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1. Einleitung

1.1 Systemischer Lupus erythematodes

Der systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine heterogene systemische
Autoimmunerkrankung, die nahezu alle Organsysteme betrifft und mit vielfaltigen

klinischen Erscheinungsformen einhergehen kann.

1.1.1 Epidemiologie

In Deutschland betrug die Pravalenz des SLE im Jahr 2002 36,7/100 000 Einwohner mit
einem Verhaltnis von Frauen zu Mannern von 4:1. Dabei betrifft die Erkrankung
typischerweise Frauen im gebarfahigen Alter (Kuhn et al., 2015). Die Inzidenz des SLE
hat sich in den letzten Jahrzehnten aufgrund vermehrter Diagnosestellung von milden
SLE-Formen verdreifacht (Bertsias et al., 2012).

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiologie des SLE ist weitgehend unbekannt. Es wird von einer multifaktoriellen
Genese ausgegangen. Hierbei spielen Umweltfaktoren, hormonelle Faktoren, genetische
Veranderungen und eine gestdorte Immunregulation eine Rolle, auf welche hier
schwerpunktmafig eingegangen wird. Letztendlich fuhren vielschichtige Mechanismen zu

einer systemischen Entzindungsreaktion mit klinisch manifesten Endorganschaden.

Umweltfaktoren

Zu den beteiligten Umweltfaktoren gehoren Sonnenlicht bzw. UVB-Strahlung, Viren- und
Virenbestandteile (z.B. Epstein-Barr-Virus) und Medikamente wie Procainamid und
Hydralazin (Bertsias et al., 2012).
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Hormonelle Faktoren

SLE betrifft deutlich mehr Frauen als Manner. Dies wird ursachlich teilweise dem
Ostrogen-Rezeptor-1 und immunmodulatorischen Genen auf dem X-Chromosom

zugeschrieben (Zharkova et al., 2017).

Genetische Veranderungen

Bislang ist eine grof3e Anzahl an genetischen Veranderungen beim Menschen identifiziert
worden, welche mit einer erhdhten Disposition verbunden sind, an SLE zu erkranken
(Ubersichtsarbeit von Saeed, 2017). Diese steuern eine Vielzahl verschiedenster
Mechanismen sowohl im angeborenen als auch im erworbenen Immunsystem. So werden
bestimmte genetische Veranderungen in der HLA (Humanes Leukozytenantigen)-Region
wie beispielsweise HLA-DRB1 als am starksten mit SLE assoziierte Genveranderungen
angesehen. Daneben begunstigen auch epigenetische Veranderungen die Entstehung
von SLE. Es konnte beispielweise gezeigt werden, dass T-Zell-DNA von SLE-Patienten
hypomethyliert ist, was zu einer erhdhten Expression proinflammatorischer Zytokine
beitragen kann. Ursachlich fur eine Hypomethylierung kénnen unter anderem UV-B-
Strahlen und die oben genannten Medikamente sein (Ghodke-Puranik und Niewold,
2015).

Gestorte Requlation des Immunsystems

Die Forschung der letzten Jahre hat gezeigt, dass neben dem erworbenen auch dem
angeborenen Immunsystem eine bedeutende Rolle bei der Pathogenese des SLE
zukommt (Dema und Charles, 2014). Tab. 1 gibt einen Uberblick (iber bislang bekannte,
wichtige Veranderungen im Immunsystem bei SLE, welche im Anschluss naher erlautert
werden. Aufgrund der komplexen Pathogenese des SLE mit einer Vielzahl an

Veranderungen im Immunsystem wird kein Anspruch auf Vollstandigkeit erhoben.
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Tab. 1: Zentrale pathogene Mechanismen, Zellen und Molekule bei SLE.

Autoreaktive B-Zellen 1, Plasmazellen 1
B-Lymphozyten Autoantikdrper Produktion 1
T-Zell-Costimulation
CDA40L-CD40-Interaktion mit B-Lymphozyten

T-Lymphozyten Ungleichgewicht zwischen Tregs und Th17-Zellen
IL-17 1
pDCs: INF-a 1 durch Immunkomplexe/DNA
Dendritische Zellen mDCs: Immunogene Antigenprasentation an T-
Lymphozyten
Neutrophile
Granulozyten NETose t
Gestorte Apoptose
Apoptose Clearance apoptotischer und nekrotischer Zellen durch

Phagozyten |

Eliminierung apoptotischer Zellen |
Komplementsystem Entzindungsreaktion 1 durch Ablagerung von

Komplementfaktoren

Inflammasom Aktivierung

Im Folgenden wird zunachst die Bedeutung peripherer Leukozytenpopulationen, welche

in dieser Arbeit untersucht wurden, bei der Pathogenese des SLE beschrieben.

SLE st charakterisiert durch das Vorhandensein eines breiten Spektrums von
pathogenen Autoantikorpern, die Uber die Bildung von Immunkomplexen
Entzindungsprozesse hervorrufen und zu Organmanifestationen beitragen. Folglich

kommt den Autoantikdrper produzierenden Plasmazellen und den B-Lymphozyten als

deren Vorlaufer eine besondere Bedeutung zu, weshalb SLE traditionell als eine B-Zell-
Erkrankung angesehen wurde (Mak und Kow, 2014). Daruber hinaus tragen B-
Lymphozyten auch als autoantigenprasentierende Zellen Uber die Stimulation von T-
Zellen zu SLE-Manifestationen bei (Tsokos, 2011).
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In zahlreichen Untersuchungen konnten bei SLE-B-Lymphozyten an verschiedensten
Kontrollpunkten der zentralen und peripheren Toleranzentwicklung Veranderungen
nachgewiesen werden, wodurch autoreaktive B-Zellen entstehen kénnen. So findet
beispielweise in den Keimzentren wahrend des B-Zell-Reifungsprozesses eine
unzureichende negative Selektion autoreaktiver B-Zellen statt. Dieser Prozess ist von der
Interaktion mit follikularen T-Helferzellen abhangig, sodass vermutet wird, dass diesen
hier eine bedeutende Rolle zukommt (reviewed in Blanco et al., 2016). Bestimmte
Zytokine, wie der B-Zell-Aktivierungsfaktor (BAFF), welcher unter anderem von
dendritischen Zellen (DCs) als Folge einer Stimulation durch Typ-I-Interferon (INF), oder
Interleukin (IL)-21 aus aktivierten T-Zellen freigesetzt wird, konnen die Selbsttoleranz an
bestimmten Kontrollpunkten brechen und eine B-Zell-Differenzierung hin zu Plasmazellen
stimulieren (Alexander et al., 2015). Bei SLE-Patienten finden sich erhdhte BAFF-Level,
welche mit der Krankheitsaktivitat korrelieren (Dema und Charles, 2014). Die
Neutralisierung von BAFF mit dem humanen monoklonalem Antikorper Belimumab ist die
derzeit einzige zugelassene Biologikatherapie bei SLE. Unter einer Therapie mit
Belimumab werden zirkulierende Plasmablasten und Antikdrper gegen doppelstrangige
DNA (Anti-dsDNA-AKk) reduziert, wahrend die Komplementspiegel steigen (Alexander et
al., 2015).

SLE-T-Lymphozyten weisen phanotypische und funktionelle Charakteristika chronisch

aktivierter T-Lymphozyten auf, welche insbesondere durch die Aktivierung von
autoreaktiven B-Zellen zur Pathogenese des SLE beitragen. Bei SLE-T-Lymphozyten
findet sich eine Uberexpression des co-stimulatorischen Oberflaichenmolekiils CD40L,
was Uber eine Bindung an CD40 auf B-Lymphozyten zu deren Differenzierung,
Proliferation und Antikorperproduktion und Uber eine Hochregulierung von CD80 auf
antigenprasentierenden Zellen zu einer vermehrten Stimulation der T-Zellen selbst fihrt
(Mak und Kow, 2014).

Bei SLE konnten auRerdem Veranderungen bei T-Zell-Subtypen festgestellt werden. So
finden sich eine Expansion der T-Helferzell(Th)17-Population und eine Erhdhung des
proinflammatorischen IL-17 im Serum von SLE-Patienten, und dies insbesondere bei
Nierenmanifestation und in Abhangigkeit von der SLE-Krankheitsaktivitat (Moulton und
Tsokos, 2015). Bei SLE-Patienten wurde eine Reduktion der Anzahl regulatorischer T-

Zellen (Tregs) nachgewiesen. Tregs tragen zur Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz
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durch B- und T-Lymphozyten bei. Die Ergebnisse aus Studien zur immunsuppressiven
Aktivitat der Tregs bei SLE sind widerspruchlich. Letztlich wird vermutet, dass ein
Ungleichgewicht zwischen Th17-Zellen und Tregs bei SLE den Verlust der Selbsttoleranz

beglnstigen kdnnte (Wahren-Herlenius und Dérner, 2013).

Bei den dendritischen Zellen wird hauptsachlich in plasmazytoide dendritische Zellen

(pDCs) und myeloische dendritische Zellen (mDCs) unterschieden, wobei auf die Rolle
Letzterer in der Diskussion genauer eingegangen wird. pDCs gelten unter den peripheren
Blutzellen als Hauptproduzenten von Typ-I-IFN, insbesondere INF-a (Dema und Charles,
2014). Bei SLE-Patienten konnten hohe Konzentrationen an INF-a gemessen werden.
pDCs steigern ihre Typ-I-INF-Produktion nach Bindung von Immunkomplexen an Toll-like
Rezeptoren (TLR), insbesondere TLR 9 (Alexander et al., 2015, Fransen et al., 2010).
Zudem konnte man bei SLE-Patienten eine Hochregulierung von IFN-induzierten Genen,
die sogenannte IFN-Signatur, nachweisen und eine Korrelation mit der Krankheitsaktivitat
feststellen. Typ-I-INF hat Einfluss auf B-Zell-Aktivierung, Antikdrperproduktion,
Proliferation von DCs und Uberleben und Expansion von T-Zellen (Dema und Charles,
2014). So induziert INF-a beispielsweise BAFF, wodurch die B-Zell-Differenzierung
angeregt wird (Alexander et al., 2015).

Neutrophile Granulozyten setzen zur Abwehr pathogener Mikroorganismen sogenannte

neutrophile extrazellulare Traps (NETs) frei, die durch eine besondere Art des Zelltods,
der sogenannten NETose entstehen. NETs stellen Netzwerke extrazellularer Fasern dar,
die mit der Pathogenese von SLE assoziierte immunogene Komponenten wie Histone,
humane neutrophile Peptide (HNPs) und Kathelicidin LL37 enthalten. NET-bildende
neutrophile Granulozyten konnten in Nieren- und Hautbiopsien von SLE-Patienten
nachgewiesen werden (Dema und Charles, 2014). Granulozyten mit geringer Zelldichte
(low density granulocytes, LDGs) finden sich vermehrt bei SLE-Patienten und entwickeln
in vitro eine spontane NETose, was eine gesteigerte Kapazitat zur Freisetzung von NETs
in vivo vermuten lasst. NET-Komponenten wie LL37 und HNPs kdnnen in Komplexen mit
DNA und Anti-DNA-Ak durch Freisetzung von IL-17 direkt zu Endothelzellschaden und
damit Endorganschaden fuhren und gelten zudem als potente Stimulatoren einer IFN-a-
Sekretion durch pDCs. Dabei stimuliert IFN-a selbst neutrophile Granulozyten zur

Freisetzung von NETSs, woraus potentiell ein positiver Feedback-Loop resultiert. Es gibt
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zudem Hinweise darauf, dass eine gestorte Clearance von NETs zur Entwicklung von
Autoimmunprozessen beitragt (Knight und Kaplan, 2012).

