu einem Alter
von 5 %2 Monaten verabreicht. Die Mause erhielten taglich eine Einzeldosis von 10
mg/kg Kdrpergewicht subcutan (s.c.). Nach Beendigung des Spritzzyklus wurden die

Mause sakrifiziert.
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Der Pan-Caspase-Inhibitor wurde mit 100% DMSO gemischt und mittels 0,15 M PBS
auf eine Konzentration von 1 mg/ml verdiinnt um eine Endkonzentration von 2%
DMSO nicht zu uberschreiten. Den Mausen wurden dann etwa 300-400 ul des Pan-
Caspase-Inhibitor-Praparats taglich s.c. verabreicht (bei der Endkonzentration von 1
mg/ml: 10pl/g Kérpergewicht). Den Mausen der Kontrollgruppe wurde taglich PBS
mit 2% DMSO s.c. injiziert. Es wurden insgesamt 10 Mause behandelt, 5 in der

Therapiegruppe und 5 in der Kontrollgruppe.
lll) IL-1-Rezeptor Antagonist

MRL-Fas™ Mausen erhielten ab einem Alter von 4 Monaten bis zu einem Alter von 5
2 Monaten ein IL-1-Rezeptor Antagonist (Amgen, Minchen) in einer Konzentration
von 10ug/kg Korpergewicht. Die Kontrollgruppe erhielt PBS mit 2% DMSO. Es
wurden insgesamt 29 Mause behandelt, 19 in der Therapiegruppe und 10 in der

Kontrollgruppe.
Sakrifizierung und Obduktion der Versuchstiere

Nachdem die Mause narkotisiert wurden, wurde das Sternum erdffnet. Unter Sicht
konnte mittels einer Insulinspritze mit s.c. Injektionskanule (0,45x25mm; 26G x 0,5)
in die Region des rechten Ventrikels des Herzens eingestochen und das Blut aus
dem Herzen aspiriert werden, bis dieses zu schlagen aufhorte. Danach folgte das
Freipraparieren der Nieren und der Milz. Des Weiteren wurden ein Stick Leber, ein
Stlck Lunge und ein Lymphknoten entnommen. Nachdem die Organe gedrittelt
wurden, erfolgten die Konservierungsverfahren (siehe Gewebekonservierung).
Anschlieend wurden die zervikalen, axillaren, ingiunalen, mediastinalen und
mesenterialen Lymphknotenstationen auf Vergrof3erung und Anzahl der

Lymphknoten untersucht. Die Grélze wurde mit einer Skala von 0 bis 3 bewertet.
Serumgewinnung

Das Serum konnte durch direkter Blutenthahme aus dem schlagenden Herzen der
narkotisierten Mause erfolgen. Das entnommene Blut (je nach Maus zwischen 0,5 —
2,0 ml) wurde in ein 2,0 ml Eppendorfgefaf® bei 8000 U/min fur 15 min
abzentrifugiert. Das Serum wurde dann in ein neues steriles 1,5 ml Eppendorfgefaf

pipettiert und in einer -80°C Tiefklhltruhe aufbewahrt.
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Bestimmung von BUN und Proteinurie

Wahrend der Dauer des Therapieversuchs wurde die Proteinurie 2x pro Woche
sowohl in der Therapie- als auch in der Kontrollgruppe untersucht. Einige Tropfen
Urin konnten durch Bestreichen des Unterbauches der Maus gewonnen werden.
Nach Auftragen der Urintropfen auf einen Urin-Teststreifen erfolgte die
semiquantitative Bestimmung des aktuellen Proteinuriewert.

Die Harnstoffbestimmung wurde mittels eines kolorimetrischen Basisanalysekits

gemal den Herstelleranweisungen durchgefihrt.

3.2.2 Gewebekonservierung

Nach der Organentfernung wird jeweils ein Teil der Organe in einem mit 10 ml 4%-
igen Formaldehy-Lésung gefilliten 50 ml Falconréhrchen asserviert und
anschliellend im Pathologischen Institut der Universitatsmedizin Mainz in Paraffin
eingebettet.

Die Paraffinblocke werden dann mittels Mikrotom in 5 um dliinne Gewebsschnitte
geschnitten und abschlielend auf Poly-L-lysin beschichtete Objekttrager aufgetragen
und in Praparatekasten bei RT gelagert.

Ein weiteres Teil der Niere wird nach Entfernen der Nierenkapsel und nach
stiickweise Abpraparieren des Rindengewebes in Kryordhrchen asserviert. Diese
Gewebeproben werden zunachst in flissigen Stickstoff gegeben und bei -80°C bzw.
im Stickstofftank bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

Ein anderes Teil der Organe wird in ein mit O.C.T. —Zuckerldésung gefllltes
Aluminiumtopfchen gegeben und ebenso zunachst in flissigen Stickstoff zur
Verfestigung gehalten und anschliel3end in einem -80°C Tiefkihlschrank gelagert.
Diese Gewebepraparate werden dann am Kryomikrotom in einer Schnittdicke von
stets 6 um geschnitten, anschlieRend auf Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager

aufgetragen und bei -80°C in Praparatekasten aufbewahrt.
3.2.3 Gewebefarbung
Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Vor der Farbung werden die Kryoschnitte luftgetrocknet und die Paraffinschnitte mit
Xylol sowie in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und in Aqua dest.
hydriert.
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Die Schnitte kdnnen anschlieRend in einer wassrigen Hamalaun-Lésung inkubiert
werden (jeweils 6 min bei Paraffinschnitte und 1 min bei Kryoschnitte). Nach
AbgielRen des Hamalauns und Spulen der Schnittpraparate, werden diese 5 min lang
in Eosin gegeben. Nach erneutem Spulen werden die Schnitte am Mikroskop
kontrolliert, mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol-Lésung dehydriert und
mit Entellan eingedeckt. Die Praparate kdnnen nun im Dunkeln und bei RT

aufbewahrt werden.
Farbung mit der PAS-Reaktion

Die Periodic Acid Shiff Reaktion ist eine histochemische Farbung, bei der v.a.
kohlenhydrathaltigen Komponente dargestellt werden kdnnen, wie Glykogen,
Gykoproteine oder Glykolipide.

Wir verwendeten hierzu Paraffinschnitte, die zunachst mit Xylol sowie in einer
absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und in Aqua dest. rehydriert wurden.

Die Schnitte werden in 1%iger Perjodsaure fur 6-8 min inkubiert. Nach einem
Waschvorgang erfolgt die Inkubation im Shiff'sches Reagenz fur 15-20 min.
Anschlieend werden die Schnitte unter Leitungswasser gewaschen und auf die
rosane Farbung untersucht. Danach werden die Schnitte in Gil's Hamatoxylin flr 90
Sekunden inkubiert und erneut gewaschen. Die Schnitte werden dann in 2%igem
NaHCOs; 1 sec lang getaucht und erneut mit Wasser gewaschen. Nun kann die
Farbung unter dem Mikroskop beurteilt werden und ggf. kdnne die Schnitte kurz in
1%HCI in Ethanol gehalten werden, um die blaue Farbung zu reduzieren bzw. in

Hamatoxylin um die blaue Farbung zu verstarken.

3.2.4 Immunhistochemie

Mit Immunohistochemie bezeichnet man eine Methode, die zur Detektion von
Antigenen in Gewebeschnitten dient.

Hierbei unterscheidet man eine direkte Methode, wobei der primare AK bereits mit
einem Amplifikator gekoppelt ist und eine sensitivere indirekte Methode, bei der erst
ein sekundarer AK mit einem Marker gekoppelt ist. Dieser AK ist gegen das F.-
Fragment des primaren AK gerichtet und ermoglicht eine Amplifikation um das 20-
100-fache. Die am haufigsten benutzte immunhistochemische indirekte Methode ist
die Avidin-Biotin-Komplexmethode (ABC-Methode). Hierzu werden ein biotinylierter

Sekundar-AK und Peroxidase als Amplifikator verwendet.
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Damit der Primar-AK sich an das gesuchte Protein binden kann, muss die native
Struktur des Proteins erhalten bleiben. Fur die Immunhistochemie verwendet man
somit entweder Paraffin- oder tiefgefrorene Gewebeschnitte, die nach Bindung des

AKs fixiert werden.
Zellphanotypisierung

Zur Zellphanotypisierung von Lymphozyten nutzt man die Expression der jeweiligen

Zelloberflachenproteine aus, die durch spezifische Antikdrper gebunden werden.

Zur Bestimmung der intrarenalen Leukozytenpopulationen verwendeten wir
Kryoschnitte.

Die Gewebeschnitte werden, nach 30-minutiger Lufttrocknung, mittels eines
Fettstiftes umkringelt und fir 10 min in eine Kivette mit 0,1% BSA in PBS gestellit.
Dies wiederholt sich zwischen allen folgenden Schritten. Anschliel3end werden die
Gewebeschnitte in eiskaltem Aceton fixiert und die endogene Peroxidase geblockt.
Dies erfolgt mit Natriumazid fur 10 min bei der CD4/CD8 Farbung und Methanol Uber
30 min far die F4/80/B220 Farbung. Auf den Objekttrager kommt zunachst ein
Tropfen Avidin und nach 15 min Inkubation ein Tropfen Biotin. Zum Abdecken von
unspezifischen Antikorperbindungsstellen im Gewebe werden nun die Schnitte mit
Normalserum aus der gleichen Spezies des Sekundar-AKs Uber 30 min inkubiert.
Hiernach erfolgt ausnahmsweise kein Waschschritt, das Serum wird abgekippt und
der Primar-AK (jeweils 100 pl) bzw. 0,1% BSA in PBS bei den Negativkontrollen
dazugegeben. Nach mindestens 12 h Inkubation bei 4°C werden die Schnitte mit
einem biotinylierten Sekundarantikérper fur 1 h bei RT inkubiert. Anschliel3end wird
das Avidin-Biotin-Komplex (AB-Komplex), der Peroxidase markiert ist, zur
Signalverstarkung verwendet. Nach erneuter 1 stlindigen Inkubation bei RT erfolgt
die Substratfarbung mit Diaminobenzidin. Danach wird mit Hamalaun gegengefarbt.
AbschlieRend erfolgt die Fixierung der Objekttrager zur Aufbewahrung mit Entellan

oder Immuno-Mount-Eindeckmedium.

Detektion von IL-18 auf Kryogewebe

Die IL-18 Farbung wird nach derselben Methode der Zellphanotypisierung
durchgefuhrt, sodass hier nur die dazu differierenden Schritte beschrieben werden.

Die Waschldsung ist hier Saponinlésung, zur anschlielRenden Fixierung werden die
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Gewebeschnitte fur 10 min mit 100% eiskaltem Ethanol inkubiert und nach dem
Waschen mit Na-Azid geblockt. Nach dem Biotin/Avidin Schritt werden die Schnitte
mit 10 % Normalserum in 1% BSA/Saponinldésung inkubiert. Der Primar-AK (goat-
anti-mouse) wird in der Verdunnung 1:50 in 1% BSA/Saponin dazugegeben und Uber
Nacht inkubiert. Der Sekundar-AK wird in einer Verdinnung von 1:200 dazupipettiert

und 1 h bei RT inkubiert. Die restlichen Schritte werden wie oben durchgefuhrt.
Immunohistochemischer Nachweis von Ki-67

Ki67 ist ein Protein, das sich wahrend der Interphase im Zellkern befindet. Wahrend
der Mitose lagert sich das Protein an die Chromosomen und kann dann als

Proliferationsmarker immunhistochemisch nachgewiesen werden.

Hierfur werden Paraffinschnitte verwendet. Diese werden mit Xylol sowie in einer
absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und in Aqua dest. hydriert. Nach einem
Waschschritt wird die endogene Peroxidase mit Methanol/H2O in 0,1% BSA/PBS
geblockt und die Schnitte flr 30 min bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen
erfolgt die Antigendemaskierung durch eine Inkubation mit 10mM Natriumcitrat fur 45
Min bei 95°C.

Die Gewebeschnitte werden mittels eines Fettstiftes umkringelt und far 15 min bei RT
mit 50-100 pl Avidin und nach erneutem Waschen mit 50-100 ul Biotin inkubiert.

Die Schnitte werden nun mit Normalserum aus der gleichen Spezies des Sekundar-
AKs (goat) Uber 30 min inkubiert. Danach wird der Primar-AK (rabbit-anti-mouse
Ki67, 1:200 diluiert) bzw. 0,1% BSA in PBS bei den Negativkontrollen dazugegeben.
Nach 1 h Inkubation bei RT und Waschen der Schnitte, werden diese mit dem
Sekundarantikdrper (biotinylierter goat anti-rabbit, 1:200 diluiert) fir 1 h bei RT
inkubiert. Anschlielend wird nach 2-maligem Waschen das Avidin-Biotin-Komplex
(AB-Komplex), der Peroxidase markiert ist, zur Signalverstarkung verwendet. Nach
erneuter 1 stiindigen Inkubation bei RT erfolgt die Substratfarbung mit
Diaminobenzidin. Die Reaktion wird mit Leitungswasser gestoppt, danach wird mit
Hamalaun gegengefarbt.

AbschlieRend erfolgt die Dehydrierung der Schnitte und die Fixierung der

Objekttrager zur Aufbewahrung mit Paramount.
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3.2.5 Tunel-Assay

Die Tunel-Methode (TdT-mediated dUTP-biotin Nick End Labeling) dient zum
Nachweis von apoptotischen Zellen. Wahrend des programmierten Zelltod wird die
DNA durch Endonukleasen fragmentiert. An den Bruchenden der DNA-Fragmente
werden Hydroxygruppen frei, die wahrend des Assays durch das Enzym TdT
(Terminal Desoxynucleotidyl Transferase) mit fluoreszenzmarkierten Nukleotiden
versehen werden. Diese kdnnen dann mit entsprechenden Mikroskopen sichtbar

gemacht werden.

Zur Apoptose-Detektion in der Niere von MRL-Fas™-Mausen verwendeten wir
Kryoschnitte. Nachdem diese fur 30 min luftgetrocknet und in TBS gestellt werden,
erfolgt die Fixierung in 4% Paraformaldehyd fur 30 min bei RT. Nach 10-minutigem
Waschen werden die Schnitte mit einer Permeabilisationslésung (0,1 % Triton-X-100
in 0,1 % Natriumcitrat) fur 2 min bei 4°C inkubiert und erneut mit TBS gewaschen.
Danach werden die Schnitte mit jeweils 50 yl TUNEL-Reaktionslésung (die
Negativkontrolle mit 50 pl Label Solution) 1 h bei 37°C inkubiert. Die Positivkontrolle
wird mit DNase vorbehandelt.

Nach erneutem Waschen uber 10 min, werden die fluoreszierenden Zellen unter dem
Mikroskop ausgewertet. Anschlie3end wird die Converter-Peroxidase zugegeben (50
Ml pro Schnitt), 30 min bei RT inkubiert und erneut fur 10 min gewaschen. Nachdem
das Fast Red Reagenz dazugegeben wird, farben sich die positiven Zellen rétlich.
AbschlieRend wird die Reaktion mit Leitungswasser gestoppt, es erfolgen die
Gegenfarbung mit Hamalaun und das Eindecken. Eine weitere Auswertung unter

dem Mikroskop ist moglich.