Eine gestorte Apoptose und eine verminderte Clearance apoptotischer und nekrotischer
Zellen durch Phagozyten gelten als bedeutsam bei der Entstehung von SLE. So ist
beispielsweise  die  Expression des am  Phagozytoseprozess Dbeteiligten
Oberflachenrezeptors CD44 auf Monozyten aus dem Blut von SLE-Patienten vermindert.
Nicht phagozytierte nukleare Zellkomponenten werden in den Keimzentren der
Lymphknoten an der Oberflache follikularer DCs prasentiert, was wiederum das
Uberleben autoreaktiver B-Zellen begiinstigt. Bei einer Stérung der Clearance von friih-
apoptotischen Zellen kommt es zu einer sekundaren Nekrose der Zellen, was eine
gesteigerte Immunogenitat zur Folge hat (Alexander et al. 2015).

Die Rolle des Komplementsystems bei der Pathogenese des SLE ist komplex und

erscheint teilweise paradox. Einerseits sind genetische Defekte bei frihen Faktoren des
klassischen Wegs des Komplementsystems, insbesondere C1q, stark mit der Entstehung
von SLE assoziiert. Dies erklart man sich dadurch, dass dem Komplementfaktor C1q eine
bedeutende Rolle bei der Eliminierung apoptotischer Zellen zukommt und dieser die INF-
a-Produktion durch pDCs inhibieren kann. Andererseits konnen Komplementfaktoren im
klassischen Weg Uber Bindung an Autoantikérper enthaltende Immunkomplexe aktiviert
werden und in der Folge eine Entzindungsreaktion mit Organschaden hervorrufen. SLE-
Patienten zeigen zumeist C3-Ablagerungen in entziindeten Geweben wie beispielweise
in den Glomeruli bei Lupusnephritis. Als Ausdruck des gesteigerten
Komplementumsatzes sind die Komplementfaktoren im Blut erniedrigt, wobei

Ublicherweise C3 und C4 gemessen werden (Trouw et al., 2017).

Das Inflammasom ist ein Multiprotein-Komplex, der in Zellen des angeborenen

Immunsystems wie Makrophagen und neutrophilen Granulozyten vorkommt. Eine
Aktivierung erfolgt zumeist Uber NLR (NOD-like) Rezeptoren, insbesondere NLRP3, was
zu einer vermehrten Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine IL-18 und IL-1 fuhrt.
SLE-typische Immunkomplexe, Komplementfaktoren wie C3a und NETs kénnen das
NLRP3-Inflammasom aktivieren. In Nierenbiopsien von SLE-Patienten mit Lupusnephritis

fand sich eine erhdhte Expression von Inflammasom-Komponenten wie NLRP3, was die
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Vermutung stutzt, dass das Inflammasom bei SLE aktiviert ist (Kahlenberg und Kaplan,
2014).

1.1.3 Klinische Manifestation und Diagnostik

Haufige unspezifische Allgemeinsymptome von SLE sind Fieber, Mudigkeit und
Abgeschlagenheit. Bei etwa 75 % der Patienten treten im Krankheitsverlauf
Manifestationen an der Haut wie ein Schmetterlingserythem, Photosensitivitat und
Alopezie auf, die in einem Viertel der Falle sogar Erstsymptome sind. Bei etwa 90 % der
Patienten mit SLE sind das Muskel- und Skelettsystem mit Myalgien, Arthralgien und
nicht-erosiven Arthritiden kleiner und grofl3er Gelenke betroffen. Weitere schwerwiegende
Organbeteiligungen kénnen Manifestationen am Zentralnervensystem wie Depressionen
und epileptische Anfalle, eine Nierenbeteiligung in Form einer Glomerulonephritis, kardio-
pulmonale Erkrankungen und aseptische Serositiden sein. Dabei zahlen kardiovaskulare
Ereignisse und schwere bakterielle Infektionen zu den Haupttodesursachen bei SLE-
Patienten (Kuhn et al., 2015).

Bei klinischem Verdacht unterstitzt die Labordiagnostik, insbesondere die
Antikorperdiagnostik, die Diagnose eines SLE. Haufig weisen SLE-Patienten
Blutbildveranderungen in Form einer Anamie, Leukozytopenie und Thrombozytopenie
auf. Als Nierenparameter sollten Kreatinin im Serum, Urinstatus und —sediment untersucht
werden. Charakteristisch fur eine aktive SLE-Erkrankung ist eine erhdhte
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) bei normwertigem oder leicht erhohtem C-reaktivem
Protein (CRP) (Kuhn et al., 2015). Die Bestimmung des Titers der antinuklearen
Antikdrper (ANA) mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz (Hep2-Zellen) eignet sich
aufgrund der hohen Sensitivitat von 95 % als Screeningmethode. Anti-dsDNA-Ak kdnnen
bei etwa 70 % der SLE-Patienten nachgewiesen werden und sind hochspezifisch fur SLE.
Anti-Sm-Antikorper sind pathognomonisch fur SLE, finden sich jedoch nur bei 10-30 %
der Patienten (Bertsias et al., 2012). Als Hinweis auf einen Komplementverbrauch sollten
die Komplementfaktoren C3 und C4 bestimmt werden. Es besteht ein Zusammenhang
zwischen der Hohe der Anti-dsDNA-Ak und Komplementfaktoren und der

Krankheitsaktivitat. Haufig steigen Anti-dsDNA-Ak Monate vor einem Krankheitsschub an,
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parallel zu einem Abfall der Komplementfaktoren (Kuhn et al., 2015). Zur weiteren
Antikorperdiagnostik kdnnen unter anderem Anti-Ro- und Antiphospholipid-Antikorper
bestimmt werden, wobei Letztere unter anderem mit einer schweren Lupusnephritis und
einem Antiphospholipid-Syndrom assoziiert sind, das mit einer erhohten Inzidenz

thrombotischer Ereignisse einhergeht (Bertsias et al., 2012).

Als diagnostische Kriterien konnen die Klassifikationskriterien des American College of
Rheumatology (ACR) von 2019 herangezogen werden (Aringer et al., 2019). Dabei kann
ein Patient als SLE klassifiziert werden, wenn = 10 Punkte erreicht werden (Tab. 2). In
unserer Studie erfolgte die Diagnosestellung anhand der alten ACR-
Klassifikationskriterien von 1971, zuletzt 1997 revidiert (Hochberg, 1997, Tan et al., 1982).

Tab. 2: ACR-Klassifikationskriterien zum SLE 2019.

Eingangskriterium: ANA-Titer = 1:80 auf Hep2-Zellen
Zusatzliche Kriterien:
e Mindestens ein Kriterium muss aktuell gegeben sein.
e Die gewerteten Kriterien missen nicht gleichzeitig vorliegen, sollen aber wenigstens
einmal dokumentiert bestanden haben.
e Ein Kriterium soll nicht gewertet werden, wenn andere Griinde dies auch bzw. besser
erklaren.

e Innerhalb jeder Domane geht nur die héchste Punktzahl in die Gesamtpunktzahl ein.

Nicht vernarbende Alopezie 2
Orale Ulzera

Subakut-kutaner oder diskoider LE
Aktuer kutaner LE

Haut

Konstitutionell Fieber

O N O DN

Arthriti Synovitis/Druckschmerz in 22 Gelenken und
rthritis
Gelenke mit Morgensteifigkeit = 30 Minuten

Delirium

Neurologie Psychose

Anfalle

Pleura- oder Perikarderguss
Akute Perikarditis

Serositis

Leukopenie
Hamatologie

A WO Ol W N

Thrombopenie
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Autoimmunhamolyse

Proteinurie >0,59/24 Stunden

Nieren Lupusnephritis (histolog.) Typ I, V
Lupusnephritis (histolog.) Typ IlI, IV 10
Anti-Cardiolipin IgG >40 GPL 2

Antiphospholipid- .
oder Anti-B2GP1 IgG >40 GPL

Antikoérper

oder Lupus-Antikoagulanz +

C3 oder C4 vermindert 3
Komplement

C3 und C4 vermindert 4
Spezifische Anti-dsDNA-Antikorper 6
Autoantikérper Anti-Smith-Antikérper 6

Zur standardisierten Erfassung der Krankheitsaktivitat wurden mehrere Indizes entwickelt,
die die Basis fur eine Therapieentscheidung darstellen. So zum Beispiel der SLE Disease
Activity Index (SLEDAI), welcher in unserer Studie eingesetzt wurde. Der SLEDAI enthalt
24 Parameter, 9 potentiell von einer SLE-Erkrankung betroffene Organsysteme (u.a.
Zentralnervensystem, Gefaldsystem, renales und muskuloskelettales System,
immunologisches System, kutanes/mukokutanes System, hamatologisches System) und
Gewichtungsfaktoren zur umfassenden Beurteilung der Krankheitsaktivitat. Es kdnnen
Werte von minimal null bis maximal 105 Punkten erreicht werden, wobei bereits Werte
groBer 10 einer starkeren Krankheitsaktivitat entsprechen (Nossent, 1993, Bombardier et
al., 1992). Zur erganzenden Einschatzung der Krankheitsaktivitat kann der Health
assessment questionnaire (HAQ) eingesetzt werden, mit dessen Hilfe die Fahigkeiten des
Patienten im alltaglichen Leben, wie Anziehen, Korperpflege oder Gegenstande
erreichen, bewertet und der Grad seiner Behinderung eingeschatzt werden kann. Es
konnen Werte von null bis maximal drei Punkten erreicht werden (Bruce und Fries, 2005).

Von der Krankheitsaktivitat abzugrenzen ist der Schaden an Organen oder Systemen,
welcher jahrlich mit dem Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American
College of Rheumatology (SLICC/ACR)-Schadensindex erfasst werden sollte (Kuhn et
al., 2015).
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1.1.4 Medikamentdse Therapie

Hier soll lediglich ein kurzer Uberblick tber die Mdoglichkeiten der medikamentdsen
Therapie bei SLE gegeben werden.

Bei jedem SLE-Patienten besteht die Indikation zu einer medikamentésen Therapie mit
Antimalariamitteln, sofern keine Kontraindikation vorliegt. Antimalariamittel fordern die
Remissionserhaltung, reduzieren die Schubfrequenz und Organschaden im Verlauf der
Erkrankung und zeigen eine gute Effektivitat bei Arthritiden und kutanen Manifestationen.
Fur die SLE-Therapie sind Hydroxychloroquin und Chloroquin zugelassen, wobei
Hydroxychloroquin bevorzugt eingesetzt wird. Ohne spezifische Organbeteiligung ist eine
Therapie mit Antimalariamitteln in der Regel ausreichend. Zur akuten Kontrolle von SLE-
Organmanifestationen eignen sich Glukokortikoide. Ist mit maximal 5-7,5 mg Prednisolon-
Aquivalent langfristig keine ausreichende Krankheitskontrolle maglich, sollten auch ohne
Organbeteiligung Immunsuppressiva wie Azathioprin, Methotrexat oder Mycophenolat-
Mofetil zum Einsatz kommen. Methotrexat wirkt besonders bei entzundlichen
Manifestationen an den Gelenken und der Haut und ist bei Nierenfunktionsstérungen
absolut kontraindiziert. Besteht bei Autoantikdrper positivem SLE trotz Standardtherapie
eine hohe Krankheitsaktivitat, sollte als Zusatztherapie Belimumab eingesetzt werden.
Liegen aktive Organbeteiligungen, insbesondere von Niere und Zentralnervensystem vor,
ist die nachste Stufe der Therapie indiziert. Abgesehen von den eigens fir
neuropsychiatrische Manifestationen entwickelten Therapieempfehlungen, basiert die
immunsuppressive Therapie bei aktiver Organbeteiligung im Wesentlichen auf
Erfahrungen, die bei der Lupusnephritis gewonnen wurden. Hier kdnnen neben den oben
genannten Immunsuppressiva auch Cyclophosphamid, Calcineurininhibitoren und

Rituximab zum Einsatz kommen (Kuhn et al., 2015).

1.2 Der Nervenwachstumsfaktor und seine Rezeptoren
1.2.1 Nervenwachstumsfaktor

Der Nervenwachstumsfaktor (Nerve Growth Factor, NGF) wurde 1951 erstmalig als

Polypeptid beschrieben, welches Proliferation und Differenzierung von sympathischen
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und sensorischen Nerven in der Embryogenese reguliert. Mittlerweile weild man, dass
NGF auch im Immunsystem und im endokrinen System eine wichtige Rolle spielt (Skaper,
2017). NGF wird von unterschiedlichen Zelltypen, insbesondere Neuronen, Fibroblasten,
Epithelzellen, glatten Muskelzellen, Mastzellen und Lymphozyten, sezerniert (Freund-
Michel und Frossard, 2008).

NGF gehort zur Familie der Neurotrophine, zu denen aufgrund ihrer NGF-ahnlichen
Struktur und Funktion unter anderem auch der brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
Neurotrophin(NT)-3 und NT-4/5 zahlen (Freud-Michel und Frossard, 2008). NGF ist ein
140 kDa Polypeptid, bestehend aus a-, B- und y-Untereinheiten, wobei die B-Untereinheit
fur die biologische Funktion verantwortlich ist. NGF wird in den Zellen zunachst als prapro-
NGF synthetisiert und im endoplasmatischen Retikulum zu pro-NGF verandert (Frossard
et al., 2004). Pro-NGF kann intra- oder extrazellular durch Proteasen zu reifem B-NGF
modifiziert werden. NGF als auch pro-NGF sind biologisch aktiv und unterscheiden sich
in ihrer Rezeptoraffinitat (Schor, 2005).

Im Immunsystem reguliert NGF Uber die Bindung an seine Rezeptoren eine Vielzahl von
Prozessen mit pro- als auch antiinflammatorischem Effekt. So fuhrt NGF in vitro
beispielsweise zu einer Uberexpression proinflammatorischer Zytokine wie
Tumornekrosefaktor(TNF)-a oder IL-6 und begulnstigt die Differenzierung von B-Zellen zu

Immunglobulin-sezernierenden Plasmazellen (reviewed in Minnone et al., 2017).

NGF bindet an zwei Typen von Rezeptoren, die Tropomyosin-Rezeptor-Kinase A (TrkA)
und den p75 Neurotrophin-Rezeptor (p75N™R) (siehe Kapitel 1.2.2 und 1.2.3).

1.2.2 Tropomyosin-Rezeptor-Kinase A

Der TrkA-Rezeptor bildet mit den Rezeptoren TrkB und TrkC die Familie der
Tropomyosin-Rezeptor-Kinasen. Diese weisen alle eine intrinsische Tyrosinkinase-
Aktivitat auf, binden Neurotrophine jedoch mit unterschiedlicher Spezifitat. So bindet NGF
an TrkA, BDNF und NT-4/5 an TrkB und NT-3 an TrkC, wobei NT-3 mit geringer Affinitat
auch an TrkA und TrkB binden kann (Freund-Michel und Frossard, 2008). Pro-NGF
scheint nicht an TrkA zu binden und zu keiner Aktivierung des TrkA-Rezeptors zu flihren

(Schor, 2005). Der TrkA-Rezeptor ist ein 140 kDa Glykoprotein mit einer einzigen
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Transmembrandomane. Intrazellular weist TrkA eine Tyrosinkinase-Aktivitat auf und
extrazellular 5 verschiedene Domanen (D1-D5), wobei D5 eine Immunglobulin-ahnliche
Domane ist und fur die Bindung von NGF verantwortlich ist (Abb. 1) (Freund-Michel und
Frossard, 2008).
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Abb. 1: Die Struktur des TrkA-Rezeptors. Extrazellular besteht TrkA aus 5 verschiedenen
Domanen (D1-D5). D5 ist fur die Bindung von NGF verantwortlich und enthalt eine
spezifische Bindungsstelle fur die N-terminale Sequenz von NGF und eine konservierte
Bindungsstelle (bei allen Neurotrophin-Trk-Bindungen vorhanden) fur den zentralen Teil
von NGF. TrkA weist eine einzige Transmembrandomane auf, gefolgt von einer
intrazellular gelegenen Tyrosinkinase-Domane (angelehnt an Freund-Michel und
Frossard, 2008).

NGF bindet mit hoher Affinitat an TrkA. Die Bindung von NGF an den TrkA-Rezeptor fuhrt
zur Dimerisierung des Rezeptors und einer Aktivierung der intrazellular gelegenen
Tyrosinkinase-Domanen durch Autophosphorylierung. In der Folge kdnnen Uber
verschiedene Enzyme und Signalmolekule vermittelt Signalkaskaden ausgelost werden,
dazu gehdren die  Signalkaskaden uUber  PLC(PhospholipaseC)-y, PI3K
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(Phosphatidylinositol-3-Kinase)/Akt-Kinase und Ras/ERK (extrazellular Signal-regulierte
Kinasen), welche die Transkription beeinflussen (Freund-Michel und Frossard, 2008).

1.2.3 p75 Neurotrophin-Rezeptor

Der p75NTR-Rezeptor gehort zur Familie der Todesrezeptoren und kann alle
Neurotrophine und pro-Neurotrophine binden. Der p75N™R-Rezeptor ist ein 75 kDa
Glykoprotein, das extrazellular aus 4 Cystein-reichen Domanen besteht, welche
Neurotrophin-Anteile binden konnen. P75NTR tragt eine einzige Transmembrandoméane
und intrazellular eine Todesdomane, Uber die eine apoptotisch wirkende Signalkaskade
ausgelost werden kann (Abb. 2) (Freund-Michel und Frossard, 2008).
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Abb. 2: Die Struktur des p75NTR-Rezeptors. Extrazellular besteht p75N™R aus 4 Cystein-
reichen Domanen, welche fur die Bindung der Neurotrophine verantwortlich sind. Es gibt
zwei spezifische Bindungsstellen fiir NGF (Bindungsstelle 1 und 2). P75NTR weist eine
einzige Transmembrandomane auf, gefolgt von den intrazellular gelegenen Domanen
Juxtamembran- oder Chopper-Domane und Todesdomane (angelehnt an Freund-Michel
und Frossard, 2008).
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Die Bindung von Neurotrophinen an den p75NTR-Rezeptor fiihrt zur Dimerisierung des
Rezeptors und der Aktivierung verschiedener Signalkaskaden in der Zelle. So kann Uber
eine Aktivierung von JNK (c-Jun N-terminalen Kinasen) Apoptose ausgeldst werden oder
im Gegensatz dazu eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB zum Uberleben der
Zelle beitragen. Darliber hinaus ist p75N™R als Corezeptor in der Lage auch eine Vielzahl
anderer Zellfunktionen zu beeinflussen (Freund-Michel und Frossard, 2008).

NGF bindet mit niedriger Affinitat an p75N™R. p75NTR wird als Corezeptor fur TrkA
angesehen, denn durch die Interaktion mit TrkA erhdht sich die Affinitat des TrkA-
Rezeptors fir NGF. Hier werden verschiedene Mechanismen diskutiert, wie die Bildung
eines p75NTR-TrkA-Heterodimers mit Konformationsanderung des TrkA-Rezeptors hin zu
einer hoher affinen Konformation und die Beeinflussung intrazellular ausgelOster
Signalkaskaden (Freund-Michel und Frossard, 2008, Toni et al., 2014).

1.3 Neurogene Entziindung

Degenerative und entzlindliche rheumatische Erkrankungen sind durch lokale und/oder
systemische entzundliche Aktivitat charakterisiert. Es wird auch eine Beteiligung des
Nervensystems beobachtet. Beispielhaft seien chronische Schmerzzustande bei
rheumatoider Arthritis und das Kébner-Phanomen bei Psoriasis-Arthritis genannt. Dabei
beschreibt das oberflachliche Koébner-Phanomen ein Auftreten von Psoriasis-
Entzindungsherden an zuvor gesunden Hautstellen nach mechanischer, thermischer
oder chemischer Reizung und das tiefe Kébner-Phanomen ein Auftreten einer Arthritis
beispielsweise nach StoRverletzungen (Tiwari und Brent 2020). Die Modulierung
entzindlicher Vorgange durch das Nervensystem wird als neurogene Entzindung
bezeichnet. Es wird vermutet, dass eine neurogen bedingte Entzindung bei der
Entstehung und/oder Aufrechterhaltung rheumatischer Erkrankungen eine bedeutende
Rolle spielt (Seidel et al., 2013).

Dabei gilt NGF als zentraler Vermittler neurogener Entzindung. Bei einigen
rheumatischen Erkrankungen finden sich am Ort der Entzindung erhohte NGF-
Konzentrationen, wie beispielweise in der Synovialflissigkeit von Patienten mit
rheumatoider Arthritis oder Osteoarthritis (Seidel et al., 2010). NGF kann auf zwei Arten
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immunmodulatorisch wirken, und zwar direkt Uber die beiden Rezeptoren TrkA und
p75NTR auf Immunzellen und indirekt Gber die Regulation neuronaler Innervation und
Aktivitat im Gewebe. Dabei stimuliert NGF in peripheren Nervenendigungen die
Freisetzung proinflammatorischer Neuropeptide wie Substanz P (SP) oder Calcitonin
gene-related peptide (CGRP) (Inaishi et al., 1992). Diese Neuropeptide konnen wiederum
Immunzellen aktivieren und eine Entzindungsreaktion mit typischen Entzindungszeichen
wie Rétung und Odembildung auslésen (Hafstrom et al., 1989). Gleichzeitig vermitteln die
genannten Neuropeptide eine periphere und zentrale Hyperalgesie. Umgekehrt wird die
Freisetzung von NGF aus verschiedenen Zelltypen wie Neuronen, Epithelzellen,
Muskelzellen oder Immunzellen in entzindlichem oder geschadigtem Gewebe durch
Entziindungsmediatoren getriggert (Abb. 3) (Minnone et al., 2017).
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Abb. 3: Neurogene Entzindung und direkte und indirekte immunmodulatorische Effekte
von NGF als zentraler Vermittler neurogener Entzindung (modifiziert nach Minnone et al.,
2017).
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1.4 Zelloberflachenmarker flr Leukozytensubpopulationen

Leukozyten tragen bestimmte phanotypische Oberflachenmolekuile, sogenannte Cluster
of Differentiation (CD). Bei den CD-Molekilen handelt es sich zumeist um
membrangebundene Glykoproteine, die teilweise zellspezifisch und abhangig von
Funktion und Entwicklungs- und Differenzierungszustand einer Zelle exprimiert werden.
Diese erlaubt eine Einteilung der Zellen anhand der Expression der CD-Marker in
verschiedene Subpopulationen. Ein Nachweis der CD-Marker ist durch monoklonale
Antikdrper moglich. Im Folgenden wird auf die in dieser Arbeit mit fluoreszenzmarkierten
Antikorpern gefarbten CD-Marker eingegangen, und zwar CD3, CD4, CD8, CD11b,
CD11c, CD14, CD16, CD19, CD45, CD56 und CD66b.

CD3 bildet zusammen mit dem T-Zell-Rezeptor (TCR) den CD3-TCR-Komplex. CD3 wird
auf T-Lymphozyten exprimiert und ist fur die Aktivierung der T-Lymphozyten nach

Antigenbindung an den TCR verantwortlich (Cruse und Lewis, 2009).

CD4 dient bei der durchflusszytometrischen Analyse als Marker fur T-Helferzellen. CD4
ist Corezeptor fur den TCR zur Erkennung und Bindung von an
Haupthistokompatibilitatskomplex  (Major  Histocompatibility = Complex, = MHC)-II
gebundenen Antigenen auf antigenprasentierenden Zellen (Cruse und Lewis, 2009).

CDS8 findet sich auf der Zelloberflache von zytotoxischen T-Zellen. CD8 ist Corezeptor fur
den TCR zur Erkennung und Bindung von an MHC-I gebundenen Antigenen auf

antigenprasentierenden Zellen (Cruse und Lewis, 2009).

CD11b und CD11c werden vor allem auf Monozyten, Makrophagen und DCs exprimiert

(Schittenhelm et al., 2017). CD11c ist ein haufig verwendeter Marker fir mDCs (Ziegler-
Heitbrock et al., 2010, Schittenhelm et al., 2017).