3.2.6 ELISA

Das ELISA ist ein antikdrperbasiertes Assay, womit sich Antikdrper oder Antigene
durch verschiedene Methoden quantitativ bestimmen lassen. Zur Bestimmung von
Zytokin- und dsDNA-Antikdrper wandten wir die Sandwich-ELISA-Methode an. Mit
dieser Technik wird die Menge eines Antigens zwischen zwei Lagen von Antikorpern
bestimmt. Zunachst wird ein sogenannter Capture Antikérper an einen Untergrund
gebunden (Flachboden einer 96-Well-Platte). Das Antigen, welches gemessen
werden soll, wird hinzugefugt und bindet an diesen Fangantikérper mit hoher

Affinitat. Ein zweiter markierter Detektionsantikdrper wird hinzugefugt, bindet an ein
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anderes Epitop des Antigens und katalysiert eine enzymatische Farbreaktion.
Danach wird die optische Dichte in einem Photometer bei der entsprechenden
Wellenlange gemessen. Ein Standard, welches bei Beginn des Versuches verdunnt
an die Platte gebunden wird, dient der Erstellung einer Eichkurve mit dem ELISA-
Reader Computerprogramm. Diese ermdglicht wiederum die Errechnung der
entsprechenden Antigenkonzentrationen der eingesetzten Proben. erstellt, anhand

derer dann die errechnet werden konnen.
Zytokin-ELISA

Wir bestimmten die Serumkonzentration von IL-18, IL-12, IFN- vy, IL-13 und TNF-a
bei MRL-Fas"”-Mausen und die Serumkonzentration von IL-18 bei SLE-Patienten.
Die Seren wurden nicht verdinnt, allerdings fihrten wir den gesamten Versuch nur
mit 50 ul, anstatt mit 100 ul pro Well durch.

Das Capture Antibody wird zunachst laut Herstellerinformationen mittels Coating
Puffer verdinnt und auf der 96-Well-Platte aufgetragen (100 ul pro Well). Nach einer
Nacht Inkubation bei 4°C werden die Wells 3 x mit Wasch Puffer (PBS mit 0,05%
Tween-20) gewaschen. Um unspezifische Bindungen zu verhindern werden die
Wells mit dem Assay-Diluent geblockt (200 pl pro Well im murinen ELISA, 300 pl pro
Well im humanen ELISA). Nach 1 h Inkubation bei RT und erneutem 3-maligem
Waschen der Wells werden der gemal den Herstelleranweisungen verdiunnten
Standard (100 ul pro Well) sowie die Proben in die Wells pipettiert (jeweils 50 pl
Serum pro Well). Nach erneuter Inkubation von 2 h bei RT und 5-maligem Waschen
der Wells wird ein biotinylierter, polyklonaler AK, welcher spezifisch fur das jeweilige
untersuchte Zytokin ist, zugegeben (100 pl pro Well). Die Platten werden nun 1 h bei
RT inkubiert und anschlielend 5-malig gewaschen. Danach wird das Enzym-
Reagenz (Avidin- horseradisch peroxidase conjugate) in entsprechender
Verdinnung zugegeben (100 pl pro Well) und flr 30 min inkubiert. Es erfolgt dann
ein 7-maliges Waschen pro Well und die Substratlésung wird dazu pipettiert (100 pl
pro Well). Wahrend der 30 min Inkubation farbt sich das farblose Substrat, dank des
antikérpergebundenen Enzyms, in ein blaues Substrat um. Durch Zugabe der Stop-
Ldsung (2 N H2SO4) verfarbt es sich in ein gelbes Substrat. Die Intensitat der
Gelbfarbung, die zur Menge des gebundenen Zytokins und somit zur
Serumkonzentration proportional ist, wird in einem Microplate-ELISA-Reader bei

einer Wellenlange von 450 nm gemessen ist. Die Zytokinkonzentrationen werden
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abschlie3end mittels der durch die Standardkonzentrationsergebnisse erhaltenen

Eichkurve errechnet.
Albumin ELISA

Das Procedere entspricht bis auf wenige Unterschiede den bereits oben
beschriebenen ELISA’s. Die zu untersuchenden Proben (Maus-Urin) werden auf

1:2500 verdunnt und es werden jeweils 100 pl pro Well pipettiert.
dsDNA ELISA

Das Procedere entspricht bis auf wenige Unterschiede den bereits oben
beschriebenen ELISA’s: Die ELISA-Platten sind bereits mit dem Capture-Antibody
gecoated.

Die zu untersuchenden Proben werden 1:200 verdinnt und 30 min bei RT inkubiert,
anschlielend gewaschen und mit dem enzymmarkierten sekundaren Anti-Maus
Antikoérper erneut flr 30 Minuten inkubiert. Nach 3-maligem Waschen werden 100 pl
TMB-Substrat zugegeben und 10 min im Dunkeln inkubiert, danach wird die
enzymatische Reaktion mit 50 pl Stop-Lésung beendet. Abschliel3end kdnnen mittels
photometrischer Bestimmung die dsDNA Konzentrationen im Serum bestimmt

werden.

3.2.7 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren, um Oberflachenmolekulen,
intrazellularen Proteinen, Peptiden und DNA quantitativ zu bestimmen. Sie wird
beispielsweise eingesetzt, um verschiedene Immunzell-Subtypen dank der
unterschiedlichen Grdoflke und Morphologie zu identifizieren, zu trennen und zu
charakterisieren.

Zunachst werden die zu untersuchende Zellen mit einem monoklonalen Antikorper
gegen hochspezifische Zelloberflachenantigene z.B. Cluster of Differentiation Marker
(CD-Marker) markiert. Anschlie3end wird ein Fluoreszenz-markiertes Anti-
Immuglobin-Antikdrper dazugegeben. Wenn das markierte Zellgemisch anschlieend
im FACS-Gerat durch eine DUse gedruckt werden, passieren vereinzelte Zellen
einen Laserstrahl. Die mit Farbstoffmolektlen markierten Zellen fuUhren zur
Fluoreszenzanregung und Ausstrahlung. Durch empfindliche Photodetektoren
werden das gestreute und das emittierte Licht gemessen. Die Grolde und die
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Granularitat der Zellen werden dank des gestreuten Lichtes bestimmt wahrend die
Zellen dank der Fluoreszenz differenziert werden.

Auf dem Computer werden die Daten als ein Histogramm (bei einem einzigen
Fluoreszenzfarbstoff) oder als zweidimensionales Streuungsdiagramm (bei zwei oder
mehr Antikdrpern mit verschiedenen Floureszenzfarbstoffen) zusammengefasst.

Zur Untersuchung der Effekte einer Caspase-Inhibition auf die Differenzierung und
Aktivierung der Leukozytenpopulationen in der Niere erfolgte eine FACS-Analyse der
Nierengewebelysate von MRL-Fas™-Mausen.

Hierzu wurden die Nierenteile verwendet, die in Kryoréhrchen asserviert wurden.
Diese werden durch ein 40 um Sieb passiert und bei 1500 U/min fir 10 min
zentrifugiert. Das Lysat wird dann fur 5 min mit ACK-Lysepuffer zur Lyse roter
Blutkdrperchen inkubiert und erneut zentrifugiert. Nach einmaliges Waschen mit PBS
werden die Zellen in 10 ml Medium resuspendiert und anschliel3end gezanhlt. Ziel ist
3 mio Zellen je Probe zu verwenden. Die Zellen werden nun in 500-750 pyl FACS
Puffe resuspendiert und kdnnen mittels des FACS-Zytometer weiter untersucht
werden. Um in der FACS-Analyse die infiltrierenden Leukozyten von dem
Parenchymzellen insbesondere der gro3en Anzahl von Tubulusepitehlzellen zu
differenzieren, erfolgt in jedem eingesetzten Antikorpermix fur die FACS-Farbung
immer der Einsatz eines Pan-Leukozyten Markers. Im Falle der MRL-Fas®* Mause
ist dies ein anti-CD45.1 Ak.

3.2.8 RNase Protection Assay

Um die mRNA von intrarenalen Zytokinen und Chemokinen zu erfassen verwendeten
wir einen multiprobe RNase Protection Assay System. Zunachst wird die komplette
RNA aus Nierengewebelysaten extrahiert und hybridisiert entsprechend der
Herstellerangaben. Die ,RNase geschutzten® Proben werden nun gereinigt, in
denaturierenden Polyacrylamidgel geldst und durch Autoradiographie visualisiert.
Insgesamt wurden 5 Proben pro Behandlungsgruppe analysiert und mittels

Densitometrie bezogen zu den Haushaltsgenen quantifiziert.

3.2.9 Caspase Substrate Assay

Mittels eines Caspase Substrate Assay konnten wir die Caspase-Aktivitat mit einer

fluorimetrischen Messug quantitativ detektieren. Hierflr verwendeten wir
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Nierengewebelysate. Die Zellen werden auf Mikroplatten kultiviert und es werden
apoptotische Prozesse induziert, wodurch wiederum die Caspasen aktiviert werden.
Zunachst werden 50 ul Apoptose induzierendes Agent bzw. nur das Diluent bei
Negativkontrollen pipettiert. AnschlieRend werden die Zellen (4 x 10* per Well), bzw.
das Standard, und die positive Kontrolle (Lysat aus apoptotischen U937 Zellen) in
den Mikroplatten hinzugegeben und inkubiert. Danach werden pro Wells je 100 pl
Substrat Working solution gegeben und die abgedeckten Mikroplatten 1 h bei 37°C
inkubiert.

Die Intensitat der Fluoreszenzfarbung, die zur Menge des wahrend der
Untersuchung entstandenen Fluorochroms und somit zur Konzentration aktivierter
Caspasen proportional ist, wird bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen. Die
jeweilige Caspase-Aktivitat wird abschliellend mittels der durch die

Standardkonzentrationsergebnisse erhaltenen Kalibrierungskurve errechnet.

3.2.10 Proteome Profiler Array

Um den Effekt einer Caspase-1 Inhibition auf die Expression von mehreren
Zytokinen in der Niere von MRL-Fas"-Mé&usen gleichzeitigen zu bestimmen, erfolgte
eine Proteomanalyse.

Als Proteomanalyse bezeichnet man eine quantitative Bestimmung der in einem
Gewebe oder Flussigkeit vorhandenen Proteine. Es werden somit gleichzeitig die
Proteinexpression, aber auch die posttranslationellen Proteinmodifizierung und den
Proteinabbau analysiert.

Hierzu wurden Nierengewebelysate von behandelten Mausen untersucht und mit
denen von scheinbehandelten Mausen verglichen. Hierzu wurden die Nierenteile
verwendet, die in Kryoréhrchen asserviert wurden.

Es erfolgt zunachst die Homogenisiserung des Gewebes mit PBS und einem
Protease Inhibitor. AnschlieRend wird Triton X-100 dazugegeben und das Lysat
erneut bei -80°C eingefroren. Nachdem das Lysat aufgetaut ist, wird es bei 10000
U/min fur 5 min zentrifugiert, um verbleibende Zelltrimmer zu entfernen. Auf
Nitrocellulosemembranen sind bereits 40 unterschiedliche Anti-Zytokin AK
immobilisiert. Nachdem jeweils 2 ml Blockpuffer in den 4 Wells der Platte pipettiert
werden, wird jeweils eine Membran pro Well dazugegeben. Die Platte wird nun 1h
auf einem Schwenktisch inkubiert, danach kann man den Blockpuffer abpipettieren.

In der Zwischenzeit werden die Proben vorbereitet: pro 1 ml Probe werden jeweils
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0,5 ml einer 2. Pufferlésung und 15 pl Detection-AK Cocktail dazugegeben. Nach 1 h
Inkubation bei RT kann man jeweils eine Probe in einem Well pipettieren. Die Platten
werden nun abgedeckt und eine Nacht auf einem Schwenktisch bei 4°C inkubiert.
Am Folgetag kdnnen die Membranen von den Platten enthommen werden und 3-
malig mit einem Waschpuffer gewaschen werden. Nachdem auch die Platte gespdilt
wurde, wird in jedem Well 2,0 ml Streptavidin-HRP (Straptavidin mit Meerrettich-
Peroxidase konjugiert) pipettiert und die Membranen erneut hinzugeftgt. Nach 30
min Inkubation auf einem Schwenktisch bei RT werden Membranen und Platte
erneut gewaschen und die Membranen in einer Plastikschutzhille gelegt. Auf den
Membranen wird dann jeweils 1 ml Chemi Reagent Mix, welcher Wasserstoffperoxid
und Luminol beinhaltet, pipettiert. Nach 1 min Inkubation wird der Chemi Reagent
Mix entfernt, die Membranen mit einer Plastikfolie bedeckt, in einer Autoradiografie
Filmkassette gelegt und einem Rontgenfilm 1-10 min lang ausgesetz. Nun kdnnen
die Zytokinkonzentrationen mittels einer Analyse-Software aus dem entwickelten

Film errechnet werden.

3.2.11 SCOREs

Um den Ausmal’ der Nieren- und Hautbeteiligung zu bewerten wurde jeweils ein

Score bestimmt.
Hautbeteiligung

Die Hautbeteiligung wurde wochentlich makroskopisch erfasst und mit einem Score-
System von 0 bis 3 beschrieben (0 - keine Hautbeteiligung, 1- leicht (Schnauze und
Ohren), 2 — moderat < 2 cm (Schnauze, Ohren, infrascapular) und 3 — schwer >2 cm

(Schnauze, Ohren, infrascapular).
Nierenbeteiligung-Score

Die Nierenbeteiligung wurde histologisch erfasst. Infiltrate wurden interstiliell,
perivaskular und periglomerular beurteilt (siehe Tabelle 3.1) und aus den 3 Werten

wurde ein Mittelwert errechnet.
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s Interstitiell Perivaskular Periglomerular
core
(in 10 Areas) (in 10 GefaRen) (in 10 Glomeruli)
0 Keine Infiltrate Keine Infiltrate Keine Infiltrate
] Wenige Infiltrate Um GefalRen: <5 Um Glomerulus: <5
(<50 Zellen) Zellenschichten Zellenschichten
5 Infiltrate: Um Gefalen: 5-10 Um Glomerulus: 5-10
50-75 Zellen Zellenschichten Zellenschichten
3 Infiltrate: Um Gefalen: >10 Um Glomerulus: <10
75-100 Zellen Zellenschichten Zellenschichten
4 Infiltrate: Um Gefallen: >50 Um Glomerulus: >25
>100 Zellen Zellenschichten Zellenschichten

Tabelle 3.1: Histologischer Nierenbeteiligung-Score auf interstitieller, perivaskularer

und periglomerularer Ebene.

3.2.12 Patientenkollektiv

Die Patienten, die in dieser Studie eingeschlossen wurden, stellten sich in der
Universitatsmedizin Mainz in dem Zeitraum vor.