CD11-Rezeptoren gehoren zur B2-Integrin-Familie, bestehend aus zwei Polypeptidketten
mit einer gemeinsamen [2-Kette CD18 und einer a-Kette, in der sich die B2-Integrin-
Rezeptoren voneinander unterscheiden. Die aM-Kette von CD11b bildet zusammen mit
der B2-Kette CD18 den heterodimeren Komplementrezeptor 3 (CD11b/CD18). CD11c
besteht aus aX- und B2-Kette und bildet den heterodimeren Komplementrezeptor 4
(CD11c/CD18). B2-Integrine vermitteln als Zelladhasionsmolekile wichtige Mechanismen

im Immunsystem und konnen dabei pro- als auch antiinflammatorische Aktivitat
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aufweisen. Neben vielen anderen Liganden binden CD11b und CD11c das
Komplementspaltprodukt iC3b und vermitteln dadurch die Phagozytose opsonierter

Partikel, wie beispielweise apoptotischer Zellen (Schittenhelm et al., 2017).

CD14 findet sich vor allem auf Monozyten, wird aber auch von Makrophagen und
Granulozyten exprimiert. CD14 ist Rezeptor fir den Komplex aus Lipopolysaccharid (LPS)
und lipopolysaccharidbindendem Protein (LBP), dessen Bindung unter anderem zur
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und antimikrobiellen Produkten fuhrt
(Cruse und Lewis, 2009).

CD16 ist Bestandteil des Fc-Rezeptors FcyRIll, ein Rezeptor fur IgG. CD16 wird auf
Monozyten, Makrophagen, NK-Zellen und Granulozyten exprimiert. Dabei unterscheiden
sich Struktur und Funktion des CD16-Rezeptors auf den genannten Zellen. Bei NK-Zellen
weist CD16 eine Transmembranform, wohingegen CD16 bei Granulozyten durch einen
Phosphatidylinositol-Anker in der Zellmembran verankert ist. Bei NK-Zellen 16st CD16
eine antikérperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat aus und unterstitzt bei Monozyten,
Makrophagen und Granulozyten insbesondere die Phagozytose von

antikorpergebundenen Immunkomplexen und anderen Partikeln (Cruse und Lewis, 2009).

CD19 dient in der Durchflusszytometrie als Marker fur B-Lymphozyten. CD19, CD21 und
CD81 bilden den B-Zell-Corezeptor-Komplex. Erkennt der B-Zell-Rezeptor (BCR) ein mit
dem Komplementfaktor C3d beladenes Antigen, bindet das Antigen an den BCR und C3d
an CD21 des B-Zell-Corezeptor-Komplexes, was wiederum zu einer Aktivierung von
CD19 fuhrt. Letztendlich kann das antigenabhangige Signal des BCR verstarkt, aber auch
anderweitig moduliert werden. Die Funktion von CD81 innerhalb des Corezeptor-

Komplexes ist noch unbekannt (Kruse, 2015).

CD45, das humane Leukozyten-Antigen, wird auf allen Leukozyten exprimiert. CD45
reguliert verschiedene zellulare Prozesse, wie Zellwachstum und Zelldifferenzierung und
spielt bei T- und B-Lymphozyten eine bedeutende Rolle bei deren antigenvermittelten
Aktivierung (Cruse und Lewis, 2009).

CD56 ist eine Isoform des neuralen Zelladhasionsmolekuls (NCAM) und ein
durchflusszytometrisch genutzter Marker fur NK-Zellen (Cruse und Lewis, 2009). NK-

Zellen sind CD3-negative Lymphozyten. Als Bestandteil des angeborenen Immunsystems
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vermitteln sie zellvermittelte Zytotoxizitat virusinfizierter Zellen in den frihen Phasen einer
Infektion. Sie sind jedoch auch in der Lage bei mit Antikdrpern bedeckten Zellen eine
antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitdt auszulésen. NK-Zellen sezernieren

aullerdem Zytokine, insbesondere INF-y (Schepis et al., 2009).

CD66b wird auf allen Granulozyten exprimiert (Cruse und Lewis, 2009). Die Funktion von
CDo66b ist weitgehend unbekannt. Bei eosinophilen Granulozyten reguliert CD66b
Zelladhasion und -aktivierung (Murphy und Weaver, 2017).

1.5 Ziel der Arbeit

Rheumatische Erkrankungen sind durch lokale und/oder systemische entzindliche
Aktivitat charakterisiert, haufig einhergehend mit Endorganschaden und Schmerzen. Die
Aktivierung des Nervensystems mit konsekutiver Schmerzsymptomatik lasst vermuten,
dass eine neurogene Entzundung ursachlich beteiligt ist. NGF gilt hierfur als zentraler
Vermittler.

Die bedeutende Beteiligung von NGF bei chronischen Schmerzen fuhrte in den letzten
Jahren zu medikamentosen Therapiestrategien mit monoklonalen Antikorpern gegen
NGF (NGFi). Diese zeigten in klinischen Studien bei verschiedenen Schmerzsyndromen
wie Arthrose und chronischem Rlckenschmerz eine deutliche analgetische Wirkung
(Dimitroulas et al., 2017, Wise et al., 2021). Bisherige Daten geben keinen Hinweis, dass
eine Behandlung mit NGFi zu einer systemischen Immunsuppression mit erhohtem
Infektionsrisiko fuhrt, obgleich NGF eine Vielzahl proinflammatorischer Mechanismen
steuert (Chang et al., 2016). Daher kénnte der Einsatz von NGFi ein mdglicher
Therapieansatz zur Behandlung nicht nur degenerativer Schmerzsyndrome, sondern
auch entzundlicher rheumatischer Erkrankungen mit vermuteter neurogener Beteiligung

sein.

Bekanntermassen induziert UV-Licht haufig die Exazerbation einer Dermatose beim SLE,
was als neurogener Stimulus bewertet werden kann. Im peripheren Blut von SLE-
Patienten konnte sowohl eine Erhéhung der NGF-Konzentration als auch eine Korrelation

zwischen NGF-Konzentration und der durch den SLEDAI bestimmten Krankheitsaktivitat
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nachgewiesen werden (Aalto et al., 2002, Bracci-Laudiero et al., 1993, Fauchais et al.,
2013, Xu und Chen, 2005).

Ziel dieser Arbeit war die systematische Untersuchung der Expression der NGF-
Rezeptoren TrkA und p75N™R auf Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten im Blut von
SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen und in Abhangigkeit von der
Krankheitsaktivitat. Bislang liegt keine Studie zur Expression der beiden NGF-Rezeptoren
auf Immunzellen im Blut bei SLE vor. Mit den Ergebnissen sollten weitere Hinweise auf
eine NGF-vermittelte neurogen-entzindliche Aktivitdt im peripheren Blut von SLE-
Patienten gewonnen werden und eventuell eine Rationale fur eine Behandlung mit NGFi

geschaffen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten- und Kontrollgruppe

Die vorliegende Studie wurde von der Ethikkommission des Universitatsklinikums Bonn
genehmigt (158/11) und auf der Grundlage der revidierten Deklaration von Helsinki des
Weltarztebundes von 1983 und entsprechend der gesetzlichen Grundlagen durchgefuhrt.
13 Patienten mit systemischem Lupus erythematodes wurden aus dem ambulanten
Routinebetrieb des Fachbereichs Internistische Rheumatologie des Universitatsklinikums
Bonn rekrutiert und nach erfolgter Aufklarung und schriftlicher Einwilligung in die Studie
aufgenommen. Bei allen Patienten wurde die Diagnose nach den 1997 revidierten
Kriterien des American College of Rheumatology (ACR) fur systemischen Lupus
erythematodes von den Arzten der Internistischen Rheumatologie des
Universitatsklinikums Bonn gestellt oder Uberpruft. Die 13 gesunden Kontrollpersonen
ohne rheumatische Grunderkrankung wurden entsprechend Geschlecht und Alter der
Patienten aus dem Bekannten- und Freundeskreis ausgewahlt und nach schriftlicher
Einwilligung in die Studie eingeschlossen. Ausschlusskriterien flir beide Gruppen waren
ein Alter unter 18 Jahre, ein akuter Infekt, eine Tumorerkrankung, fehlende Zustimmung
oder eine bestehende Schwangerschaft.

Nach Einschluss in die Studie wurde den Patienten und Kontrollpersonen in der
rheumatologischen Ambulanz des Universitatsklinikums Bonn Blut entnommen. Beiden
Gruppen wurden je 7,5 mL Lithium-Heparin-Blut fur die Zelloberflachenfarbung mit
anschlieender durchflusszytometrischer Untersuchung, sowie 2,7 mL EDTA-BIut fur die
Bestimmung des grofRen Blutbildes und den Patienten 7,5 mL Serum fur die Bestimmung
von Anti-dsDNA-Ak, ANA-Titer, CRP, Komplementfaktoren C3/C4 und Rheumafaktoren
entnommen. Aullerdem wurde die Blutsenkungsgeschwindigkeit bestimmt. Die klinische
Krankheitsaktivitat wurde mit Hilfe der Fragebogen SLEDAI und HAQ erfasst. AulRerdem
schatzten Patient (Patient global assessment) und behandelnder Arzt (Physician global
assessment) die Krankheitsaktivitat auf einer Skala von 0 (keine Krankheitsaktivitat) bis
10 (hochstmogliche Krankheitsaktivitat) ein. Alle Patienten beurteilten zudem ihre
Schmerzen auf der Visuellen Analog-Skala von 0O (keine Schmerzen) bis 10

(grofdtmdgliche Schmerzen). Bei allen Patienten wurde eine Ganzkdrperuntersuchung
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durchgefuhrt. Die Patienten erhielten typische SLE-Medikation wie Prednison,
Methotrexat, Mycophenolat-Mofetil, Azathioprin, Antimalariamittel, Belimumab oder keine
Medikation.

Die Auswertung der Daten wurde im Hinblick auf Unterschiede zwischen der Patienten-
und Kontrollgruppe durchgeflhrt. Zudem erfolgte innerhalb der Patientengruppe eine
Subgruppenanalyse mit Einteilung der Patienten je nach Krankheitsaktivitat in Leicht- und
Schwererkrankte, entsprechend der folgenden Kriterien: SLEDAI, Anti-dsDNA-Ak, ANA-
Titer, BSG, CRP und Komplement C3/C4 (Tab. 3). Aufgrund der geringen
Patientenanzahl wurden nicht mehr als zwei Subgruppen gebildet. Bei der
Subgruppenanalyse wurden zwischen leicht- und schwererkrankten Patienten innerhalb
der Patientengruppe und zwischen schwer- bzw. leichterkrankten Patienten und ihren

geschlechts- und altersadaptierten Kontrollpersonen verglichen.

Tab. 3: Einteilung der Patientengruppe nach SLEDAI und laborchemischen Parametern
in schwer- und leichterkrankte Patienten.

Komplement-
CRP BSG faktoren
C3/C4

C3>1,84g/L
28 2100 IlU/mL | >1:320 | 23 mg/L | =210 mm/h und/oder
C4>0,4 g/L
C3<1,8¢g/L
<8 <100 IU/mL | =1:320 | <3 mg/L | <10 mm/h und
C4<0,4g/L

SLEDAI- | Anti-dsDNA- ANA-
Score Ak Titer

Schwer-

erkrankt

Leicht-

erkrankt
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2.2 Durchflusszytometrie
2.2.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting, FACS) ermdglicht sowohl
die qualitative Differenzierung von Blutzellpopulationen als auch die quantitative
Bestimmung von Oberflachenmolekulen auf einzelnen Blutzellen durch den Einsatz
fluoreszenzmarkierter Antikorper. Dabei durchflie3en die Zellen aus den Probenréhrchen
eine dinne Messkapillare und passieren einen Laserstrahl. Die Zellen streuen einen Teil
des Laserstrahllichts, das durch Detektoren in bestimmten Kanalen nachgewiesen
werden kann. Dabei ist das Vorwartsstreulicht (forward scatter) ein Mal} fur die ZellgroRe
und das Seitwartsstreulicht (sideward scatter) ein Mal} fur die Granularitat einer Zelle.
Dies erlaubt eine Differenzierung zwischen Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten und
Zelltrimmern. Durch die Vorbereitung der Proben mit Lyse-Puffer ist eine Trennung von
Erythrozyten und Leukozyten maoglich, da sich die lysierten Erythrozyten als Zelltrimmer
mit geringer GroRe und geringer Granularitat zeigen. Die Darstellung der gemessenen
Daten erfolgt in unserer Arbeit als Dotplot. Bei einem Dotplot werden zwei Parameter
gleichzeitig auf einem zweidimensionalen Streudiagramm nach ihrer Signalintensitat
dargestellt, wobei jeder Punkt einer Zelle und Punktwolken Populationen entsprechen
(Abb. 4).
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Abb. 4: Reprasentative Dotplot-Darstellung der FACS-Daten. Durchflusszytometrische
Auftrennung von Vollblut (nach erfolgter Erythrozyten-Lyse) im forward scatter/sideward
scatter in Populationen von Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten und Zelltrimmer.