Die Studie wurde durch die Ethikkommission fur klinische Studien Rheinland-Pfalz
genehmigt. Alle Patienten wurden aufgeklart und unterschrieben eine Einwilligung

zur Teilnahme an der Studie.

Insgesamt wurden 21 Patienten rekrutiert, die den revidierten Klassifikationskriterien
des American College of Rheumatology (mindestens 4 Kriterien) entsprachen. Diese
Patienten wurden mit 29 alters- und geschlechts gematched gesunden Kontrollen
verglichen. Die freiwilligen, gesunden Kontrollen wurden eingeschlossen, wenn eine
Nierenerkrankung, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie oder eine

Autoimmunerkrankung ausgeschlossen werden konnte.

Zum Zeitpunkt des Einschlusses in der Studie wurden jeweils 10 ml Blut und 10 ml
Urin fur die Studie gewonnen. Blut wurde bei 8000 U/min flr 10 min zentrifugiert und

das somit gewonnene Serum wurde aliquotiert und bei -80°C aufbewabhrt.

56



Material und Methoden

Alle Proben wurden retrospektiv in der Universitatsmedizin Mainz untersucht.

Das SLE-Labor einschliel3lich ANA, anti-dsDNA Ak, Blutsenkungsgeschwindigkeit
(BSG), C reaktives Protein (CRP), Kreatinin, C3 und C4 sowie eine 24-h Proteinurie
und ein aktives Sediment, wurde jeweils zum Zeitpunkt des Einschlusses in der
Studie sowie bei jeder Verlaufskontrolle entnommen. Diese Laborwerte wurden im
Zentrallabor der Universitatsmedizin bestimmt.

Die Krankheitsaktivitat wurde mittels des Systemic Lupus Erythematodes Disease
Activity Index (SLEDAI) bewertet. Hierfur werden insgesamt 24 klinische und
laborchemische Parameter, die 9 unterschiedliche Organsysteme abbilden mit
unterschiedlichen Faktoren gewichtet. Der Score erreicht einen Maximalwert von 105
(Siehe Abb. 3.1.).

3.2.13 Statistisch angewandten Methoden

FUr die deskriptive Statistik werden fur die kategorialen Daten und Haufigkeit, fur die
stetigen Daten Minimum, Maximum, Median und Quartile, sowie Mittelwert und

Standardabweichung dargestellt.

Die Berechnung statistischer Unterschiede zwischen zwei Gruppen von nicht
normalverteilten Daten erfolgte durch den ungepaarten Mann Whitney U-Test
(nonparametrisches Testverfahren).

Fir die Statistik und Erstellung der Graphiken wurde das Programm Graph-Pad
Prism Version 8.0 (Graph Pad, San Diego, CA) verwendet.
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Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index

Geb.-Datum | Datum

Die Punkte werden zugewiesen, wenn der Deskriptor zurzeit des Arztbesuchs oder wahrend der 10
vorausgehenden Tage vorgelegen hat bzw. vorliegt.

Beschreibung

Anfall

Psychose

Psychoorgani-
sches Syndrom

Sehstérung

Hirnnerven-
Stérung

Lupus-Kopf-
schmerz

Zerebrovasku-
larer Insult

Vaskulitis

Arthritis

Myositis

Definition

Beginn vor kurzem; metabolische, infektiése oder medikamentése Ursachen
missen ausgeschlossen werden

Fahigkeit, normale Aktivitaten auszufihren, aufgrund einer schweren
Stérung der Realitatswahrnehmung verandert; umfasst Halluzinationen,
Inkohéarenz, ausgepragt lockeres Assoziieren, verarmten Gedankeninhalt,
ausgepragt unlogisches Denken, bizarres, desorganisiertes oder katatones
Verhalten; Uramie und medikamentése Ursachen mussen ausgeschlossen
werden

veranderte geistige Funktion mit Beeintrachtigung von Orientierung,
Gedachtnis und anderen intellektuellen Funktionen; mit sehr schnellem
Beginn und fluktuierenden klinischen Merkmalen; umfasst Beeintrachtigung
des Bewusstseins mit verringerter Fahigkeit zu fokussieren und Unfahigkeit
zu anhaltender Konzentration auf die Umgebung, plus mindestens zwei

der folgenden Merkmale: Wahrnehmungsstérungen, inkohérentes Reden,
Schlaflosigkeit oder Schlafrigkeit tagsiber oder gesteigerte oder gesenkte
psychomotorische Aktivitat; metabolische, infektiose oder medikamentdse
Ursachen massen ausgeschlossen werden

retinale Veranderungen bei SLE; umfassen Schwellung der Nervenfasern
(cytoid bodies), Netzhautblutungen, serdse Exsudate oder Himorrhagien
in der Choroidea oder Opticus-Neuritis; metabolische, infektiése oder
medikamentdse Ursachen missen ausgeschlossen werden

neu beginnende sensorische oder motorische Neuropathie, bei der die
Hirnnerven betroffen sind

schwerer, anhaltender Kopfschmerz; kann migraneartig sein, darf aber nicht
auf Analgetika ansprechen

neu beginnender zerebrovaskulare(r) Insult(e); Ausschluss einer
Arteriosklerose.

Ulzeration; Gangran; schmerzhafte Fingerknotchen; periungualer Infarkt;
Splitterblutungen oder Nachweis einer Vaskulitis durch Biopsie oder
Angiogramm

mehr als zwei Gelenke mit Schmerz und Entziindungszeichen (also
Empfindlichkeit, Schwellung oder Erguss)

Schwache oder Schmerzen proximaler Muskeln, einhergehend mit erhéhter
Kreatin-Phosphokinase oder Aldolase oder Nachweis einer Myositis mittels
Veranderungen im EMG oder Biopsie

(2] ] [2]
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Harnzylinder

Hamaturie

Proteinurie

Pyurie

Erythem
Alopezie
Schleimhaut-
Ulzera
Pleuritis

Perikarditis

Komplement-
verminderung

Material und Methoden

granulére Zylinder oder Erythrozyten-Zylinder

> 5 Erythrozyten im Mikroskopierfeld bei 400facher VergréBerung
(high power field, hpf); Steine, Infektion oder andere Ursachen mussen
ausgeschlossen werden

> 0,5 g/24 Stunden; neu beginnend oder Steigerung in jingster Zeit um
mehr als 0,5 g/24 Stunden

> 5 Leukozyten im Mikroskopierfeld bei 400facher VergréBerung; Ausschluss
einer Infektion

Neubeginn oder erneutes Auftreten eines Erythems

Neubeginn oder erneutes Auftreten von pathologischem Haarausfall, diffus
oder als Alopezia areata

Neubeginn oder erneutes Auftreten oraler oder nasaler Ulzerationen
pleuritischer Schmerz im Brustkorb, mit Pleurareiben oder Erguss oder
Verdickung der Pleura

perikardialer Schmerz mit mindestens einem der folgenden Merkmale:
Reiben, Erguss oder Bestatigung durch EKG oder Echokardiogramm

verringerte Werte flr CH50, C3 oder C4, unterhalb der fur die Labortests
normalen unteren Referenzbereiche

(SIS ] 2] 2]

NERCIATINRT

erhdhte dsDNA- im Labortest oberhalb des Normbereichs
Antikorper

Fieber > 38 °C; Ausschluss einer infektidésen Ursache E]
Thrombo- < 100.000 Thrombozyten pro pl E
zytopenie

Leukopenie < 3.000 Leukozyten pro pl; Ausschluss einer medikamentdsen Ursache m
Berechnung:

Summe Punkte = SLEDAI =

Abb. 3. 1 SLEDAI Fragebogen (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index)
Aus Medal Rheumatologie, Kriterien flir die Klassifikation, Diagnose, Aktivitdt und Prognose
rheumatologischer Erkrankungen; Kuipers, Zeidler, Kéhler; Wiskom Verlag, Seite 83
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4. Ergebnisse

4.1 Ergebnisse in den Mausmodellen
4.1.1 Wirkung der Caspase-1 Inhibition auf dem SLE

Nachdem wir in Vorarbeiten zeigen konnten, dass IL-18 eine bedeutende Rolle in der
Pathogenese des SLE spielt, untersuchten wir hier eine mégliche Hemmung der
Bildung von aktivem IL-18 mittels einer Caspase-1 Inhibition. Hierzu wurden
MRL-Fas®’-M&use mit einem Caspase-Inihibitor (iber 3 Monate behandelt. Der
Caspase-1-Inhibitor blockiert allerdings nicht nur die Bildung der aktiven-IL-18 Form,
sondern auch die Bildung der aktiven IL-1 aus den Proformen des IL-18 und IL-1R3.
Die Therapie wurde bei 2,5 Monaten alten Mausen begonnen und bis zu einem

Lebensalter von 5,5 Monaten fortgeflhrt.

ginnm—— Therapie — Ende

v v

A !
‘-‘ I ' = gum =
\ﬁlter (Mo) 3 4 5 Sakrifizierung

Abb. 4.1: Therapieschema mit Caspase-1 Inhibitor: tdgliche Gabe von einem oralen
Caspase-Inhibitor ab einem Alter von 2,5 Monaten bis zu einem Alter von 5,5 Monaten.
AnschlieBend Sakrifizierung der Mé&use.

Be

Um die Wirksamkeit der Caspase-1 Hemmung zu untersuchen, wurden die
Konzentrationen von IL-18, IL-1R und IFN-y im Serum gemessen. Im Vergleich zu
der scheinbehandelten Kontrollgruppe zeigten sich nach Caspase-1 Hemmung

relevant niedrigere Werte der systemischen Zytokinexpression (siehe Abb. 4.2).

Die reduzierten Konzentrationen von IL-18, IL-1 und IFN-y wirkten sich wiederum
protektiv auf die Erkrankungsprogression aus, mit abgeschwachter
Lymphadenopathie, Splenomegalie und relevant reduzierter Inzidenz der
Hautlasionen (siehe Abb. 4.3 und Abb. 4.4).
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Therapie n
B Caspase-Inhibitor 11
400+ * O Kontrollgruppe 10
£ - *p<0.05 *
D 300- p—
o *
1
200-
1004
0 : r T
IL-18 IFN-y IL-1B

Abb. 4.2: Serum-ELISA - Erfolgreiche Hemmung von IL-18,
IFNy und IL-18 durch Caspase-1 Hemmung im Vergleich zur
Kontrollgruppe

Abb. 4.3: Phanotyp der MRL-Fas”-Mzuse nach Caspase-1-Inhibition
im Vergleich zur Kontrollgruppe

LK Milz
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Abb. 4.4: Relevante Besserung von Lymphoadenopathie und Splenomegalie sowie relevant
reduzierte Hautldsionen in MRL-Fas®-Mause nach Caspase-1 Inhibition im Vergleich zur

Kontrollgruppe.
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Da wir uns besonders fur den Effekt der Casapase-1 Hemmung auf die
Nierenbeteiligung interessierten, untersuchten wir die Nieren histopathologisch. In
den Nieren der behandelten Mause waren die pathologischen Veranderungen auf
glomerularer und tubularer Ebene deutlich abgeschwacht im Vergleich zu den

Kontrollmausen.

Iherapie
Bl Caspase-Inhibitor 11
O Kontrollgruppe 10

4- *%*
o
3
. **p<0.01
0. |

Abb. 4.5: Reprédsentative Mikrofotografien (20 X): Hadmatoxylin-Eosin-Farbung der Niere einer

MRL-Fas"”-Maus nach Behandlung mit einem Caspase-Inhibitor verglichen mit der Niere einer

MRL-Fas”"-Maus mit Scheinbehandlung. Die histopathologische Verédnderungen der Niere sind
relevant schwécher ausgeprégt nach Caspase-1 Inhibition im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Weiterhin konnten wir durch Bestimmung der Proteinurie und des Blut-Harnstoff-
Stickstoffs (BUN) eine relevant bessere Nierenfunktion nach Therapie mit Caspase-

1-Inhibitor feststellen.

Iherapie A
-8B~ Caspase-Inhibitor 11
31Proteinurie ~®-Kontroligruppe 10 BUN ,
A) *p<0.05 *E* B) 601 —
o 21 "p<0.01
5 | **p<0.001
?
1-
0.

Alter (mo) 2.5 3.0 35 40 45 50 55

Abb. 4.6: Reduktion der Nierenfunktionseinschrénkung in MRL-Fas*-Mausen nach Behandlung
mit Caspase-1-Inhibition im Vergleich zur Kontrollgruppe.
A) Semiquantitative Proteinurie-Bestimmung 2) BUN, die gestrichelte Linie zeigt die BUN-
Konzentration in gesunden MRL-Fas"-Mausen (Alter: 2 Monate)

Als zusatzlicher Parameter zur Beurteilung der Nierenfunktion nach Caspase-1
Hemmung, untersuchten wir die Albumin-Konzentration im Urin. Obwohl sich keine
statistisch relevante Besserung der Albuminurie nachweisen lasst, kann eine
Besserungstendenz nach Caspase-1 Inhibition erkannt werden, sodass auch hiermit

ein nephroprotektiver Effekt der Caspase-1 Inhibition postuliert werden kann.

Albuminurie Caspase-Inhibitor

800000 ;
600000 -
400000 -
200000 A
Sima BN .
N o N\ () N ()
) ‘0\\ ®) *O\\ ) ‘O\\
& & &
“0 ‘{.O {~O

Abb. 4. 7: Albumin-ELISA im Urin von MRL-Fas*'-M&usen nach Caspase-1 Inhibition im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Messungen jeweils zu Therapiestart, mit 4 Monaten und mit 5
Monate. Keine statistisch relevante Differenz nachweisbar, allerdings kann eine
Besserungstendenz der Albuminurie nach Caspase-1 Inhibition erkannt werden.

63



Ergebnisse
Interessanterweise fiuhrte ein Therapiestart mit dem Caspase-Inhibitor auch nach
Krankheitsbeginn, als therapeutischer Therapieansatz (Therapiedauer: 4,0 bis 5,5
Lebensmonat) zu einer Besserung der Nierenbeteiligung und der systemischen
Erkrankung. Die Wirkung der Caspase Hemmung war in dieser Gruppe allerdings

geringer als in den bereits vor Krankheitsausbruch behandelten Mausen.

Beginn -Therapie - Ende

A Y \
1 1
Iter (mo) 3 4

A) Systemische Zytokine

1
1
5 Sakrifizierung

400 7 *p<0.05 .
— *
*
= —
200 - i
o
0 4
IL-18 IFN-y IL-1B
B) Phanotyp
LK o Milz Haut
3 30 §1.0 3 *
2 S o ' '
f_) 20 E g2
= 0.5 %)
& 10 (’-3 1
5 0 A E 0 ! L
C) Histopathologie der Niere
4 *p<0.05 *
I Therapie n
o M Caspase-1 Inhibitor 11
8 O Kontrollgruppe 10
» 2]
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Abb. 4.8: Therapie mit Caspase-1 Inhibitor vom 4. Lebensmonat bis zum 5.5 Lebensmonat.
A) Serum-ELISA: Reduzierte Konzentration von IL-18, IFNy und IL-18 durch Caspase-1
Hemmung im Vergleich zur Kontrollgruppe
B) Nicht relevante Besserung der Lymphoadenopathie und der Splenomegalie, relevante
Besserung der Hautbeteiligung nach Caspase-1 Inhibition im Vergleich zur Kontrollgruppe.
C) Relevant schwécher ausgeprégte histopathologische Verdnderungen der Niere nach
Caspase-1 Inhibition im Vergleich zur Kontrollgruppe
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Zusammenfassend kann man aus den erhobenen Daten/Ergebnissen postulieren,
dass die Hemmung der Caspase-1 die Krankheitsprogression, a.e. durch die
Reduktion der proinflammatorischen Zytokin-Konzentration von IL-18, IL-1p und IFN-
v, unterdruckt. Allerdings konnten wir mittels der Caspase-1 Inhibition nicht
differenzieren, in wie weit die Reduktion von IL-18 oder IL-13 alleine oder zusammen
diesen Effekt aus die Auspragung des SLE und insbesondere der Nierenbeteiligung

im MRL-Fas”-Mausmodell hatte

4.1.2 Differenzierung der Rolle von IL-18 und IL-1R in der Pathogenese von LN

und systemischer Erkrankung

Um die Rolle von IL-18 und IL-1 in der Pathogenese der Nierenbeteiligung und
systemischer Erkrankung in MRL-Fas"™-Mause zu differenzieren, behandelten wir die
Mause daher mit einem spezifischen IL-1 Rezeptor Antagonisten (IL-1RA).

Wir fanden kein Unterschied im Gewicht von Lymphknoten und Milz sowie im Grad
der Niereninsuffizienz und Nierenbeteiligung. Auch die Anzahl und der Phanotyp der
infiltrierenden Leukozyten in der Niere sowie die Anzahl der apoptotischen renalen
tubularen Epithelzellen (TEZ) und der proliferierenden Zellen war vergleichbar in der

Gruppe mit IL-1RA behandelten Mausen und in der mit scheinbehandelten Mausen.

Eine Behandlung mit einem IL-1 Rezeptor Blocker hat somit keine Wirkung auf die

Progression der Erkrankung in MRL-Fas®'- Mause.
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A) Therapieschema mit IL-1 Rezeptor Antagonist

Beginn - Therapie - Ende
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Abb. 4.9: Therapie mit IL-1 Rezeptor Antagonist
A) Therapieschema: Tégliche Gabe vom 4. Lebensmonat bis zum 5.5 Lebensmonat.

B) Relevante Besserung der Lymphoadenopathie, keine relevante Besserung der Splenomegalie
oder des Anti-dsDNA Titers nach Therapie mit IL-1 Rezeptor Antagonist im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

C) Vergleichbarer Verlust der Nierenfunktion in MRL-Fas"™-Mause, die mit einem IL-1 Rezeptor
Antagonist behandelt wurden und in der Kontrollgruppe. Die Nierenfunktion wurde anhand einer
semiquantitativen Proteinurie-Bestimmung und durch eine BUN-Bestimmung evaluiert. Die
gestrichelte Linie zeigt die BUN-Konzentration in gesunden MRL-Fas"™-Mzusen (Alter: 2 Monate).
Kein relevanter Unterschied der D) intrarenalen Apoptose-Rate und E) der intrarenalen
Proliferations-Rate zwischen Méausen, die mit einem IL-1 Rezeptor Antagonist behandelt wurden
und der Kontrollgruppe.

66



Ergebnisse

4.1.3 Spezifizitat und Wirkmechanismus der Caspase-1 Hemmung

Bevor wir den genauen Wirkmechanismus untersuchten, wodurch es bei den
behandelten Mausen zu einer Besserung der Nierenbeteiligung kommt, Uberpriften
wir die Spezifizitat des Caspase-1 Inhibitors. Durch ein Caspase-Enzym-Assay
konnten wir bestimmen, dass der Casapase-1 Inhibitor ausschlieldlich die Aktivitat

der Caspase-1, und nicht die der Caspase-3, -8 und -9 in Niere und Milz hemmt.

Niere Therapie. ~ n Milz
m Caspase-Inhibitor 11

81 4 |g Kontrollgruppe 10| 207
=) *p<0.05
>
S 41 J—i 107
‘(‘é *
£ —
o 0 I 1 ol | — HE
Caspase: 1 3 8 9 1 3 8 9

Abb. 4.10: Relevante Hemmung der Caspase-1 Aktivitéat in Niere und Milz nach Therapie mit
einem Caspase-1 Inhibitor. Die Aktivitdt der Caspase-3, -8 und -9 ist von der Therapie mit dem
Caspase-1 Inhibitor unbeeinflusst.

Des Weiteren untersuchten wir die Serumkonzentration der Interleukine, die durch
die Caspase-1 aktiviert werden (IL-18 und IL-1R) sowie die Konzentration der
Zytokine, die durch IL-18 und IL-1R induziert werden (IFN-y, IL-12 und TNF-a).
Wahrend die Konzentration von IL-18, IL-113 und IFN-y durch die Casapase-1

Inhibition absank, blieb die Serumkonzentration von IL-12 und TNF-a unverandert.

4007 &
E

é ﬂ | [
200- i ﬂ *p<0.05
Uil o] i

IL-18 IFN«y IL-12 IL-1B8  TNF-a

Abb. 4.11: Serum-ELISA - Erfolgreiche Hemmung von IL-18, IFNy und IL-18 durch Caspase-1
Hemmung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Keine relevante Anderung der Konzentration von IL-
12 und TNF-a nach Caspase Inhibition.

Weiterhin interessierte uns die mRNA-Expression in der Niere von Caspase und
Zytokinen nach Hemmung der Caspase-1. Die mMRNA Expression der Caspase wird
in der Niere durch die Casapase-1 Inhibition nicht beeinflusst. Die mMRNA Expression

der Interleukine (IL-18, IL-1R und IFN-y) hingegen sank durch die Caspase-1
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Hemmung, obwohl nur die Expression vom IL-18 relevant beeinflusst wurde (p <0.05
vs. IL-1R p = 0.06 und IFN-y = 0.09).

1.0 ITherapie o
B Caspase-Inhibitor
O Kontrollgruppe

ol hollag

Caspase: 1 2

0.57]
=0.06

0.257] *‘:&05 | P09
o_i; i il el mll il

Zytokine: IL-18 IL-1B IFN-y IL-12p35 IL-12p40 IL-10 IL-1a

Abb. 4.12: RNase-protection assay. Relevant reduzierte mRNA Expression von IL-18 durch
Therapie mit einem Caspase-1 Inhibitor im Vergleich zur Kontrollgruppe. Nicht relevant reduzierte
MRNA Expression von IL-13 (p=0.06) und IFN-y (p=0.09) durch Therapie mit einem Caspase-1
Inhibitor im Vergleich zur Kontrollgruppe. Kein Einfluss der Casapase-1 Inhibition auf die mRNA
Expression der Caspase-1, -2, -3, -6, -7, -8, -11 und -12.

4.1.4 Caspase-1 vermittelte Pyroptose

Ein weiterer nephroprotektiver Mechanismus der Caspase-1 Inhibition besteht in der
Pyroptose-Hemmung, eine inflammatorische Variante des programmierten Zelltods.
Die Pyroptose wird durch die Caspase-1 induziert und durch IL-18 verstarkt.

In der Niere der behandelten Mause fand sich erwartungsgemal eine reduzierte
Anzahl an apoptotischen Zellen im Vergleich zur Gruppe mit scheinbehandelten

Kontroll-Mausen.
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Abb. 4.13: Reduzierte intrarenale Apoptose nach Therapie mit einem Caspase-1 Inhibitor im
Vergleich zur Kontrollgruppe

Die kaskadenartige Aktivierung von anderer Caspasen (Effektor-Caspasen: 3,6 und
8) stellt die gemeinsame Endstrecke verschiedener Apoptosewege dar und eine
Pan-Caspase Inhibition bietet somit eine umfangreiche Apoptosehemmung im
Gegensatz zu der sehr spezifischen Casapase-1 induzierten Pyroptose. Da die
Apoptose allerdings auch eine relevante physiologische Rolle spielt, ware eine
solche umfangreiche Inhibition des programmierten Zelltods auch womdglich mit
mehreren Komplikationen und Nebenwirkungen (z.B. maligne Neoplasien)
verbunden.

Wir verglichen somit eine Caspase-1 Inhibitor Therapie mit einer Therapie mit einem
Pan-Caspase Inhibitor. Uns interessierte insbesondere, ob die klinische Wirkung
dieser mdglichen Therapieansatze, trotz vermutlich starker ausgepragtes

Nebenwirkungsspektrum einer Pan-Caspase Hemmung, vergleichbar sind.

Hierfiir behandelten wir eine Gruppe von 4 Monaten alten MRL-Fas"-Mausen bis zu
einem Lebensalter von 5,5 Monaten mit einem spezifischen Caspase-1 Inhibitor und
verglichen diese mit einer Mause-Gruppe, die mit einem unspezifischen Pan-

Caspase Inhibitor behandelt wurden.

Um die Wirksamkeit der jeweiligen Caspase-Inhibition zu bestimmen, untersuchten
wir zunachst die Serum Konzentration von IL-18 sowie die Caspase-3 Aktivitat. Nach
der spezifischen Caspase-1 Inhibition fand sich eine reduzierte IL-18 Konzentration.
Nach der unspezifischen Pan-Caspase Behandlung fand sich neben der niedrigeren

IL-18 Konzentration auch eine reduzierte Caspase-3 Aktivitat.

Anschlie3end verglichen wir die Serumkonzentration der Zytokine, die

Organbeteiligung sowie die Krankheitsauspriagung in den MRL-Fas™-Mausen, die
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mit dem Pan-Caspase-Inhibitor und, die mit dem spezifischen Caspase-1 Inhibitor
behandelt wurden.

Unter den beiden Gruppen fand sich keine relevante Differenz in der
Serumkonzentration von IL-18, IL-113 und IFN-y sowie in den histopathologischen

Nierenveranderungen und in der Lymphadenopathie. Lediglich eine Besserung der
Splenomegalie war in der Mause-Gruppe, die den Pan-Caspase-Inhibitor erhielt

starker ausgepragt im Vergleich als in den Mausen, die den spezifischen Caspase-1-
Inhibitor erhielten.
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Abb. 4. 14: Therapieeffekte einer Behandlung mit Caspase-1 Hemmung waren vergleichbar mit
einer Therapie mit Pan-Caspase Hemmung.

A) Serum-ELISA: Vergleichbar erfolgreiche Hemmung der IL-18, IL-1 und IFN-y Synthese durch
eine Therapie mit einem Caspase-1 Inhibitor und mit einem Pan-Caspase Inhibitor

B) Besserung der Splenomegalie und der Lymphoadenopathie nach Therapie nicht relevant in
der Caspase-1 Inhibitor Gruppe, relevant in der Pan-Caspase Inhibitor Gruppe.

C) Relevant schwécher ausgeprégte histopathologische Verdnderungen der Niere nach Therapie
vergleichbar in der Caspase-1 Inhibitor und Pan-Caspase Inhibitor Gruppe.
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4.1.5. Caspase-1 vermittelte Aktivierung von Leukozytenpopulationen und

Induktion von Zytokinen

Des Weiteren wollten wir die Wirkung der Caspase-1 Hemmung auf die intrarenalen

Leukozyten-Population evaluieren. In behandelten Mausen fand sich eine relevante

Abnahme der F4/80" Makrophagen, CD4", CD8" und B220*CD4°CD8" B-Zellen im
Vergleich zu der scheinbehandelten Kontrollgruppe.

Intrarenale Infiltrate

401 *kx 407 Therapie. n
— m Caspase-Inhibitor 11
* % % * % O Kontrollgruppe 10
| p—| | p—|
F4/80 20- CD8 201
* % * % * %
ﬂ w | m ]
K%k — **p<0.01 =3
| | *kk
| | p<0.001
* %k Zx
| |
0] Ol ™1 ol
Glomerular Interstitiell Perivaskular Glomerular Interstitiell Perivaskular

Abb. 4.15: Relevante Hemmung der F4/80 Makrophagen, CD4, CD8 und B220"CD4 CD8 Zellen
nach Caspase-1 Inhibition im Vergleich zur Kontrollgruppe. Immunhistochemische Detektion der
Leukozyten-Populationen auf glomerulérer, interstitialer und perivaskuldrer Ebene.

Neben der Leukozytenpopulationen, interessierte uns auch die Aktivierung der intra-
renalen Zellpopulationen sowie das Expressionsmuster inflammatorischer Zytokine
und Chemokine.

In der Durchflusszytometrie der intrarenalen Zellen konnte zunachst eine relevante
Abnahme der infiltrierenden Leukozyten (CD45 - Pan-Leukozyten Marker) bestatigt
werden. Hier zeigte sich, dass es sowohl zu einer Reduktion der CD4+ Zellen als

auch CD11+ Makrophagen durch die Behandlung mittels eines Caspase-1 Inhibitors

kommit.

Intrarenale Leukozyten

*
—

N
]

Frequency
N

CD45 CD4 CD11b

Abb. 4.16: Relevante Hemmung der CD45", CD4" und CD11b" Zellen nach Caspase-Inhibition
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Durchflusszytometrische Detektion der Leukozyten-
Populationen.
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In einer weiteren durchflusszytometrischen Analyse haben wir 2
Leukozytenpopulationen (CD4" und CD11b") genauer mit einem zweiten Antikrper
differenziert und deren Aktivierungsstatus sowie deren Zytokinexpression untersucht.
Nach Caspase-1 Hemmung fand sich insbesondere eine relevante Abnahme
folgender Leukozytenpopulationen: CD4"CD86", CD4"CD69", CD4"Ly6c”,
CD4"IFNy*, CD4"CD206", CD11b", CD11b*IL-12" CD11b*CD69", CD11b*Ly6c",
CD11b"CD206". IL-6, TGF-R und TNF-a sezernierende Zellen waren hingegen von

der Caspase-1 Inhibition nicht relevant beeinflusst.
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Abb. 4. 17: Beispiel von Dotplots nach durchflusszytometrischer Analyse: Untersuchung von
jeweils CD69"/CD4*-Zellen bzw. CD69"/CD11b*-Zellen. Relevante Abnahme dieser
Leukozytenpopulationen nach Caspase-1 Inhibition.
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Zellen
Zusatzh CD45'CD4" Zellen CD45'CD11b* Zellen
Marker
Frequency-Mittelwert Frequency-Mittelwert
+SEM +SEM
Cl Kontrolle Signifikanz Cl Kontrolle Signifikanz
IFN-y 12.9542.01 | 18.78+2.49 n.s. 13.58+2.02 | 19.70+2.57 n.s.
IL-6 36.57+2.66 | 43.33+2.74 n.s. 20.40+2.37 | 23.75%3.0 n.s.
IL12 51.03+2.47 | 56.63+2.79 n.s. 43.77+2.57 | 52.14+2.60 *
IL-17 3.74+0.69 | 8.71+1.47 * - - -
TNF-a 43.74%2.39 | 52.49+3.06 n.s. 44.97+2.54 | 54.39+3.70 n.s.
CD86 39.54+3.60 | 48.89+1.76 * 28.09+1.82 | 30.40+1.88 n.s.
CD69 38.43+2.27 | 50.56+2.59 > 44.57+2.30 | 51.85+2.20 *
CD25 9.84+0.95 | 12.77+1.02 n.s. - - -
FoxP3 7.83+0.93 | 7.24+0.27 n.s. - - -
Ly6c 9.90+1.01 | 13.22+0.71 * 24.93+1.70 | 30.24+1.52 n.s.
CD206 15.40+1.25 | 9.50+1.45 w 9.70+0.84 | 6.47+0.45 *
TGF-i 26.37+1.72 | 23.23+2.81 n.s. 52.68+3.43 | 46.74+2.76 n.s.