Die weitere Differenzierung einzelner Subpopulationen von Granulozyten, Monozyten und
Lymphozyten wird durch den Einsatz fluoreszenzmarkierter Antikorper erreicht.
Fluorochrome sind Fluoreszenzfarbstoffe, die nach Anregung durch das Laserlicht einer
bestimmten Wellenlange Licht einer charakteristischen hoheren Wellenlange emittieren,
das von den Detektoren erfasst wird. Dafur wurden bei der Probenvorbereitung mit
Fluoreszenzfarbstoff = markierte  Antikdrper verwendet, die an  bestimmte
Oberflachenantigene der Zellen binden und somit in der Durchflusszytometrie erfasst
werden  konnen. In  unserer Arbeit wurden die Fluorochrome FITC
(Fluoresceinisothiocyanat), PE (Phycoerythrin), PE-Cy7 (Kombination aus PE und einem
Cyaninfarbstoff Cy7), APC (Allophycocyanin) und PerCP/Cy5.5 (Kombination aus PerCP
und dem Cyaninfarbstoff Cy5.5) verwendet. Die Anzahl der im Durchflusszytometer
detektierten Fluoreszenzsignale ist proportional zur Anzahl der Fluorochrommolekdule, die
durch Antikorper auf der Zelle gebunden sind. Durch den Einsatz von funf verschiedenen
Fluorochromen in einem Probenrohrchen und funf Detektoren fur die von den
Fluorochromen emittierten Wellenlangen ist eine detaillierte Charakterisierung von

Subpopulationen mit einer einzigen durchflusszytometrischen Messung moglich. Zudem
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kommen bei der Durchflusszytometrie Isotypkontrollen zum Einsatz, welche als
Negativkontrollen dienen. Sie zeigen das Ausmal unspezifischer Bindung der Antikorper
an die untersuchten Zellen. Dabei werden Isotyp-Antikorper gewahlt, die dem Ig-Isotyp
des Testantikdrpers entsprechen und mit dem gleichen Fluorochrom wie der
Testantikorper gekoppelt sind.

In Tab. 4 sind alle verwendeten Antikdrper mit Antigenspezifitat, gekoppeltem

Fluorochrom, Klon, Isotypkontrolle und Hersteller aufgefthrt.

Tab. 4: Verwendete Antikorper zur Oberflachenfarbung, sortiert nach Fluorochrom.

Fluorochrom | Antigenspezifitat | Klon Isotypkontrolle Hersteller

APC CD3 HIT3a Mouse IgG2a, k BioLegend®

APC CD11c 3.9 Mouse IgG1, K BioLegend®

APC CD56 MEM-188 Mouse 1gG2a, BioLegend®

FITC CD8 RPA-T8 Mouse IgG1, k BD Pharmingen™
FITC CD14 M5E2 Mouse IgG2a, k BD Pharmingen™
FITC CD45 HI30 Mouse IgG1, K BD Pharmingen™
FITC CD66b G10F5 Mouse IgGM, k BD Pharmingen™
PE p75NTR(CD271) | C40-1457 Mouse IgG1, k BD Pharmingen™
PE TrkA 165131 Mouse IgG1, K R&D Systems®
PE-Cy 7 CD4 SK3 Mouse IgG1, K BD Pharmingen™
PE-Cy 7 CD19 HIB19 Mouse IgG1, K BioLegend®
PerCP/Cy5.5 CD11b ICRF44 Mouse IgG1, K BioLegend®
PerCP/Cy5.5 CD16 3G8 Mouse IgG1, k BioLegend®

2.2.2 Probenvorbereitung fur die Durchflusszytometrie

Die von Patienten und Kontrollpersonen gewonnenen Blutproben wurden jeweils am
selben Tag im Labor fur die Messung am Durchflusszytometer vorbereitet. Dabei wurden
die gewlnschten Zelloberflachenantigene der Lymphozyten, Monozyten und
Granulozyten und die Rezeptoren TrkA und p75N™R durch fluoreszenzmarkierte Antikérper
gefarbt. In jedem Probenrohrchen wurden 100 pL Lithium-Heparin-Vollblut mit jeweils 5
ML mehrerer fluoreszenzmarkierter Antikdrper nach einem bestimmten Farbeschema

(siehe Kapitel 2.2.3) bei 4 °C auf Eis gemischt. Nach 15 Minuten Inkubation bei
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Raumtemperatur im Dunkeln wurden alle Proben mit 1:10 verdinntem BD Lyse-Puffer
(BD Pharm Lyse™ Lysing Buffer von BD Biosciences, #555899) versetzt und direkt nach
Zugabe des Puffers jedes Probenrdohrchen fur 10 Sekunden gevortext. Der Lyse-Puffer
dient der Lyse der Erythrozyten. Fir ein optimales Ergebnis wurde darauf geachtet, dass
der Lyse-Puffer Raumtemperatur hat. Nach weiteren 15 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur im Dunkeln wurden alle Probenréhrchen mit 2 mL IsoFlow (IsoFlow™
Sheath Fluid von Beckman Coulter, #8546859) aufgefullt, um die Lyse zu stoppen. Bei
langerer Einwirkzeit des Lyse-Puffers wirden neben den Erythrozyten auch Leukozyten
lysiert. Alle Proben wurden bei 2000 Umdrehungen pro Minute 5 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Es erfolgte ein weiterer
Waschschritt. Dazu wurden die Probenréhrchen erneut mit 2 mL IsoFlow versetzt, bei
2000 Umdrehungen pro Minute 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das aus den Blutzellen bestehende Sediment wurde in 250 uL
Fixations-Lésung (BD Cytofix™ Fixation Buffer von BD Biosciences, #554655)
resuspendiert. Die Fixations-Losung soll die Lichtstreuungseigenschaften und
Fluoreszenzintensitaten nach erfolgter fluoreszenzmarkierter Oberflachenfarbung der
Blutzellen fur durchflusszytometrische Messungen bewahren. Um eine Zellaggregation zu
verhindern, wurde das Sediment vor Zugabe des Fixations-Puffers gevortext. Nach einer
Inkubationszeit von 25 Minuten bei 4 °C erfolgte ein weiterer Waschschritt mit IsoFlow wie
oben beschrieben. Das Sediment wurde mit 500 uL einer Lésung aus 50 mL IsoFlow, 0,1
% NaNs und 1 % hitze-inaktiviertem fetalem Kalberserum resuspendiert und bis zur
Messung am Durchflusszytometer bei 4 °C dunkel aufbewahrt. IsoFlow dient als

Tragermaterial fur die folgende durchflusszytometrische Messung.

Die FACS-Messungen wurden innerhalb einer Woche nach der Oberflachenfarbung und
Fixierung der Proben durchgefuhrt. Die Messungen erfolgten mit dem
Durchflusszytometer Navios™ von Beckman Coulter. Die gemessenen Daten wurden mit

der Software Kaluza® Version 1.2 von Beckman Coulter ausgewertet.
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2.2.3 Farbeschemata

Zur Farbung von verschiedenen Leukozytensubpopulationen und der Rezeptoren TrkA
(Tab. 5). Die

Zusammenstellung der Oberflachenmarker in den Probenréhrchen wurde entsprechend

und p75NTR wurde =zunachst das Basis-Schema verwendet
der Fragestellung und der im Labor vorhandenen Antikorper-Fluorochrom-Kombinationen
gewahlt. Alle Farbungen wurden jeweils als Doppelfarbungen mit TrkA oder p75N™R und

entsprechender Isotypkontrolle durchgefuhrt.

Tab. 5: Oberflachenfarbung - Basis-Schema

Isotyp-Farbungen TrkA-Farbungen p75NTR -Farbungen
Proben- | Antigen- Fluoro- | Proben- Antigen- Fluoro- Proben- Antigen- Fluoro-
réhrchen | spezifitat chrom réhrchen spezifitat chrom réhrchen | spezifitdét | chrom

1 1gG1, k FITC 2 CD8 FITC 3 CD8 FITC
IgG1, kK PE-Cy7 CD4 PE-Cy7 CD4 PE-Cy7
IgG1, K PE TrkA PE p75NTR | PE

4 IgM, FITC 5 CD66b FITC 6 CD66b FITC
I9G1, K PE-Cy7 CD19 PE-Cy7 CD19 PE-Cy7
IgG1, K PE TrkA PE p75NTR | PE

7 19G2, FITC 8 CD14 FITC 9 CD14 FITC
IgG2a, k APC CD56 APC CD56 APC
1961, PerCP/ CD16 PerCP/ cD16 PerCP/

Cy5.5 Cy5.5 Cy5.5

IgG1, K PE TrkA PE p75NTR | PE

Das Blut von vier Patienten und drei Kontrollen wurde nach dem Basis-Schema gefarbt
Nach

Zwischenauswertung wurde das Farbeschema bei weiteren neun Patienten und zehn

und anschlieBend mittels  Durchflusszytometrie  ausgewertet. einer

Kontrollpersonen um die Antikdrper gegen CD11b und CD11c erweitert. Die
Veranderungen des erweiterten Farbeschemas im Vergleich zum Basis-Farbeschema
sind grau hinterlegt (Tab. 6).
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Tab. 6: Oberflachenfarbung - Erweitertes Schema

Isotyp-Farbungen TrkA-Farbungen p75NTR-Farbungen
Proben- | Antigen- Fluoro- | Proben- Antigen- Fluoro- Proben- Antigen- Fluoro-
réhrchen | spezifitat chrom réhrchen spezifitat chrom réhrchen | spezifitdt | chrom

1 1gG1, k FITC 2 CD8 FITC 3 CD8 FITC
1gG1, PE-Cy7 CD4 PE-Cy7 CD4 PE-Cy7
IgG1, K APC CD11c APC CD11c APC
PerCP/ PerCP/ PerCP/
IgG1, k CD11b CD11b
Cy5.5 Cy5.5 Cy5.5
1gG1, PE TrkA PE p75NTR | PE
4 IgM, k FITC 5 CD66b FITC 6 CD66b FITC
IgG1, k PE-Cy7 CD19 PE-Cy7 CD19 PE-Cy7
IgG1, k APC CD11c APC CD11c APC
PerCP/ PerCP/ PerCP/
1gG1, k CD11b CD11b
Cy5.5 Cy5.5 Cy5.5
IgG1, k PE TrkA PE p75NTR | PE
7 19G2, FITC 8 CD14 FITC 9 CD14 FITC
IgG2a, « APC CD56 APC CD56 APC
PerCP/ PerCP/ PerCP/
1gG1, CD16 CD16
Cy5.5 Cy5.5 Cy5.5
1gG1, PE TrkA PE p75NTR | PE

2.2.4 Vorgehensweise bei der Auswertung der durchflusszytometrischen Daten

Kompensation

Bei der Kombination mehrerer fluoreszenzmarkierter Antikorper in einem Proberdhrchen
kann es zu einer spektralen Uberlappung der Fluoreszenzspektren der einzelnen
Fluorochrome kommen. So strahlen zum Beispiel FITC-gefarbte Zellen in den PE-Kanal
und erscheinen dort als falsch positive Zellen. Durch Kompensation kann diese spektrale

Uberlappung der beiden Fluorochrome korrigiert werden. Fir jedes verwendete

Fluorochrom wurde eine Einzelfarbung zur

Kompensation dargestellt.