Tabelle 4.1: Zusammenfassung der Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse:
Intrarenale Leukozytenpopulationen in MRL-Fas”-Mzuse nach Caspase-1 Inhibition im Vergleich
zur scheinbehandelten Kontrollgruppe.

Unterschied in der Leukozytenpopulation zwischen den mit Caspase-1 Inhibitor behandelten
Mé&usen und der scheinbehandelten Kontrollgruppe:

*und ** - relevanter Unterschied (jeweils p value <0,05 und <0,01)
n.s. - kein statistisch relevanter Unterschied
- - keine Messung fiir diese Zellpopulation erfolgt
SEM - Standard Error of Mean
Cl - MRL-Fas”"-Mé&usen, die mit Caspase-1 behandelt wurden

Bsp.: Bei CD4" Zellen, die IFNy produzieren, besteht hingegen kein relevanter Unterschied (n.s.).
CD11b* Zellen, die IL-12 produzieren, sind in den MRL-Fas’pr-Méiusen, die mit Caspase-1
behandelt wurden deutlich geringer als in der scheinbehandelten Kontrollgruppe (*)

Durch die FACS-Analyse konnte bereits erkannt werden, dass die Anzahl der
infiltrierenden Leukozyten als auch deren Aktivierung durch die Caspase-1 Inhibition
reduziert bzw. gehemmt wird. Da wir uns in diesen Analysen nur auf die
infiltrierenden Zellen fokussiert haben, aber gerade die TEZ der Niere ein
Hauptproduktionsort verschiedener Zytokine und Chemokine darstellen erganzten
wir die Untersuchungen um eine Proteomanalyse aus Nierengewebe dieser mittels
Caspase-1 Inhibition behandelten Tiere.

Hierzu untersuchten wir die Caspase-1 Inhibitor behandelten MRL-Fas"”’-Mause und

verglichen die Ergebnisse mit der scheinbehandelten Kontrollgruppe.
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Abb. 4. 18: Proteomanalyse der Niere von MRL-Fas"”"- Mausen. Hier werden zunéchst alle
Zytokine aufgefiihrt, die untersucht wurden.

Durch eine Caspase-1 Hemmung sinkt die Konzentration vieler Zytokine relevant ab.
Wie zu erwarten war, ist die Konzentration von IL-13 bei Caspase-1 behandelten
Mausen relevant geringer als in der scheinbehandelten Kontrollgruppe. Auch der IL-1
Rezeptor Antagonist sinkt nach Caspase-1 Hemmung. Weitere Zytokine dessen
Konzentration nach einer Behandlung mit einem Caspase-1 Inhibitor relevant
abnimmt sind die proinflammatorische Interleukine IL-2, IL-16, IL-23 sowie die
Chemokine CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 und
den Macrophage Colony Stimulating Factor M-CSF. Wie bereits in der
Durchflusszytometrie erkannt, sind einige Zytokine von der Caspase-1 Hemmung
hingegen nicht bedeutend beeinflusst, wie z.B. das TNF-a, IL-12 und IL-6. TNF-a
und IL-12 waren auch im Serum von MRL-Fas™-Mausen nicht durch eine Caspase-1
Inhibition relevant beeinflusst (siehe ELISA-Ergebnisse).
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Abb. 4. 19: Proteomanalyse der Niere von MRL-Fas"”"- Mé&usen. Hier werden nur die Z ytokine
gezeigt, dessen Expression durch eine Caspase-1 Behandlung relevant abnahm.
*- p value < 0,05, ** p value < 0,01, *** p value < 0,001.
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In Zusammenschau samtlicher Daten kann man postulieren, dass eine IL-18
Hemmung durch eine Caspase-1 Inhibition zu einer relevanten klinischen,
laborchemischen und histologischen Besserung des SLE, insbesondere der LN und
des CL fiihrt. Die Besserung der Erkrankung in den MRL-Fas"-M&usen wird a.e.
durch verschiedene Mechanismen vermittelt: die reduzierte Zytokin- Synthese flhrt
zu einer verminderten Niereninfiltration durch Leukozyten, reduzierte Freisetzung von
inflammatorischen Zytokine und Chemokine sowie zu einer Herunterregulierung der

apoptotischen Signalwege.

Da die Hemmung des IL-18 durch eine Caspase-1 Inhibition als mdglicher
Therapietarget flr den SLE in Frage kommt, versuchten wir in einem
weiterfuhrenden Ansatz die gewonnenen Erkenntnisse aus den experimentellen

Untersuchungen im Mausmodell auf den humanen SLE zu Ubertragen.

4.2 Ergebnisse im Patientenkollektiv
4.2.1 IL-18 Konzetration im Serum

Im SLE-Patientenkollektiv untersuchten wir zunachst die Konzentration von IL-18 im
Serum und verglichen diese Werte mit denen einer alters- und geschlechts-
gematched gesunden Kontrollgruppe. Bei den SLE Patienten fand sich ein signifikant

hdhere IL-18 Serum Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe.

W SLE Patienten 21
O Kontrollgruppe 29
800 *kk
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=
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Abb. 4. 20: IL-18 Konzentration im Serum.
Erhéhte Serum-Konzentration von IL-18 in SLE-Patienten im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe (p value < 0,0001).

Neben der Korrelation mit der Erkrankung allgemein, interessierte uns, ob das IL-18
im Serum auch mit der Krankheitsaktivitat korreliert, insbesondere mit SLEDAI, C3
und dsDNA. Wir fanden eine signifikante Assoziation mit SLEDAI und C3 (hier
inverse Korrelation), allerdings nicht mit dsDNA.

75



Ergebnisse

20
z: 15 (1) e o
[m) ° °
Y 10 e
w o e
LN J °
5 [ ] (__J
[ ]
0
200 400 600 800 1000
Serum IL-18

Abb. 4. 21: IL-18 Konzentration im Serum.
Signifikante Korrelation zwischen Serum IL-18 und SLEDAI in SLE-Patienten (r 0,47, p value

0,034)
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Abb. 4. 22:: IL-18 Konzentration im Serum.
Signifikante inverse Korrelation zwischen Serum IL-18 und C3 in SLE-Patienten (r -0,78, p value

0,034).
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Abb. 4. 23: Abb. 5. 21: IL-18 Konzentration im Serum.
Keine Korrelation zwischen Serum IL-18 und dsDNA in SLE-Patienten.

4.2.2 IL-18 Expression in der Niere

Da wir im SLE-Mausmodell eine Korrelation und eine pathogenetische Rolle von IL-
18 mit einer Nierenbeteiligung fanden, untersuchten wir die IL-18 Expression in der
Niere von Patienten mit einer LN. In der immunhistochemischen Farbung lief3 sich IL-
18 deutlich erkennen. Hier zeigt sich nicht nur eine Expression der infiltrierenden
Leukozyten, sondern insbesondere auch in den Tubulusepithelzellen sowie intra-

glomerular.
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Abb. 4. 24:: Immunohistochemische Farbung der Niere von SLE Patienten mit LN:
IL-18 l&sst sich gut erkennen (brdunliche Farbung);

Einfache Pfeile: Tubulusepithelzellen, gestrichelte Pfeile: infiltrierende Zellen;

A) Infiltrierende Zellen

B) Tubulusepithelzellen

C) Intraglomerulére Zellen
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5 Diskussion

5.1 Rolle der Caspase-1 im SLE

IL-18 spielt eine relevante pathogenetische Rolle in vielen Autoimmunerkrankungen
unter anderem beim SLE und insbesondere bei der LN. (22)

Da die Aktivierung von IL-18 und IL-1 durch das Enyzm Caspase-1 erfolgt, das
wiederum durch den Inflammasom-Komplex aktiviert wird, wurden beim SLE
verschiedene Studien durchgefuhrt, die die pathogenetische Rolle des NLRP3 und
der Caspase-1 untersuchten. In MRL-Fas™-M&usen nimmt die Expression von
NLRP3 in den Nieren mit der Progression der LN parallel zu. (61) In SLE Patienten
mit LN konnte vergleichsweise eine vermehrte Expression von NLPR3 und Caspase-
1 bei aktiver Nierenbeteiligung nachgewiesen werden. (62)

Nachdem die pathogenetische Rolle von NLRP3 im SLE erkannt wurde, untersuchte
man die Rolle des Inflammasoms als Therapietarget. Durch eine Hemmung vom
NLRP3 konnten verschiedene Studiengruppen eine relevante Besserung der
Erkrankung in Lupusmausmodellen erzielen. (67) (66) Allerdings wurden diese Daten
auch von einigen Studien widersprochen. Es fand sich zum einen eine reduzierte
Expression von Inflammasom-Bestandteilen in peripheren mononuklearen Blutzellen
(PBMCs) von SLE-Patienten, bzw. sogar eine umgekehrte Korrelation der NLRP3
Expression mit der Krankheitsaktivitat und LN, sodass womaglich eine systemische
und nephroprotektive Wirkung des NLRP3 Inflammasoms angenommen werden
kann. (70) (71)

Als mogliche Erklarung dieser dichotomen Rolle des NLRP3-Inflammasoms im SLE
wurde postuliert, dass seine Aktivierung u.a. von der Zellphase abhangig ist. Shi et
al. zeigten, dass LPS oder ATP wahrend der Interphase zu einer Inflammasom-
Aktivierung fuhren, diese wird hingegen wahrend der Mitose durch die selben Stimuli
stark gehemmt. (73) Aufgrund der noch unklaren und dichotomen Funktion des
NLRP3-Inflammasoms in autoimmunen Prozessen, fokussierte man sich zunehmend
auf die pathogenetische Rolle der in der -Aktivierungskaskade nachgeschalteten
Caspase-1. Die Expression der Caspase-1 korreliert in der Tat mit der SLE
Krankheitsaktivitat und wird nach medikamentéser Therapie unterdrtickt. (71) Mit
dem Hintergedanken mittels einer Caspase-1 Inhibition eine valide, gezielte
Therapiemaoglichkeit zu entwickeln wurden bereits einige Studien durchgefuhrt. In
Caspase-1 knock-out Lupus- Mausen zeigten sich eine fehlende Hochregulation der

IL-18- und IL-13-Synthese sowie folglich eine fehlende IFN-Typ | Immunantwort, eine
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relevant verminderte Autoantikdrper-Entwicklung und eine ausbleibende
Immunkomplex-Glomerulonephritis. (81) Um die Rolle der Caspase-1 in der
Pathogenese des SLE zu erforschen, stellen allerdings knock-out Mause nicht die
idealen Modelle dar. Das Gen von der Caspase-1 ist namlich sehr nah an das Gen
der Caspase-11, welche an einem alternativen Weg der Inflammasom-Aktivierung
beteiligt ist. Caspase-1 knock-out Mausen verlieren somit auch die enzymatische
Funktion der Caspase-11, was wiederum die Analyse einer isolierten Caspase-1
Inhibition erschweren. (82) Zudem hat eine knockout Maus bereits in der Entwicklung
keine Expression der Caspase-1, sodass hierdurch ggf. vollkommen andere Effekte
erzielt werden im Vergleich zu einer Hemmung der Capase-1 erst mit beginnender
Krankheitsaktivitat

Unserem Wissen nach wurden bis dato keine pharmakologische Caspase-1
Inhibition in murinen Lupusmodellen untersucht. Die Ziele dieser Arbeit sind die Rolle
der Caspase-1 und der durch die Caspase-1 aktivierten Interleukine (IL-18 und IL-
1R) in der Pathogenese des SLE sowie die Wirkung der Caspase-1 Inhibition als

Therapiemoglichkeit zu untersuchen.

Hierzu evaluierten wir klinische, laborchemische und histologische Parameter von
MRL-Fas®-Mausen, die mit einem Caspase-Inihibitor (iber 3 Monate behandelt
wurden und verglichen diese mit einer Kontrollgruppe von scheinbehandelten MRL-
Fas-Mausen. Der Therapiebeginn wurde hier bewusst ab einem Alter von 2,5
Monaten, namlich in sehr friihen Stadien der Krankheitsentwicklung gewahlt.
Mittels eines ELISAs konnte erwartungsgemal eine reduzierte Serumkonzentration
der Zytokine, die durch die Caspase-1 aktiviert werden, sowie vom IFN-y, der u.a.

von IL-18 induziert wird, nachgewiesen werden.

Klinisch wirkte sich die Caspase-1 Inhibition protektiv auf die
Erkrankungsprogression aus, die behandelten MRL-Fas”-Mausen wiesen eine
abgeschwachte Lymphadenopathie, Splenomegalie sowie eine relevant reduzierte

Inzidenz der Hautlasionen auf.

Da wir uns besonders fur den Effekt der Casapase-1 Hemmung auf die
Nierenbeteiligung interessierten, und Kahlenberg et al. in den Caspase-1 knock-out
Mausen bereits eine Aufhebung der Immunkomplex-Glomerulonephritis gefunden
hatten, evaluierten wir verschiedene Nierenfunktionsparametern. Sowohl die

Proteinurie als auch der Harnstoff-Stickstoff im Serum zeigten eine relevante
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Reduktion in der Caspase-1 Behandlungsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Die Albuminurie war zwar in der Caspase-1 Behandlungsgruppe nicht relevant
reduziert, allerdings lief3 sich eine Besserungstendenz zeigen. Hier ist auch zu
erwahnen, dass wir keine Normalisierung zur Kreatinin-Konzentration im Urin
vorgenommen haben. Somit kdnnen die stark schwankenden Albumin-Mengen auch
durch die unterschiedlich ausgepragte Konzentration des Urins bedingt sein.

Des Weiteren untersuchten wir nach 3 Monaten Behandlung die Nieren
histopathologisch. In den behandelten Mausen waren die glomerularen,
perivaskularen und interstitiellen Infiltrate deutlich abgeschwacht im Vergleich zu den
scheinbehandelten Kontrollmausen (p-Value <0.01).

Diese Daten bekraftigen somit den bereits in verschiedenen Studien vermutete

nephroprotektive Effekt einer Caspase-1 Inhibition.

Da eine prophylaktische SLE-Therapie mit einem Caspase-1 Inhibitor im Menschen
nicht realistisch ist bzw. nur selten Anwendung finden wirde, fokussierten wir uns
anschlie3end auf die Effekte eines Therapiebeginns nach Krankheitsausbruch, als
therapeutischer Therapieansatz. Hierfiir behandelten wir MRL-Fas®-M&usen erst ab
dem 4. Monat (mit bereits deutlichen Krankheitssymptomen in Form von Proteinurie
Lymphadenopathie und Hautlasionen) bis zur Sakrifizierung im Alter von 5.5
Monaten. Interessanterweise fuhrte ein Therapiestart mit dem Caspase-Inhibitor
auch nach Krankheitsbeginn zu einer Besserung/Stabilisierung der Nierenbeteiligung
und der systemischen Erkrankung. Die Wirkung der Caspase Hemmung war in
dieser Gruppe allerdings geringer als in den bereits mit Beginn der ersten
Krankheitssymptomen behandelten Mause. Diese Untersuchung sollte allerdings
uber einen langeren Zeitraum wiederholt werden, da eine Therapie von 1.5 Monaten
vermutlich nicht den kompletten Wirkungs- und womaoglich Nebenwirkungsprofil

enthullen kann.

Zusammenfassend kann man aus den erhobenen Daten postulieren, dass die
Hemmung der Caspase-1 zu einer signifikanten Reduktion der proinflammatorischen
Zytokine IL-18, IL-1B und IFN-y fuhrt. Klinisch, laborchemisch und histologisch
wurden durch eine Caspase-1 Inhibition die Krankheitsprogression, insbesondere die
Nieren- und Hautbeteiligung sowie die Lymphadenopathie und Splenomegalie,

abgeschwacht bzw. reduziert.

80



Diskussion

5.2 Therapeutischer Wirkmechanismus der Caspase-1 Inhibition
5.2.1 Spezifizitat der Caspase-1 Hemmung

Zunachst konnten wir durch ein Caspase-Enzym-Assay feststellen, dass der
Casapase-1 Inhibitor ausschliellich die Aktivitat der Caspase-1, und nicht die der
Caspase-3, -8 und -9 in Niere und Milz hemmt.

Weiterhin interessierte uns die Serumkonzentration der Interleukine, die durch die
Caspase-1 aktiviert werden (IL-18 und IL-1R) sowie die Konzentration der Zytokine,
die durch IL-18 und IL-13 induziert werden (IFN-y, IL-12 und TNF-a). Wahrend die
Konzentration von IL-18, IL-13 und IFN-y durch die Casapase-1 Inhibition signifikant
absank, zeigte sich nur eine nicht relevante Reduktionstendenz von IL-12 und TNF-
a. Dies wundert allerdings nicht, da sowohl IL-12 als auch TNF-a Blocker auch
andere Aktivierungswege aufweisen.

AbschlieRend untersuchten wir die mRNA-Expression von Caspase und Zytokinen in
der Niere von MRL-Fas™-Mausen nach Hemmung der Caspase-1. Die mRNA
Expression der Caspase-1 sowie der Effektor- (3,6,7), der Initiator-Caspasen (2,8)
und anderer inflammatorischen Caspasen (11,12) wird durch eine Caspase-1
Inhibition nicht beeinflusst. Die MRNA Expression der Interleukine (IL-18, IL-1} und
IFN-y) hingegen sank, obwohl nur die Expression vom IL-18 signifikant beeinflusst
wurde (p <0.05 vs. IL-18 p = 0.06 und IFN-y = 0.09).

5.2.2 Differenzierung zwischen der pathogenetischen Rolle von IL-18 und IL-18

Obwohl ein therapeutischer Effekt der Caspase-1 Hemmung bereits vermutet und in
unseren o0.g. Untersuchungen bekraftigt wurde, ist bis dato der genaue

therapeutische Wirkmechanismus einer Caspase-1 Inhibition nicht bekannt.

Insbesondere war das Ziel der folgenden Untersuchungen, die Rolle von IL-18 und
IL-13 zu differenzieren, in wie weit also die Reduktion dieser zwei Zytokine alleine
oder zusammen einen therapeutischen Effekt auf die Auspragung des SLE und
insbesondere der Nierenbeteiligung im MRL-Fas®-Mausmodell hatte.

Eine pathologisch Ubermaliige Aktivitat von IL-1 unterliegt einer grolen Anzahl von
autoimmunen und autoinflammatorischen Erkrankungen, die Rolle von IL-13 in der
Pathogenese des SLE ist allerdings kontrovers. Wahrend einige Studien eine klare

Assoziation zwischen Serum-IL-1} Konzentration und SLE-Krankheitsaktivitat (19)
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(20) (21) sowie -Organschaden (22) aufweisen, fanden andere Studien keine
relevante Korrelation. (23) (22)/ (19)

Wir behandelten MRL-Fas”-Mause mit einem spezifischen IL-1 Rezeptor
Antagonisten (IL-1RA) und untersuchten hierunter die Auspragung des SLE.

Die Lymphadenopathie besserte sich unter der Therapie mit dem IL-1RA. Die
Splenomegalie, die eingeschrankte Nierenfunktion (quantifiziert mittels Proteinurie
und BUN), die dsDNA als Aktivitatsparameter sowie die intrarenale Proliferations-
und Apoptose-Rate blieben allerdings unverandert.

In Zusammenschau dieser Befunde kann man postulieren, dass eine Behandlung mit
einem IL-1 Rezeptor Blocker keine signifikante Wirkung auf die Progression der
Erkrankung in MRL-Fas®’- Mause hat und, dass der dominante therapeutische
Mechanismus des Caspase-1 Inhibitors der fehlenden Aktivierung von IL-18

geschuldet ist.

In der Literatur findet man zum Teil widersprechende Daten hierzu. Lemay et al.
beschrieben eine Korrelation zwischen erhohter IL-13 Gen-Expression mit dem
Schweregrade und dem Fortschreiten des SLE im MRL-Fas™ Mausmodell. (40) Die
Studiengruppe von Voronov fand, dass Mause mit einem IL-13 Mangel eine
reduzierte Krankheitsaktivitat sowie eine niedrigere Konzentration an dsDNA- und
proinflammatorische Zytokine im Vergleich zu Kontrollmausen und Mausen mit

einem IL-1a Mangel aufweisen. (41)

Der Grund der widerspruchlichen Literaturdaten bezuglich IL-1(3 ist unklar. Eine
mdgliche Erklarung hierzu, kdnnte der Zeitpunkt sein, in dem IL-103 eine relevante
pathogenetische Rolle im SLE spielt. IL-13 kdnnte vor allem in der Induktionsphase
der Immunantwort und in der frihen T-Zell-Aktivierung involviert sein und eher eine

nebensachliche Rolle in der Aufrechterhaltung und im Fortschreiten des SLE spielen.

Wir begannen die Therapie der MRL-Fas*-Mause mit einem IL-1RA erst nach
Krankheitsausbruch. Um die oben genannte Hypothese zu Uberprifen, ware es
interessant, dieselben Untersuchungen bei einem Therapiebeginn vor dem 2. Monat

zu wiederholen.
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5.2.3 Pyroptose nach Caspase-1 Hemmung

Die pathogenetische Rolle der Apoptose im SLE wurde mehrfach bewiesen. Durch
eine reduzierte Phagozytose von apoptotischen Zellen und eine ineffiziente
Clearance von apoptotischen Zelltrimmern kommt es zu einer vermehrten Bildung
von Auto-Antikérpern und Immunkomplexen mit folgender Entziindungsreaktion und
Gewebeschaden. (83) (84) (85)

Neben der enzymatischen Aktivierung von IL-18 und IL-113 hat die Caspase-1 auch
andere Funktionen. u.a. die Pyroptose, eine inflammatorische Variante des
programmierten Zelltods. Im Gegensatz zur Apoptose kommt es bei der Pyroptose
zu einer Unterbrechung der Zellmembran mit Freisetzung von entzindlichen
intrazelluaren Inhaltsstoffe und nicht zu einem Verlust der Integritat der
Mitochondrien oder zur Freisetzung des Cytochrom C. (86)

Caspase-1 ist nicht in der Apoptose involviert und Caspase-1 knock-out Mause
weisen somit keine Apoptose-Defekte auf. Die Effektor-Caspasen, die an der
Apoptose beteiligt sind, kdnnen wiederum nicht eine Pyroptose induzieren. (86) (87)
Die Pyroptose wird nicht nur durch die Caspase-1, sondern auch durch das IL-18
induziert und verstarkt. (42) Eine Caspase-1 Hemmung fuhrt somit direkt und
indirekt, durch die IL-18 Inhibition, zu einer Pyroptose-Unterdriickung.

Kahlenberg et al. konnten in Caspase 1-/- Mause in der Tat weniger Annexin V
detektieren, als Marker fur pyroptotische Zelltrimmer und sie vermuteten, dass eine
aberrante Entfernung dieser pyroptotische Zelltrimmern auch zur Pathogenese des
SLE beitragen konnte. (81)

Auch in unserer Studie fand sich mittels eines Tunel-Assays erwartungsgemaf eine
reduzierte Anzahl an apoptotischen Zellen in der Niere von behandelten Mause im

Vergleich zur Kontrollgruppe.

Bereits in mehrere Studien wurde eine Inhibition der Apoptose in
Lupusmausmodellen als mogliche Therapie untersucht. Seery et al. sowie Bengtsson
et al. und weitere Studiengruppen benutzten hierflr ein Pan-Caspase Inhibitor,
wodurch die Apoptose induzierenden Caspasen (Effektor-Caspasen: Caspase 3, 6
und 7) inhibiert werden. (88) (89) Durch eine Pan-Caspase Inhibition konnte eine
relevante Besserung des SLE und insbesondere der Nierenbeteiligung erzielt
werden.

Die Apoptose ist allerdings ein normaler physiologischer Prozess, das z.B. in der

Elimination entarteter oder potentiell schadlichen Zellen involviert ist. Die Gabe eines
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Pan-Caspase-Inhibitors konnte somit vor allem in der Langzeit-Therapie mit
schweren unerwunschten Wirkungen, wie z.B. einer hdheren Inzidenz von malignen

Neoplasien, verbunden sein.

Auch aus diesem Grunde entschieden wir uns in unserer Studie fur ein gezieltes
Caspase-1 Inhibitor, der nicht die komplette Caspase-induzierte Apoptose hemmt,
sondern isoliert die Pyroptose unterdrtickt. Uns interessierte allerdings, ob die
klinische Wirkung einer Caspase-1 Inhibition, trotz vermutlich schwacher
ausgepragtes Nebenwirkungsspektrum, einer Pan-Caspase Hemmung vergleichbar
ist. Hierfiir verglichen wir zwei Gruppe von MRL-Fas™-Mausen, die jeweils mit einem
spezifischen Caspase-1 Inhibitor und mit einem Pan-Caspase Inhibitor behandelt
wurden. Um die Wirksamkeit der jeweiligen Caspase-Inhibition zu bestimmen,
untersuchten wir zunachst die Serum Konzentration von |IL-18 sowie die Caspase-3
Aktivitat. Nach der Caspase-1 Inhibition fand sich erwartungsgeman eine reduzierte
IL-18 Konzentration, nach der Pan-Caspase Hemmung lief3 sich neben der
niedrigeren |IL-18 Konzentration auch eine reduzierte Caspase-3 Aktivitat

nachweisen.

Anschlie3end verglichen wir die Serumkonzentration der Zytokine, die
Organbeteiligung sowie die Krankheitsauspriagung in den zwei MRL-Fas™-Mause
Gruppen. Hier fand sich keine relevante Differenz in der Serumkonzentration von IL-
18, IL-113 und IFN-y sowie in den histopathologischen Nierenveranderungen. In der
Mause-Gruppe, die den Pan-Caspase-Inhibitor erhielt, war lediglich eine Besserung
der Splenomegalie und der Lymphadenopathie starker ausgepragt im Vergleich zu
den Mausen, die den spezifischen Caspase-1-Inhibitor erhalten hatten.

Obwohl die klinische Wirkung der Caspase-1 Hemmung bezlglich der
Lymphadenopathie und Splenomegalie mit der eines Pan-Caspase Inhibitor nicht
vergleichbar ist, ist vor allem der entscheidende nephroprotektive Effekt unter den

zwei Therapieformen vergleichbar.

5.3 Differenzierung und Aktivierungsstatus der intrarenalen
Leukozytenpopulationen sowie Expressionsmuster der inflammatorischen

Zytokine und Chemokine nach Caspase-1 Inhibition

Der Pathomechanismus des SLE ist durch ein komplexes Zusammenspiel von

zahlreichen Immunzellen, Zytokine und der davon resultierenden

84



Diskussion

Entzindungskaskaden gekennzeichnet. Als nachster Schritt unserer Studie
fokussierten wir uns auf diese Interaktion von Zytokinen und Immunzellen, um die
Caspase-1 Hemmung aus einer breiteren Perspektive zu betrachten.

Wir untersuchten somit die Wirkung eines Caspase-1 Inhibitors auf die intrarenalen
Leukozyten-Population sowie der Aktivierung anhand deren Expressionsmuster an
inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen.

Mittels einer immunhistochemischen Farbung fanden wir eine signifikante Abnahme
infiltrierender Leukozyten in der Niere von behandelten Mausen im Vergleich zu der
scheinbehandelten Kontrollgruppe. Wir untersuchten verschiedene Leukozyten-
Populationen, sowohl F4/80" Makrophagen, als auch CD4"- und CD8"-T-Zellen und
B220" B-Zellen. Bei allen infiltrierenden Zellen konnten wir nach Caspase-1 Inhibition
eine relevante Abnahme sowohl auf glomerularer, als auch auf interstitieller und

perivaskularer Ebene nachweisen.

In der Durchflusszytometrie der intrarenalen Zellen konnte zunachst eine relevante
Abnahme der infiltrierenden Leukozyten (CD45 - Pan-Leukozyten Marker) bestatigt
werden. Wie in der immunhistochemischen Untersuchung liel3 sich auch in der
Durchflusszytometrie eine Reduktion der CD4+ T-Helferzellen sowie der myeloiden
CD11+ Zellen nachweisen.

Dank der weiteren Typisierung dieser zwei Zellpopulationen sowie der
anschlielenden Proteomanalyse des Nierengewebes konnten wir zusatzliche
Informationen Uber den Aktivierungsstatus der Leukozyten sowie Uber die

Freisetzung von Zytokine durch Leukozyten und TEZ gewinnen.

CD®69 ist ein Aktivitatsmarker, der voribergehend auf verschiedenen
Leukozytensubpopulationen exprimiert wird. Durch eine Caspase-1 Inhibition kam es
zu einer hochsignifikanten Abnahme der aktivierten Lymphozyten (CD4+CD69+).
CD117CD206" nehmen nach Caspase-1 Hemmung hingegen relevant zu. CD206 ist
ein Marker von aktivierten Monozyten und Makrophagen, die in einer anti-
inflammatorischen Antwort involviert sind.