Kompensation vor jeder

Messung
durchgefuhrt. In Abb. 5 sind FITC- und PE-gefarbte Zellen im Dotplot vor und nach
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Abb. 5: Reprasentative Dotplot-Darstellung von FITC- und PE-gefarbten Zellen (a) vor
Kompensation mit falsch doppeltpositiver Population und (b) nach Kompensation.

Gating

Zunachst wurden im forward scatter/sideward scatter-Dotplot ein Gate fur Granulozyten
und ein gemeinsames Gate fur Monozyten und Lymphozyten gesetzt. Ein gemeinsames
Monozyten-Lymphozytengate wurde gewahlt, da aufgrund einer nicht ausreichenden
Auftrennung nicht bei allen Farbungen eine Abgrenzung der Populationen moglich war
und zudem in einem alleinigen Lymphozytengate aktivierte, vergroRerte Lymphozyten
nicht erfasst worden waren. AnschlieRend erfolgte eine Betrachtung der Zellen im
Granulozytengate oder im Monozyten-Lymphozytengate. Dabei wurden Zellen mit dem
Oberflachenmarker CD66b im Granulozytengate und CD3, CD4, CD8, CD11b, CD11c,
CD14, CD16, CD19, CD45 und CD56 exprimierende Zellen im Monozyten-
Lymphozytengate betrachtet.

In Abb. 6 wird beispielhaft das Vorgehen beim Gating von TrkA positiven CD66b-Zellen
im Granulozytengate und TrkA positiven CD14-Zellen im Monozyten-Lymphozytengate

dargestellt.
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Abb. 6: Reprasentative Definition eines Granulozyten- und eines Monozyten-
Lymphozytengates im forward scatter/sideward scatter mit anschlielRender Betrachtung
der CD66b-Zellen im Granulozytengate und CD14-Zellen im Monozyten-
Lymphozytengate, jeweils gegen TrkA, nach erfolgter durchflusszytometrischer Analyse.

Es ist anzumerken, dass CD16 positive Zellen in unserer Arbeit den Monozyten
zuzuordnen sind. Dies liegt daran, dass zunachst Granulozyten durch Betrachtung der
CD16 positiven Zellen im Monozyten-Lymphozytengate und anschlieRend auch CD56
positive, den NK-Zellen zuzuordnende Zellen durch entsprechendes Gating

.<rausgegated” wurden.

Auswertung der durchflusszytometrischen Daten bezogen auf das Blutbild

Die in der Durchflusszytometrie gewonnenen und in Dotplots dargestellten Daten wurden
zusammen mit Werten aus dem grofden Blutbild in eine Tabelle eingetragen und
miteinander verrechnet.

Aus dem grof3en Blutbild wurden die folgenden Werte entnommen: Absolute Anzahl an
Leukozyten, Lymphozyten und Monozyten und der prozentuale Anteil an Lymphozyten,

Monozyten und neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten. Daraus wurden
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die Anzahl und der prozentuale Anteil an Gesamt-Granulozyten errechnet. Alle
prozentualen Werte an Monozyten, Lymphozyten und Granulozyten beziehen sich auf die
Gesamtleukozytenzahl im Blut.

Das weitere Vorgehen wird hier beispielhaft mit dem Oberflachenmarker CD14 fur
Monozyten und der Doppelfarbung von CD14 mit TrkA erlautert. Zur Berechnung der
Anzahl an CD14-Zellen im Blut wurde der Prozentsatz der CD14 positiven Zellen im
Monozyten-Lymphozytengate multipliziert mit der summierten absoluten Anzahl an
Monozyten und Lymphozyten aus dem Blutbild. Dabei entspricht der Prozentsatz der
CD14 positiven Zellen an allen Monozyten und Lymphozyten im Blutbild dem Prozentsatz
der CD14 positiven Zellen im Monozyten-Lymphozytengate. Die Berechnung der Anzahl
doppeltpositiver TrkA-CD14-Zellen im Blut erfolgte im Prinzip wie fir CD14-Zellen
beschrieben Uber den Prozentsatz der TrkA-CD14-Zellen im Monozyten-
Lymphozytengate multipliziert mit der summierten Anzahl an Monozyten und
Lymphozyten aus dem Blutbild. Dabei wurde dann die Anzahl der doppeltpositiven TrkA-
CD14-Zellen im Blut auf die Anzahl der CD14 positiven Zellen im Blut bezogen, um den
Prozentsatz der TrkA-CD14-Zellen an allen CD14-Zellen im Blut zu erlangen.

Bei der Berechnung der Prozentangaben bezieht sich der Anteil an Zellen mit den
Oberflachenmarkern CD4, CD8, CD11b, CD11c, CD14, CD16, CD19 und CD56 auf alle
Monozyten und Lymphozyten im Blut (Monozyten-Lymphozytengate) und der Anteil an

Zellen mit CD66b auf alle Granulozyten im Blut (Granulozytengate).

2.3 Statistische Auswertung

Die Zusammensetzung von Patienten- und Kontrollgruppe hinsichtlich des Alters wurde
mittels T-Test bei unabhangigen Stichproben verglichen. Bei dem Vergleich der Werte
aus dem groRen Blutbild, der Leukozytensubpopulationen und der NGF-
Rezeptorexpression auf den Leukozytensubpopulationen zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test bei unabhangigen
Stichproben durchgefuhrt. Zur Subgruppenanalyse erfolgte zunachst mit Hilfe des
Kruskal-Wallis-Tests bei unabhangigen Stichproben eine Testung Uber alle drei Gruppen,

und zwar schwer erkrankte Patienten, leicht erkrankte Patienten und Kontrollpersonen.
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Bei signifikanten Werten wurde anschlie3end fur einen Vergleich zwischen den einzelnen
Gruppen der Mann-Whitney-U-Test bei unabhangigen Stichproben durchgefuhrt. War der
p-Wert aus dem Mann-Whitney-U-Test kleiner als aus dem Kruskal-Wallis-Test, erfolgte
die Korrektur auf den p-Wert aus dem Kruskal-Wallis-Test. Es wurde von einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von a=0.05=5 % ausgegangen. Die Nullhypothese wurde somit
bei einem errechneten p-Wert von p<0.05 abgelehnt.

Die statistische Analyse erfolgte mit SPSS Statistics Version 22.0 fir Windows. Die
Graphiken wurden mit GraphPad Prism 8 erstellt.

Um einen Uberblick Uber die gewonnenen Daten zu erlangen, wurden deskriptive
Kenngroflen wie Mittelwert (MW), Standardabweichung (standard deviation, SD),
Standardfehler (standard error of the mean, SEM) und Median bestimmt. Dabei werden
im Text MW£SD und in den Graphiken MW+SEM angegeben.



41

3. Ergebnisse

3.1 Patienten- und Kontrollgruppe

In beiden Gruppen befanden sich jeweils zwolf Frauen und ein Mann. Zum Zeitpunkt der
Blutentnahme waren die Patienten zwischen 29 und 69 Jahre alt (47,0£13,5 Jahre) und
die gesunden Kontrollpersonen zwischen 30 und 71 Jahre alt (46,5£13,8 Jahre). Beide

Gruppen waren im Alter vergleichbar (p=0,93) (Abb. 7).

80

Abb. 7: Altersverteilung in Patienten- und Kontrollgruppe. p=0,93.

In der SLE-Gruppe erhielten 7 Patienten Prednison (6,8+2,4 mg/Tag), 7 Patienten
Antimalariamittel (Chloroquin, Hydroxychloroquin), 3 Patienten Mycophenolat-Mofetil, ein
Patient den monoklonalen Antikdrper Belimumab, ein Patient Azathioprin und 2 Patienten
keine medikamentose SLE-Therapie. Der SLEDAI-Score lag bei 10,6+15,5 Punkten mit
einem Median von 6 Punkten.

Tab. 7 gibt eine Ubersicht tiber demographische und klinische Charakteristika der SLE-
Gruppe zum Zeitpunkt der Aufnahme in die Studie.
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Tab. 7: Ubersicht Giber demographische und klinische Baseline-Charakteristika der SLE-Gruppe. Angabe der Mittelwerte in der
untersten Zeile. Referenzwerte: Anti-dsDNA-Ak 0-<100 I[U/ml, ANA-Titer <1:80, Komplementfaktor C3 0.9-1.8 gll,
Komplementfaktor C4 0.1-0.4 g/l, CRP <3 mg/l, Rheumafaktoren 0-15 IU/ml. N/A= Not applicable (Nicht verfigbar) (modizifiert
nach Welle et al., 2020).

- § . Physician Patient _ Rheuma-
S = E Metkation Prednison SLEDAI HAQ global global o Anti-dsDNA A.NA Komplement Komplement BSG  CRP Sldoen
© A = (mg/d) Score Score assess- assess- (IU/ml)y (Titer) C3 (gl) C4(gfly (mm/h) (magl)
o 8 (IU/ml)
) ment ment
01 W 40 Ecumtsnh b 10,0 6 N/A N/A N/A N/A 10000 110240 1,05 0,14 NA - 8010  N/A
Azathioprin
02 W 45  Hydroxychloroguin Nein 16 NA N/A N/A N/A 1992 1:320 0,65 0,14 10 870 <100
03 W 34 Mycophenolat-Mofetil 5.0 6 N/A N/A N/A N/A 462 13200 055 0,10 13 002 <100
04 W 29 Chloroquin Nein 0 0125 0 0 0 80 1:80 1,00 0,16 5 0,40 <100
9= N0 W hecricwehs Mokl 50 4 0 0 1 0 245 1:640 1,16 0,17 28 060 <100
Chlaroguin
06 W 60 Methotrexat Nein 6 1875 2 6 3 238 1:640 1,0 0,16 9 190 105
07 M 62 Chloroquin 50 0 0 1 2 2 37 1:320 1,32 0,17 15 1250 <100
08 W 32  Hydroxychloroguin Nein . 0 3 3 5 249 1:320 1,33 0,20 NA 250 <100
09 W 45 Keine Nein 10 0 1 1 3 402 12560 0,58 0,06 4 010 277
10 W 68 Keine 10,0 12 0 3 5 5 76 1:640 1,37 0,36 5 1220 <100
oW oy  Mycophcnokt lae 75 60 175 2 7 9 5 1-80 1,16 0.25 12 100 <100
Hydroxychloroquin
12 W 69 Keine Nein 8 0125 7 3 0 335 15120 1,38 0,17 47 820 229
13 W 38 Chloroquin 5.0 8 0 5 3 0 664 1:2560 0,71 0,10 23 060 <100
47 6.8 11 0,387 2 3 3 1137 1640 1,03 0,17 19 9,76
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3.2 Blutbild

Bei keinem der Patienten lag eine Leukozytopenie vor. Es konnte kein Unterschied bei
der absoluten Leukozytenanzahl zwischen Patienten- und Kontrollgruppe gefunden
werden. Jedoch waren im Blut der Patienten die Anzahl an Lymphozyten (1238+633 /uL
vs. 18924493 /uL, p=0,003), der prozentuale Anteil an Lymphozyten (22,2+11,6 % vs.
29,518,1 %, p=0,022) und die Gesamtanzahl an Lymphozyten und Monozyten (1610+678
/UL vs. 24651490 /uL, p=0,004) im Vergleich zu den Kontrollpersonen verringert. Bei der
absoluten Anzahl an Monozyten (481+169 /uL vs. 5724177 /uL, p=0,125) und
Granulozyten (3990+1262 /uL vs. 428011757 /uL, p=1,00) =zeigten sich im
Gruppenvergleich keine Unterschiede. Dahingegen war bei den Patienten eine Erhdhung
des prozentualen Anteils der neutrophilen Granulozyten (65,5+12,9 % vs. 58,418,3 %,
p=0,034) und der Gesamt-Granulozyten (69,1£12,7 % vs. 61,618,3 %, p=0,029)
nachweisbar.