Diese Daten zeigen, dass sich durch eine Caspase-1 Blockade die infiltrierende
Zellpopulation in der Niere signifikant andert, zum einen nehmen die
proinflammatorische Leukozyten relevant ab, zum anderen nimmt die

antiinflammatorische Monozyten/Makrophagen-Population zu.

CD25 und FoxP3 sind hingegen Marker fur regulatorische T-Zellen. Nach einer
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Caspase-1 Hemmung kam es zu keiner signifikanten Anderung dieser
Zellpopulationen, sodass vermutlich ein Caspase-1 Inhibitor keine relevante

Anderung der T-Regulatorischen Antwort hervorruft.

IL-17 ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches vorwiegend durch einen
speziellen Typ von CD4" T-Helferzellen produziert wird, die Th17-Zellen. Die
Induktion von Th17-Zellen und somit von IL-17 wird insbesondere durch IL-13 und
IL-23 stimuliert (90) und bereits verschiedene Studien haben eine reduzierte I1L-17
Produktion in IL-1-Rezeptor knock-out Mausen (91) (92) und wiederum eine erhdhte
IL-17 Expression in IL-1Ra knock-out Mausen bewiesen. (93) Meng et al. zeigten im
Mausmodell, dass eine NLRP3-Mutation mit folgender Uberaktivierung des
Inflammasoms zu einer Th17-dominanten Immunantwort mit Hautbeteiligung,

Lymphoadenopathie und Hepatosplenomegalie flhrt. (94)

Diese Daten lassen sich auch in unserer Analyse bestétigen. Bei MRL-Fas"™"
Mausen, die mit einem Caspase-1 Inhibitor behandelt wurden, findet sich in der
durchflusszytometrischen Analyse eine geringere Frequenz an Th17 Zellen (CD4" IL-
17" Zellen) im Vergleich zur scheinbehandelten Kontrollgruppe (p-Value=0,0262).
Dies bestatigt die Hypothese, dass durch eine Caspase-1 Inhibition und somit einer
niedrigeren IL-113 Konzentration, Th17-Zellen und folglich IL-17 in einem geringeren
Male synthetisiert werden. In der Proteom-Analyse liel3 sich zwar keine relevant
reduzierte IL-17 Expression, allerdings eine Abnahmetendenz nach Caspase-1
Hemmung nachweisen. Eine Erklarung hierfir ist, dass nicht nur Th17 CD4" Zellen
an der IL-17 Synthese, sondern auch CD8" T-Zellen, Neutrophile, NK-Zellen und
Doppel-negative T-Zellen beteiligt sind. (95)

IL-17 ist an der Neutrophilenrekrutierung sowie an der lokalen Entzindungsreaktion
beteiligt und erhdhte IL-17 Werte sowie vermehrte Th17-Zellen wurden bereits in
SLE Patienten, v.a. mit Nierenbeteiligung beschrieben. (96) (97) IL-17 hat allerdings
auch eine wichtige physiologische Funktion, da es bei einer normalen
Serumkonzentration durch eine zytotoxische T-Zell Immunantwort zu einer
Tumorregression fuhrt. (98) Eine komplette Hemmung dieses Zytokins ware somit
womaoglich mit schweren Nebenwirkungen (wie z.B. eine erhéhte Tumorinzidenz)

assoziiert.

Zusammenfassend kann man also sagen, dass pathologisch erhdhte Th17 Zellen

und IL-17 im SLE eine wichtige pathogenetische Rolle spielen und, dass es durch
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eine Caspase-1 Inhibition zu relevant reduzierten Th-17 Zellen sowie zu einer
statistisch nicht relevanten Reduktion von IL-17-Expression kommt. Eine IL-17
Inhibition durch isolierter Th-17 Hemmung mittels Caspase-1 Inhibition, kdnnte
neben den weiteren Effekten der Enzymhemmung eine zusatzliche protektive Rolle

auf dem SLE spielen.

Chemokine sind Zytokine, die an der Chemotaxis, sowie an der Migration von
Immunzellen durch die Gefaldwand beteiligt sind und somit eine lokale
EntzlGndungsreaktion verstarken.

Auch mehrere Chemokine werden durch die Caspase-1 Inhibition unterdruckt,
insbesondere CXCL-9 -10, -11, und -12 sowie CCL2, CCL3, CCL4 und CCLS5.

CXCL-12, welches durch IL-17 induziert wird, war in behandelten Mausen signifikant
erniedrigt. Da Th17-Zellen nach der Caspase-1 Inhibitor Therapie auch signifikant
unterdrickt waren, kann man eine Reduktion dieses Chemokins nachvollziehen.
CXCL-12 wurde mehrfach in Zusammenhang mit der Pathogenese des SLE und
insbesondere der LN gebracht. Dieses Chemokin flihrt zum einen zur Migration von
unterschiedlichen Leukozyten, u.a. inflammatorischen Monozyten und Neutrophilen
in die Niere und zum anderen provoziert es einen direkten Schaden auf die
Nierenzellen. (99) Einige Studien konnten bereits durch eine CXCL12 Hemmung im
NZB/W F1 Lupus-Mausmodell eine signifikante Besserung des systemischen SLE
und der lokalen Entziindungsreaktion in der Niere nachweisen. (100) Ebenso fand
sich eine erhohte Expression von CXCL12 in Nierenzellen von Patienten mit LN.
(101).

CXCL-9 -10, und -11 werden durch INF-y stimuliert, sodass auch hier eine Reduktion
dieser Chemokine nach einer Caspase-1 Inhibition nicht wundert. Diese drei
Chemokine aus der CXC-Familie binden an den CXCR3 Rezeptor, welcher von
verschiedenen Immunzellen unter anderen von Th17-Zellen exprimiert wird. Mehrere
Studien in Lupusmausmodellen konnten nachweisen, dass CXCR3 auf
verschiedenen Immunzellen exprimiert wird, die die Niere infiltrieren. Auch in SLE-
Patienten mit LN konnte man vermehrte CXCR3-Zellen in der Niere nachweisen und
feststellen, dass diese bis zu 60% der infiltrierenden Zellen ausmachen und mit der

Proteinurie korrelieren. (102)
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Ebenso waren CCL2, CCL3, CCL4, weitere Chemokine, die eine Rolle in der
Replikation von myeloiden Zellen spielen, nach einer Caspase-1 Inhibition signifikant
erniedrigt.

Zusammenfassend beeinflusst eine Therapie mit einem Caspase-1 Inhibitor auch die
Konzentration dieser Chemokine und somit die transendotheliale Migration und die
Chemotaxis sowie den lokalen Gewebeschaden. Diese Daten erweitern unser
Wissen Uber die Wirkungsmechanismen einer Caspase-1-Inhibition und starken die
Hypothese, dass eine Caspase-1 Hemmung eine sinnvolle und effektive Therapie

des SLE darstellen konnte.

5.4 IL-18 im humanen SLE und Ausblick

Da die IL-18 Inhibition durch eine Caspase-1 Hemmung als mdglicher Therapietarget
fur den SLE in Frage kommt, versuchten wir in einem weiterfuhrenden Ansatz die
gewonnenen Erkenntnisse aus den experimentellen Untersuchungen im Mausmodell

auf den humanen SLE zu Ubertragen.

Mittels eines Serum-ELISAs fanden wir zunachst eine signifikant héhere IL-18
Konzentration bei SLE-Patienten im Vergleich zu dem gesunden Kollektiv. Des
Weiteren konnten wir eine relevante Korrelation der IL-18 Serumkonzentration mit
der SLE-Krankheitsaktivitat (SLEDAI, C3) nachweisen.

Unsere Daten bestatigen die Ergebnisse anderer Studiengruppen, die auch zeigen
konnten, dass die Serumkonzentration von IL-18 in SLE-Patienten deutlich héher als
in den Kontrollen ist und, dass die Konzentration mit der Krankheitsaktivitat,
insbesondere mit dem SLEDAI korreliert. (30) (31) (32) (33).

Des Weiteren untersuchten wir mittels immunhistochemischer Farbung die
Expression von IL-18 in der Niere von SLE Patienten mit LN. IL-18 konnte in den
Biopsien von Patienten mit LN deutlich nachgewiesen werden, insbesondere in TEZ,
aber auch infiltrierende, interstitielle und intraglomerulare Zellen exprimieren IL-18.
Dies bestarkt erste Ergebnisse der Studien von Hu et al. und Tucci et al., die
zumindest eine verstarkte glomerulare Expression von IL-18 in SLE-Patienten mit
GN nachweisen konnten. (36) (34)

WeiterfuUhrende Studien im murinen Lupusmodell vor allem Uber die Langzeiteffekte
einer Therapie mit einem Caspase-1 Inhibitor sind notwendig. Es ware interessant
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sowohl die protektiven Effekte als auch die Nebenwirkungen einer Langzeittherapie
mit einem Caspase-1 Hemmer sowie die Prognose und die Sterberate darunter zu
untersuchen. Aul3erdem sollte die pathogenetische Rolle des IL-13 weiter untersucht
werden, insbesondere ware es interessant zu evaluieren, ob ein Therapiebeginn vor
Krankheitsausbruch einen signifikant besseren klinischen Outcome bewirkt. Dies
wurde die Hypothese bekraftigen, dass IL-13 vor allem in der Induktionsphase der
Immunantwort und in der frihen T-Zell-Aktivierung involviert ist und eine IL-113-
Blockade als SLE-Therapie nicht in Frage kommt.

Ebenso sollten weitere Studien im Menschen die pathogenetischen Rolle der
Caspase-1 induzierten Zytokine erforschen. Es ware interessant auch im Menschen
die differenzierte Rolle von IL-113 und IL-18 zu analysieren und die Zytokinexpression
mit eventuellen SLE-Subgruppen, wie z.B. die LN oder den CL zu korrelieren. Eine
mdgliche Rolle als Aktivitats- oder Erkrankungsmarker wurde bereits von Favilli et al.
postuliert. Sie fanden eine Korrelation von IL-18 im Urin mit der akute
Tubulusnekrose, der akuten Niereninsuffizienz und der verzdogerten
Transplantatfunktion. (28) Eine Assoziation von IL-18 mit bestimmten
Patientensubgruppen bzw. eine Organbeteiligung ware nicht nur zur Entwicklung von
diagnostischen Laborparametern, sondern vor allem von neuen
Therapiemoglichkeiten relevant. Die Therapie des SLE ist besonders bei einer
schweren Organbeteiligung noch eine grof3e Herausforderung. Ein Caspase-1
Inhibitor kdnnte ein neues Instrument fur die ,Kunst“ der SLE-Therapie und ein

zielgerichtetes Therapeutikum der LN darstellen.
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6. Zusammenfassung

In mehreren wissenschaftlichen Arbeiten wurde bereits die Rolle des IL-18 in der
Pathogenese des SLE erkannt, die Rolle von IL-1 ist hingegen kontrovers. Die
inaktiven Proformen des IL-18 und des IL-1[3 werden mittels des Enzyms Caspase-1
in die biologisch aktive Form des IL-18 und IL-1(3 Gberfluhrt. Dieses Enzym stellt

somit einen moglichen therapeutischen Angriffspunkt dar.

In dieser Arbeit wurden die Rolle der Caspase-1 und der durch die Caspase-1
aktivierten Interleukine (IL-18 und IL-13) in der Pathogenese des SLE sowie die
Wirkung einer pharmakologischen Caspase-1 Inhibition als Therapiemdglichkeit

untersucht.

An einem MRL-Fas"® -Lupusmausmodell konnten wir nachweisen, dass die
Hemmung der Caspase-1 zu einer signifikanten Reduktion der proinflammatorischen
Zytokine IL-18, IL-1B und IFN-y fuhrt. Klinisch, laborchemisch und histologisch
wurden durch eine Caspase-1 Inhibition die Krankheitsprogression, insbesondere die
Nieren- und Hautbeteiligung sowie die Lymphadenopathie und Splenomegalie,
unterdrickt. Diese Daten bekraftigen den bereits in verschiedenen Studien
vermuteten nephroprotektiven Effekt sowie die prognostisch gunstige systemische
Wirkung einer Caspase-1 Inhibition. (71) (81)

Pralnacasan, der orale Caspase-1 Inhibitor, den wir in unserer Studie verwendeten
erwies sich als spezifisch. Er hemmt ausschliel3lich die Aktivitat der Caspase-1 mit
folgender Inhibition der mMRNA-Expression und der Serum-Konzentration von IL-18,
IL-13 und IFN-y. Die Serum-Konzentration von IL-12 und TNF-a sowie die mRNA
Expression der Caspase-1 und anderer Caspasen sind nach einer Caspase-1

Inhibition nicht signifikant verandert.

Weiterhin behandelten wir MRL-FasP-Mause mit einem spezifischen IL-1 Rezeptor
Antagonisten (IL-1RA) um die Rolle von IL-18 und IL-1R zu differenzieren. Hier
konnten wir zeigen, dass eine Behandlung mit einem IL-1 Rezeptor Blocker keine
signifikante Wirkung auf die Progression der Erkrankung in MRL-Fas”’- Mause hat
und, dass der dominante therapeutische Mechanismus des Caspase-1 Inhibitors der
fehlenden Aktivierung von IL-18 geschuldet ist. Auch in der Literatur finden sich

Studien, die keine Korrelation von IL-13 mit dem SLE nachweisen kdnnen, (23) (22)
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(19) die Rolle dieses Zytokins in der Pathogenese des SLE bleibt allerdings noch

unklar.

Neben der enzymatischen Aktivierung von IL-18 und IL-103 ist die Caspase-1 auch an
der Pyroptose, eine inflammatorische Variante des programmierten Zelltods beteiligt.
In der Literatur werden Caspase-1-defizienteMause beschrieben, in denen Annexin
V, als Marker fur pyroptotische Zelltrimmer in reduzierter Form detektiert wird. (81)
Erwartungsgemal fand sich auch in unserer Studie eine reduzierte Anzahl an
apoptotischen Zellen in der Niere von behandelten Mausen.

Des Weiteren verglichen wir die Wirkung eines Pan-Caspase Inhibitors, der durch
eine unspezifischen Caspase Hemmung zu einer Apoptose-Inhibition fuhrt mit der
spezifischen Pralnacasan-Therapie. Obwohl es unter der Pan-Caspase-Inhibition zu
einer relevanten Besserung der Lymphadenopathie und Splenomegalie kommt, die
in der Pralnacasan-Gruppe nicht beobachtet wurde, ist vor allem der entscheidende

nephroprotektive Effekt unter den zwei Therapieformen vergleichbar.

Im murinen Lupusmodell untersuchten wir zuletzt die Anzahl, Differenzierung und
Aktivierungsstatus der intrarenalen Leukozytenpopulationen nach Caspase-1
Inhibition. Bei allen analysierten infiltrierenden Zellen der lymphatischen und der
myeloiden Reihe fand sich nach Caspase-1 Inhibition eine relevante Abnahme.
Weiterhin verursacht die Caspase-1 Hemmung eine relevante Abnahme von
aktivierten Lymphozyten sowie Monozyten/Makrophagen und eine Reduktion der
Th17-Zellen, die an der Neutrophilenrekrutierung sowie an der lokalen
Entzindungsreaktion beteiligt sind.

Auch verschiedene Chemokine wie CXCL 9 10 und 11, proinflammatorische Zytokine
wie IL-16 und IL-23 und M-CSF, ein Zytokin, welches zur Stimulation, Rekrutierung
und Differentiation von Monozyten/Makrophagen flhrt, werden durch eine Caspase-1

Inhibition gehemmt.

Zuletzt versuchten wir in einem weiterfiUhrenden Ansatz die gewonnenen
Erkenntnisse aus den experimentellen Untersuchungen im Mausmodell auf den
humanen SLE zu Ubertragen. In SLE-Patienten fanden wir deutlich erhéhte IL-18
Serumkonzentrationen sowie eine relevante Korrelation von IL-18 mit der SLE-
Krankheitsaktivitat. IL-18 konnte weiterhin in den Biopsien von Patienten mit LN in
infiltrierenden Zellen als auch den residenten Tubulusepithelzellen deutlich

nachgewiesen werden. Auch hier konnten wir die Ergebnisse anderer
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Studiengruppen, bestatigen. (30) (31) (36) (34)

Die Ergebnisse unserer Studie geben somit Anhalt daflir, dass die Caspase-1 und
das IL-18 eine wichtige pathogenetische Rolle im SLE spielen und, dass ein

Caspase-1 Inhibitor als méglicher Therapieansatz flr den SLE in Frage kommt.
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8. Anhang

8.1 Tabellarische Auswertung

Tabellarischer Lebenslauf

Tabellen zu Kapitel 4.1.1 Wirkung der Caspase-1 Inhibition auf dem SLE

0, 0, -

Min | o 2% | Median |, 2% | Max |Mitelwert | >tandard

Perzentile Perzentile abweichung
”‘1CS| 0.00 0.00 116.10 | 21580 |227.60| 113.60 91.47
”‘1:2 31.30| 167.70 | 270.20 | 413.80 |495.70| 278.50 144.2
IFNS{ 33.30 60.40 71.30 87.90 95.50 71.30 18.60
IFN'% 41.80 64.50 122.00 | 255.00 |332.00| 155.40 106.80
|L1CB|' 51.00| 10240 | 137.00 | 169.20 |240.10| 137.20 52.50
”‘1{2 5470 | 147.70 | 196.70 | 350.30 |432.40| 238.60 120.10

Tab. 8. 1 Serum-ELISA: Konzentration von IL-18, IFNy und IL-18 nach Caspase-1 Hemmung (Cl)
im Vergleich zur Kontrollgruppe (K)

0, (o) -

Min |~ 2% I Median | - 2% | Max | Mittelwert | Standard

Perzentile Perzentile abweichung
Hagf 0.00 0.00 0.00 1.00 1.00 0.33 0.49
Ha‘:é 0.00 1.00 3.00 3.00 3.00 2.08 1.24
L(|3<I 1400| 1850 | 2350 | 3250 | 36.00 | 24.60 7.69
Lﬁ 26.00| 2725 | 3250 | 37.75 | 43.00 | 33.42 5.96

Milz

o | 027 0.45 0.59 0.67 1.11 0.59 0.22
M'E 0.48 0.58 0.84 0.93 1.35 0.82 0.24

Tab. 8. 2: Effekte der Therapie vom 2.5 Lebensmonat bis zum 5.5 Lebensmonat mit Caspase-1
Inhibitor (Cl) im Vergleich zur Kontrollgruppe (K).
Hautbeteiligung, Lymphoadenopathie (LK-Gewicht/KG) und Splenomegalie (Milz-Gewicht/KG)
LK — Lmphknoten, KG — Kérpergewicht

105



Tabellarischer Lebenslauf

(o] 0,
Min |~ 2% | Median | - °% | Max | Mittelwert | Standardab
Perzentile Perzentile -weichung
Hag} 000| 0.00 1.00 175 | 200 | 092 0.79
Ha‘ﬁ 000| 0.50 2.00 300 | 3.00 | 183 1.19
LCKI 750| 12.75 1725 | 2000 |3000| 17.63 5.08
Lﬁ 950| 1325 | 2150 | 2325 |3550| 20.38 8.00
Milz
Z1037| 04s 0.66 072 | 092 | 061 0.17
Milz
Z 1043|066 0.72 0.83 104 | 073 0.16

Tab. 8. 3 : Effekte der Therapie vom 4. Lebensmonat bis zum 5.5 Lebensmonat mit Caspase-1
Inhibitor (Cl) im Vergleich zur Kontrollgruppe (K).
Hautbeteiligung, Lymphoadenopathie (LK-Gewicht/KG) und Splenomegalie (Milz-Gewicht/KG)
LK — Lmphknoten, KG — Kérpergewicht

0, 0, -
Min | o 227 | Median | o "°® | Max | Mitelwert | >tandard
Perzentile Perzentile abweichung
Cl 0.00 0.00 1.00 2.00 4.00 1.27 1.34
K 2.00 2.00 3.50 4.00 4.00 3.10 0.99

Tab. 8. 4 Histopathologischer Nieren-Score: Effekte der Therapie vom 2.5 Lebensmonat bis zum
5.5 Lebensmonat mit Caspase-1 Inhibition (Cl) im Vergleich zur Kontrollgruppe (K).

0, 0, -
Min | 227 | Median | o 2% | Max | Mittelwert | >t2ndard
Perzentile Perzentile abweichung
BU(';\: 24.00 26.50 33.00 44.50 55.00 35.42 10.13
BUE 32.00 35.00 51.00 64.50 78.00 51.67 16.11

Tab. 8. 5: Effekte der Therapie vom 2.5 Lebensmonat bis zum 5.5 Lebensmonat mit Caspase-1
Inhibitor (Cl) im Vergleich zur Kontrollgruppe (K).

BUN- Blut-Harnstoff-Stickstoffs
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Tabellarischer Lebenslauf

0, 0, -
Min |5 227 |Median | o 2% | Max |Mitelwert| Standard
Perzentile Perzentile abweichung
(g; 27253 | 47572 76548 | 128438 | 156876 85713 47664
(OK) 20036 | 32636 76580 | 138296 | 176548 83689 60148
Cl
(4] 3624 5934 62861 117759 | 489972 | 101164 153597
Mo)
l:/lg; 6719 10862 | 210615 | 1012105 | 1069089 | 442381 495321
Cl
(5 | 25861 31538 49803 | 125678 | 150558 69006 55536
Mo)
K
(5] 8216 9478 217844 | 491225 | 969388 | 292505 355619
Mo)

Tab. 8. 6 Albumin ELISA im Urin von MRL-Fas®-Mausen nach Caspase-1 (Cl) Inhibition im
Vergleich zur Kontrollgruppe (K). Messungen jeweils zu Therapiestart (0), mit 4 Monaten (4 Mo)
und mit 5 Monate (5 Mo). Keine statistisch relevante Differenz nachweisbar, allerdings kann eine
Besserungstendenz der Albuminurie nach Caspase-1 Inhibition erkannt werden.

Tabellen zu Kapitel 4.1.2 Differenzierung der Rolle von IL-18 und IL-1B in der

Pathogenese von LN und systemischer Erkrankung

0, 0, -
Min | o 2% | Median| . 2% | Max | Mittelwert | Standard
Perzentile Perzentile abweichung
ILI';A: 6.40 7.35 10.30 23.40 49.10 17.00 12.75
K| 8.70 11.45 16.80 22.95 40.90 18.56 8.63
Tab. 8.7: Anti-dsDNA bei Therapie mit IL-1 Rezeptor Antagonist (IL-1-RA) im Vergleich zur Kontrolle
(K)
0, 0, -
Min | o 227 | Median | - 2% | Max | Mittelwert | St@ndard
Perzentile Perzentile abweichung
ILI';A: 0.30 0.40 1.15 3.40 4.00 1.65 1.66
K| 0.00 0.68 2.90 6.90 7.70 3.55 2.98

Tab. 8.8 Proliferationsrate bei Therapie mit IL-1 Rezeptor Antagonist (IL-1-RA) im Vergleich zur
Kontrolle (K)

0, 0, -
Min | o 227 | Median | o "°® | Max | Mitelwert | >tandard
Perzentile Perzentile abweichung
ILI';A: 0.00 0.05 0.08 0.09 0.10 0.07 0.03
K 0.06 0.07 0.1 0.13 0.17 0.10 0.03

Tab. 8. 9 Lymphadenopathie(LK-Gewicht/KG) bei Therapie mit IL-1 Rezeptor Antagonist (IL-1-RA)
im Vergleich zur Kontrolle (K); LK — Lmphknoten, KG — Kérpergewicht
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Tabellarischer Lebenslauf

0, 0, -
Min | 227 | Median | o "% | Max | Mittelwert | ot2ndard
Perzentile Perzentile abweichung
lLék 0.003 0.007 0.009 0.011 0.014 0.009 0.002
K| 0.006 0.008 0.009 0.012 0.015 0.010 0.002

Tab. 8.10 Splenomegalie (Milz-Gewicht/KG) bei Therapie mit IL-1 Rezeptor Antagonist (IL-1-RA) im
Vergleich zur Kontrolle (K); KG — Kbérpergewicht

0, 0, -
Min | o 227 | Median | o "°® | Max | Mitelwert | >tandard
Perzentile Perzentile abweichung
ILI';A: 0.00 0.03 0.25 0.60 2.90 0.47 0.80
K| 0.00 0.00 0.20 0.40 2.30 0.40 0.59

Tab. 8. 11 Apoptoserate bei Therapie mit IL-1 Rezeptor Antagonist (IL-1-RA) im Vergleich zur
Kontrolle (K) mit TUNEL-Assa

Tabellen zu Kapitel 4.1.3 Spezifizitat und Wirkmechanismus der Caspase-1

Hemmung
0 [o) -
Min |~ 2% IMedian | - 2% | Max | Mittelwert | Standard
Perzentile Perzentile abweichung
”'1Cs| 000 | 000 |116.10| 21580 |227.60| 113.60 91.47
”'1:2 31.30| 167.70 | 27020 | 413.80 |495.70| 278.50 144.2
IEN-
y13330| 6040 | 7130 | 87.90 | 9550 | 71.30 18.60
cl
IEN-
y|14180| 6450 |122.00| 255.00 |332.00| 155.40 106.80
K
”-10'3; 51.00| 102.40 | 137.00 | 169.20 |240.10| 137.20 52.50
”-1& 54.70 | 147.70 | 196.70 | 350.30 |432.40| 238.60 120.10
gNCFl 41.00| 53.00 | 8580 | 9490 | 97.90 | 76.50 21.60
Tg‘i 25.60| 39.60 | 86.10 | 146.70 |202.50 | 92.50 59.60
”'102| 4570 | 85.40 | 14340 | 161.70 |225.70| 134.30 67.80
”'1}% 72.00| 107.80 | 217.60 | 297.10 |437.60| 219.80 112.50

Tab. 8. 12: Serum-ELISA: Konzentration von IL-18, IFNy und IL-18 sowie TNF a und IL-12 nach
Therapie mit Caspase-1 Hemmung (Cl) im Vergleich zur Kontrollgruppe (K)
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Tabellarischer Lebenslauf

Tabellen zu Kapitel 4.1.5. Caspase-1 vermittelte Aktivierung von

Leukozytenpopulationen und Induktion von Zytokinen

Min | o 2% | Median | o 2% | Max | Mittelwert | >tandard-

Perzentile Perzentile abweichung
%ll 5.60 7.70 10.30 14.10 15.00 10.85 3.15
g}l(. 15.30 16.68 17.45 23.50 23.50 19.40 3.56
|r(1;t| 14.40 17.00 19.50 20.60 21.80 18.75 2.31
m}t(. 23.80 28.58 31.85 34.13 35.40 31.27 3.63
p(\;ll 8.00 8.20 10.00 12.00 17.00 10.92 3.28
p\|/<. 14.00 14.95 21.80 24.80 27.60 20.52 5.22

Tab. 8. 13 Hemmung der intrarenalen Leukoyzten (F4/80) nach Caspase-1 Inhibition (Cl) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (K). Immunhistochemische Detektion der Leukozyten-Populationen
auf glomerulérer (gl), interstitieller (int) und perivaskularer (pv) Ebene.

o, o) _

Min | o 2% | Median | o 2% | Max | Mittelwert | Standard

Perzentile Perzentile abweichung
gCII 4.90 6.80 8.00 10.00 11.60 8.32 2.09
g||<' 14.40 15.00 20.10 23.83 24.50 19.55 4.55
'nCtI 4.40 6.30 8.90 13.60 23.00 10.67 5.57
inl’z 23.20 23.58 24.40 26.55 29.80 25.25 2.06
p(\;ﬂ 7.00 10.80 13.00 17.00 22.60 14.04 4.61
p\|/<. 24.20 26.45 28.60 30.00 31.00 28.08 2.23

Tab. 8. 14 Hemmung der intrarenalen Leukoyzten (CD4) nach Caspase-1 Inhibition (Cl) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (K). Immunhistochemische Detektion der Leukozyten-Populationen
auf glomerulérer (gl), interstitieller (int) und perivaskularer (pv) Ebene.
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Tabellarischer Lebenslauf

0, 0, -
Min | o 227 | Median | o 2% | Max | Mittelwert | Standard
Perzentile Perzentile abweichung

%ll 1.90 2.20 2.40 4.20 5.20 3.14 1.12
g||<' 2.40 3.60 7.00 8.65 11.10 6.61 3.01
'rgl 2.50 3.20 3.90 6.30 6.80 4.46 1.63
in|t<. 4.70 5.95 8.15 12.40 13.80 8.80 3.26
pC\ZII 3.80 4.00 5.30 7.00 9.00 5.60 1.76
p\|/<. 5.00 7.60 9.00 9.25 9.60 8.37 1.42

Tab. 8. 15 Hemmung der intrarenalen Leukoyzten (CD8) nach Caspase-1 Inhibition (Cl) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (K). Imnmunhistochemische Detektion der Leukozyten-Populationen
auf glomerulérer (gl), interstitieller (int) und perivaskularer (pv) Ebene.

) 0, -
Min | o 2% | Median | o 2% | Max | Mittelwert | Standard
Perzentile Perzentile abweichung

%II 0.50 1.00 1.40 1.50 1.80 1.26 0.40
g||<' 1.80 1.95 2.50 3.30 3.90 2.63 0.78
'rgl 0.60 1.20 1.80 210 4.00 1.86 0.88
|n|’2 1.60 2.68 4.05 6.70 7.00 443 2.03
p(\3/| 6.70 7.40 10.50 12.20 12.60 9.86 2.28
p\|/<. 14.00 17.35 24.60 28.60 30.20 22.70 6.11

Tab. 8. 16 Hemmung der intrarenalen Leukoyzten (B220) nach Caspase-1 Inhibition (Cl) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (K). Immunhistochemische Detektion der Leukozyten-Populationen
auf glomerulérer (gl), interstitieller (int) und perivaskularer (pv) Ebene.
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