Erwahnenswert ist aulRerdem, dass bei keinem der Patienten eine Anamie oder
Thrombozytopenie vorlag. In der Patientengruppe fanden sich aber geringere
Hamoglobinwerte als in der Kontrollgruppe (13,2+0,9 g/dL vs. 14,0+£0,8 g/dL, p=0,029).
Bei den Thrombozyten zeigten sich keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
(23149 G/L vs. 262163 G/L, p=0,139).

3.3 TrkA- und p75NTR-Rezeptorexpression auf peripheren Leukozyten im Blut von SLE-

Patienten und Kontrollpersonen

In der Patienten- als auch der Kontrollgruppe konnte eine Expression beider NGF-
Rezeptoren auf allen mit den CD-Markern untersuchten peripheren Leukozyten
nachgewiesen werden. Dabei findet sich bei den SLE-Patienten der héchste Anteil TrkA
positiver Zellen bei den CD14-Monozyten (15,53+20,64 %) und der hochste Anteil p75NTR
positiver Zellen bei den CD4-T-Lymphozyten (10,82+17,23 %).

Im Folgenden soll ein Uberblick tiber die FACS-Daten aus den Doppelfarbungen mit TrkA
und p75NTR gegeben werden. In Tab. 8 wird der prozentuale Anteil an TrkA oder p75NTR

positiven Zellen an den Leukozyten mit den Oberflachenmarkern CD4, CD8, CD11b,
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CD11c, CD14, CD16, CD19, CD56 und CD66b im Blut der Patientengruppe im Vergleich
zur Kontrollgruppe angegeben.

Tab. 8: Uberblick (iber die FACS-Ergebnisse nach Doppelfarbungen mit TrkA bzw.
p75NTR, im Vergleich Patienten- vs. Kontrollgruppe (ns= nicht signifikant).

%-Anteil an TrkA+ Zellen bezogen auf %-Anteil an p75NTR+ Zellen bezogen auf
Leukozytensubpopulation im Blut Leukozytensubpopulation im Blut
MW+SD Median P MW+SD Median P
Wert Wert
6,54+10,48 vs. 10,82+17,23 vs.
CcD4 1,07 vs. 0,72 ns 2,20 vs. 0,68 ns
8,74+15,47 5,33+9,10
3,70£3,97 vs. 3,33%£4,32 vs.
CD8 2,08 vs. 1,27 ns 0,99 vs. 0,50 ns
4,30+4,83 2,24+3,36
11,52+5,52 vs. 7,64+16,86 vs.
CD11b 10,16 vs. 14,68 ns 1,22 vs. 1,24 ns
15,43+10,44 1,86+1,59
13,23+10,85 vs. 7,22+15,76 vs.
CD11c 9,05 vs. 9,84 ns 2,30 vs. 2,29 ns
16,17+14,37 3,13£3,43
15,53+20,64 vs. 8,95+12,48 vs.
CD14 7,47 vs. 7,93 ns 2,38 vs. 1,47 ns
12,02+13,44 4,2846,76
6,6818,20 vs. 2,4412 96 vs.
CD16 4,78 vs. 3,78 ns 1,13 vs. 0,67 0,044
7,83+8,23 0,94+0,61
5,65+9,15 vs. 6,17+£12,75 vs.
CD19 2,29 vs. 3,17 ns 1,43 vs. 2,46 ns
3,51£3,20 3,39+2,45
1,27+1,12 vs. 1,45%+1,65 vs.
CD56 0,78 vs. 0,61 ns 0,89 vs. 0,38 0,022
0,67+0,42 0,35+0,25
0,42+0,32 vs. 0,42+0,35 vs.
CD66b 0,38 vs. 0,19 ns 0,33 vs. 0,26 ns
0,27+0,16 0,2410,11

Die Expression von TrkA auf den peripheren Leukozytensubpopulationen unterschied
sich zwischen Patienten- und Kontrollgruppe nicht (Abb. 8a). Im Gegensatz dazu war der
prozentuale Anteil an p75NR positiven CD16-Monozyten (2,44+2,96 % vs. 0,94+0,61 %,
p=0,044) und CD56-NK-Zellen (1,45+1,65 % vs. 0,35+0,25 %, p=0,022) im Blut von SLE-
Patienten im Vergleich zu Kontrollpersonen signifikant erhoht. Bei den Zellen mit den
Oberflachenmarkern CD4, CD8, CD11b, CD11c, CD14, CD19 oder CD66b bestand kein
signifikanter Unterschied in der Expression von p75N™R zwischen den beiden Gruppen
(Abb. 8b).
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Abb. 8: Prozentualer Anteil (a) TrkA und (b) p75NTR positiver Leukozytensubpopulationen
im Blut der Patientengruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Doppelfarbung der
Leukozytensubpopulationen mit TrkA oder p75NTR nach oben beschriebenem Schema mit

anschlieender FACS-Analyse. *p<0,05.
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3.4 Subgruppenanalyse: TrkA- und p75NTR-Rezeptorexpression auf peripheren
Leukozyten in Abhangigkeit von der SLE-Krankheitsaktivitat

Bei der Subgruppenanalyse konnten Unterschiede in der Expression der NGF-
Rezeptoren in Abhangigkeit von der SLE-Krankheitsaktivitat festgestellt werden. Abb. 9
und 10 geben einen Uberblick auf die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse.

Eine signifikant unterschiedliche p75N™R Expression waren bei einer Subgruppierung der
SLE-Patienten nach SLEDAI-Score oder ANA-Titer auf CD16-Monozyten, CD19-B-
Lymphozyten und CD56-NK-Zellen nachweisbar. So fand sich eine signifikant erhohte
Expression von p75N™R im Vergleich leichterkrankter Patienten zu Kontrollpersonen bei
einer Subgruppierung nach ANA-Titer auf CD16+ Zellen (4,09£4,19 % vs. 0,94+0,61 %,
p=0,032) und CD56+ Zellen (2,09+1,91 % vs. 0,35+0,25 %, p=0,026) und nach SLEDAI
auf CD56+ Zellen (2,33£1,85 % vs. 0,3510,25 %, p=0,007). Eine signifikante Verringerung
von p75NTR konnte beim Vergleich von schwer- und leichterkrankten Patienten nach ANA-
Titer auf CD16+ Zellen (1,40+1,35 % vs. 4,09+4,19 %, p=0,030) und nach SLEDAI auf
CD19+ Zellen (0,80+£0,71 % vs. 10,78+16,47 %, p=0,018) und CD56+ Zellen (0,42+0,33
% vs. 2,33+1,85 %, p=0,014) festgestellt werden. Eine signifikante Reduktion von p75NTR
zeigte sich ebenfalls beim Vergleich von schwererkrankten Patienten mit
Kontrollpersonen nach SLEDAI auf CD19+ Zellen (0,80+0,71 % vs. 3,39%2,45 %,
p=0,026). Im Gegensatz dazu fanden sich bei der Auswertung der Subgruppenanalysen
bei anhand von Anti-dsDNA-Ak, BSG, CRP und Komplement C3/C4 subgruppierten SLE-
Patienten und auf CD4+, CD8+, CD11b+, CD11c+, CD14+ und CD66b+ Zellen keine
signifikanten Unterschiede in der Expression von p75NTR.

Bei der Subgruppenanalyse zu TrkA zeigte sich eine signifikant erniedrigte Expression
des TrkA-Rezeptors auf CD56-NK-Zellen bei nach SLEDAI schwer- verglichen mit
leichterkrankten Patienten (0,48+0,39 % vs. 1,85+1,25 %, p=0,035).
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Abb. 9: Prozentualer Anteil (a) p75N™R positiver CD56-NK-Zellen, (b) p75N™R positiver
CD19-B-Lymphozyten und (c) TrkA positiver CD56-NK-Zellen im Blut, Vergleich SLEDAI-
Subgruppen und Kontrollpersonen. Doppelfarbung der Leukozytensubpopulationen mit
TrkA oder p75NTR nach oben beschriebenem Schema mit anschlieRender FACS-Analyse
und statistischer Subgruppenanalyse. *p<0,05, **p<0,01.
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Abb. 10: Prozentualer Anteil (a) p75NTR positiver CD56-NK-Zellen und (b) p75N™R positiver
CD16-Monozyten im Blut, Vergleich ANA-Subgruppen und Kontrollpersonen.
Doppelfarbung der Leukozytensubpopulationen mit p75N™R nach oben beschriebenem
Schema mit anschlieRender FACS-Analyse und statistischer Subgruppenanalyse.
*p<0,05.

3.5 CD11c positive Leukozyten im Blut von SLE-Patienten und Kontrollpersonen

Als Marker fur mDCs untersuchten wir auf das Vorhandensein von CD11c auf den Zellen
im gemeinsamen Gate fur Monozyten und Lymphozyten. Da die Auswertung der bei der
FACS-Analyse gewonnenen Daten bezogen auf das Blutbild erfolgte, wird der Anteil an
CD11c positiven Zellen als Prozentsatz an der Gesamtanzahl an Lymphozyten und
Monozyten angegeben.

Bei den Doppelfarbungen von CD11c mit TrkA und CD11c mit p75NTR zeigte sich eine
signifikant erhdhte Expression des CD11c-Rezeptors auf den Blutzellen in der SLE-
Gruppe verglichen mit der gesunden Kontrollgruppe (TrkA-Farbung: 5,61+2,68 % vs.
2,35+0,95 %, p=0,001 und p75N™R-Farbung: 5,42+2,50 % vs. 2,53+0,62 %, p<0,001) (Abb.
11). Es soll nochmals angemerkt werden, dass sich kein signifikanter Unterschied in der
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NGF-Rezeptorexpression auf CD11c+ mDCs zwischen den beiden Gruppen fand (siehe
Kapitel 3.3).

(a) Doppelfarbung von CD11c und TrkA (b) Doppelfirbung von CD11c und p75M™
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Abb. 11: Prozentualer Anteil CD11c+ mDCs im Blut der Patientengruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe nach Doppelfarbung mit (a) TrkA oder (b) p75N'R. Doppelfarbung der
CD11c-Leukozyten mit TrkA oder p75N™R nach oben beschriebenem Schema mit
anschliellender FACS-Analyse. **p<0,01, ***p<0,001.

Der Vergleich von schwer- oder leichterkrankten SLE-Patienten mit den Kontrollpersonen
ergab die gleichen Resultate (Abb. 12). So war auch die CD11c-Rezeptorexpression bei
Patienten, welche nach Anti-dsDNA-Ak, ANA-Titer, BSG oder SLEDAI in schwererkrankt
und nach CRP, Komplement C3/C4 oder SLEDAI als leichterkrankt eingruppiert wurden,
im Vergleich zu Kontrollpersonen signifikant erhoht. Beim Vergleich von schwer- und
leichterkrankten Patienten konnten hingegen in keiner Subgruppierung Unterschiede

festgestellt werden.
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Abb. 12: CD11c+ mDCs im Blut der SLE-Subgruppen als prozentualer Anteil der CD11c+
mDCs im Blut der Kontrollgruppe, nach Doppelfarbung mit TrkA oder p75NTR,
Doppelfarbung der CD11c-Zellen mit TrkA oder p75N™R nach oben beschriebenem
Schema mit anschlielender FACS-Analyse. *p<0,05, **p<0,01.

3.6 TrkA positive CD11b-Population im Blut von SLE-Patienten und Kontrollpersonen

Bei einer Zwischenauswertung zeigte sich sowohl in der Patienten- als auch der
Kontrollgruppe eine stark positive TrkA-Population im Monozyten-Lymphozytengate.
Diese Population war fur alle nach dem Basisschema gefarbten Oberflachenmarker
(siehe Tab. 5 in Kapitel 2.2.3) negativ. Zur Identifizierung und Charakterisierung der
unbekannten TrkA-positiven Population wurden zunachst einzelne erganzende
Farbungen mit den Antikdrpern fur die Oberflachenmarker CD45, CD3, CD11b und
CD11c durchgefuhrt.

CD45 als Leukozytenmarker wurde gefarbt, um auszuschlie3en, dass es sich bei der TrkA
positiven Population um bei der Probenvorbereitung nicht ausreichend lysierte
Erythrozyten oder Thrombozytenaggregate handelt. In der Dotplot-Auswertung zeigte
sich die TrkA positive Population positiv fur CD45. Der Oberflachenmarker CD3 wurde
erganzend gefarbt, um auszuschlie3en, dass es sich bei der TrkA positiven Population
um CD4 und CD8 doppeltnegative T-Lymphozyten handelt. Diesen Zellen wird eine
immunregulatorische Funktion zugesprochen (Hillhouse und Lesage, 2013). Es wird
vermutet, dass sie zur SLE-Pathogenese beitragen (Crispin und Tsokos, 2009). In der
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Dotplot-Auswertung zeigte sich die TrkA positive Population negativ fur CD3. Durch die
Farbung des Oberflachenmarkers CD11b konnte die TrkA positive Population identifiziert
werden, die sich in ihrer Lage als intermediate TrkA positive CD11b Population darstellte
(Abb. 13). Das Basis-Farbeschema wurde um CD11b und CD11c erweitert (siehe Tab. 6
in Kapitel 2.2.3). CD11c wurde auch in das erweiterte Farbeschema aufgenommen, da
sich erst nach mehreren Farbungen herausstellte, dass die TrkA positive Population

negativ fir CD11c war.
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Abb. 13: Reprasentativer Dotplot mit der stark TrkA positiven Population, die sich in ihrer
Lage als intermediate CD11b-Population darstellte (modizifiert nach Welle et al., 2020).
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4. Diskussion

NGF qilt als der zentrale Vermittler neurogener Entziindung (Seidel et al., 2010). Eine
pathogene Rolle der Interaktion zwischen NGF und seiner Rezeptoren TrkA und p75NTR
wurde bei verschiedenen entzundlichen Erkrankungen, wie in der Synovialflissigkeit bei
rheumatoider Arthritis und in Hautbiopsien bei Psoriasis und atopischer Dermatitis,
beschrieben (Barthel et al., 2009, Raychaudhuri und Raychaudhuri, 2004, Dou et al.,
2006). Auf welchen Immunzellen im Blut die Rezeptoren TrkA und p75N™R bei entziindlich-
rheumatischen Erkrankungen exprimiert werden und in welchem Ausmal, ist dagegen
weitgehend unbekannt. Das Ziel dieser Arbeit war daher, systematisch die wichtigsten
Leukozytensubpopulationen im Blut von Patienten mit SLE auf die Expression der NGF-
Rezeptoren TrkA und p75N™R im Vergleich zu alters- und geschlechtsgleichen Kontrollen
zu untersuchen. Dies konnte Ruckschlisse auf die Rolle von NGF und seiner Rezeptoren
TrkA und p75NTR bei SLE ermdglichen.

TrkA- und p75NTR-Rezeptorexpression auf menschlichen Immunzellen im Blut: In der

Literatur und in unserer Arbeit

In den letzten Jahrzehnten konnte gezeigt werden, dass Zellen und Zelllinien des
Immunsystems von gesunden und unterschiedlich erkrankten Personen die Rezeptoren
TrkA und p75N™R exprimieren (reviewed in Minnone et al., 2017). Jedoch sind die
Ergebnisse von Studien zur Expression der beiden NGF-Rezeptoren bei verschiedenen
Immunzellen im Blut groRtenteils widerspriichlich, da TrkA und p75N™R nicht immer
nachweisbar waren.

In Studien zur TrkA- und p75NTR-Rezeptorexpression bei T-Lymphozyten zeigten sich
unterschiedliche Ergebnisse (Ehrhard et al., 1994, Lambiase et al., 1997, Kittur et al.,
1992, Nassenstein et al., 2006, Raychaudhuri et al., 2011, Rogers et al., 2010, Torcia et
al., 1996). Gleiches gilt fur Studien zur NGF-Rezeptor-Expression bei B-Lymphozyten
(D'Onofrio et al., 2000, Melamed et al., 1996, Nassenstein et al., 2006, Rogers et al.,
2010, Schenone et al., 1996, Torcia et al., 1996). Zwei Studien zeigten Ubereinstimmend,
dass NK-Zellen TrkA exprimieren (Nassenstein et al., 2006, Rogers et al., 2010). Zur

p75NTR-Expression bei NK-Zellen ergaben diese Studien hingegen widerspriichliche
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Ergebnisse. Einige Studien berichten Ubereinstimmend, dass Monozyten TrkA
exprimieren (Caroleo et al., 2001, Ehrhard et al., 1993, Nassenstein et al., 2006, Torcia
et al., 1996). Die Ergebnisse zur Expression von p75N™R bei Monozyten sind wiederum
unterschiedlich (Caroleo et al., 2001, Nassenstein et al., 2006, Torcia et al., 1996). Eine
Expression von TrkA und p75NTR durch periphere DCs ist nicht vorbeschrieben. Eine
Studie untersuchte von Monozyten abstammende DCs auf das Vorhandensein der beiden
NGF-Rezeptoren. Dabei wurden diese Zellen aus CD14 positiven Monozyten aus dem
Blut der Studienteilnehmer in vitro generiert und exprimierten unstimuliert weder p75NTR
noch TrkA und nach LPS-Stimulation p75NTR, aber kein TrkA (Jiang et al., 2007). Bisher
untersuchte keine Studie das Vorhandensein der beiden NGF-Rezeptoren bei
neutrophilen Granulozyten. Dahingegen konnte gezeigt werden, das basophile
Granulozyten TrkA und p75NTR exprimieren (Blirgi et al., 1996). Zur Expression von TrkA
und p75NTR bei eosinophilen Granulozyten liegen widerspriichliche Ergebnisse vor
(Nassenstein et al., 2003, Noga et al., 2002, Raap et al., 2005, Raap et al., 2008).

Unsere Arbeit konnte erstmalig das Vorhandensein der NGF-Rezeptoren TrkA und p75NTR
auf der Oberflache aller untersuchten Leukozyten CD4, CD8, CD11b, CD11c, CD14,
CD16, CD19, CD56 und CD66b im Blut von SLE-Patienten und gesunden
Kontrollpersonen nachweisen. Dabei zeigte sich eine unterschiedlich starke Expression
der beiden Rezeptoren auf den verschiedenen Leukozytensubpopulationen. Bei SLE-
Patienten konnte ein prozentual hochster Anteil an TrkA-Rezeptoren auf CD14-

Monozyten und p75NTR—Rezeptoren auf CD4-T-Lymphozyten nachgewiesen werden.

Letztendlich koénnten konzeptionelle und methodische Unterschiede zwischen den
Studien fur die grofitenteils widersprichlichen Ergebnisse zur Expression der Rezeptoren
TrkA und p75N™R auf den peripheren Immunzellen verantwortlich sein. Hierzu gehdéren
unter anderem Unterschiede bei der Auswahl von CD-Markern zur Identifizierung von
Leukozytensubpopulationen, den Zellkulturbedingungen, der Untersuchung auf
intrazellulare und/oder zelloberflachliche Expression der NGF-Rezeptoren und der
Auswahl von gesunden und/oder unterschiedlich erkrankten Studienteilnehmern. Im
Hinblick auf die in unserer Arbeit angewandte Methode der Durchflusszytometrie ist zu
bedenken, dass die diese aufgrund fehlender Standardisierung in ihrer Aussagekraft

limitiert ist. Dies betrifft neben der Probenvorbereitung und der Gerateeinstellung
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insbesondere die Analyse der anfallenden gro3en Datenmenge anhand eines vom
Untersucher abhangigen Gatings. So konnen verschiedene Untersucher bei der Analyse
der gleichen durchflusszytometrischen Daten zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen.
Weiterhin lassen sich die nicht Ubereinstimmenden Ergebnisse durch die dynamische
Regulation der NGF-Rezeptor-Expression auf den Immunzellen erklaren, welche vom
Reifungs- und Aktivitatszustand der Zellen abhangig ist. So konnte beispielsweise bei
einer Aktivierung von B- und T-Lymphozyten und undifferenzierten Monozyten durch
antigene oder inflammatorische Stimulation in vitro eine starke Hochregulierung der TrkA-
Expression festgestellt werden (Minnone et al., 2017). In unserer Arbeit wurde eine
phanotypische Analyse zur Oberflachenexpression der NGF-Rezeptoren durchgefuhrt.
Um die komplexe Interaktion und Funktion der NGF-TrkA/p75NTR-Achse auf den
verschiedenen Immunzellen aufzuklaren, sind weiterfuhrende experimentelle Studien mit

Zellstimulation bei SLE-Patienten notwendig.

Erhohte p75NTR-Rezeptorexpression auf CD56+ NK-Zellen und CD16+ Monozyten bei
SLE-Patienten im Vergleich zu Kontrollpersonen

In unserer Arbeit fand sich im Blut der SLE-Patienten im Vergleich zu den gesunden
Kontrollpersonen eine signifikant erhdhte Expression von p75NTR auf der Zelloberflache
von CD56+ NK-Zellen und CD16+ Monozyten.

NK-Zellen lassen sich anhand ihrer CD56- und CD16-Expression auf der Zelloberflache
in verschiedene Untergruppen einteilen. Die beiden Hauptuntergruppen sind NK-Zellen
mit einer niedrigen CD56- und einer hohen CD16-Expression (CD56+CD16++ NK-Zellen),
welche etwa 90 % der im Blut zirkulierenden NK-Zellen darstellen, und NK-Zellen mit einer
hohen CD56- und keinerlei CD16-Expression (CD56++CD16- NK-Zellen), welche
insbesondere in sekundar lymphatischen Organen und Lymphknoten vorkommen (Fogel
et al., 2013, Poli et al., 2009). Die in unserer Arbeit als CD56 positiv beschriebenen NK-
Zellen umfassen diese beiden hauptsachlich auftretenden NK-Zellsubpopulationen. In
vorhergehenden Studien konnten im Blut von SLE-Patienten zellulare Veranderungen von
NK-Zellen nachgewiesen werden. So fielen ein Ungleichgewicht zwischen CD56++ und
CD56+ NK-Zellen mit einer erhdhten Zytokin-Produktion und eine verminderte Anzahl an

NK-Zellen mit einer eingeschrankten zytotoxischen Aktivitat, korrelierend mit der
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Krankheitsaktivitat und dem Auftreten einer Lupusnephritis, auf (Fogel et al., 2013, Poggi
und Zocchi, 2014). In unserer Arbeit fand sich kein signifikanter Unterschied im
prozentualen Anteil an CD56+ NK-Zellen im Blut der SLE-Patienten im Vergleich zu den
gesunden Kontrollpersonen (Daten nicht gezeigt).

Das  Monozyten-Makrophagen-System ist insbesondere fur  Phagozytose,
Antigenprasentation und Zytokin-Produktion verantwortlich. Monozyten lassen sich
anhand ihrer Expression von CD14 und CD16 in Subpopulationen unterteilen.
CD14+CD16- Monozyten stellen 90 % aller im Blut zirkulierenden Monozyten dar und
zeigen eine hohere phagozytotische Aktivitat und eine geringere Zytokin-Produktion als
CD14+CD16+ Monozyten. 10 % der Monozyten im Blut sind CD14+CD16+ Monozyten,
die aufgrund ihrer hohen Produktion von TNF-a und IL-1 als proinflammatorisch
angesehen werden (Auffray et al., 2009). Eine Erhéhung des Anteils an CD14+CD16+
Monozyten im Blut wurde im Rahmen entzundlicher Erkrankungen und Prozesse wie
rheumatoider Arthritis, koronarer Herzkrankheit und Sepsis nachgewiesen. Studien zum
Anteil an CD14+CD16+ Monozyten im Blut von SLE-Patienten ergaben unterschiedliche
Ergebnisse, wobei sich kein Unterschied oder ein erhdhter Anteil an CD14+CD16+
Monozyten bei SLE zeigte (Li et al., 2010). In unserer Arbeit fand sich kein signifikanter
Unterschied im prozentualen Anteil an CD16+ Monozyten im Vergleich von SLE-Patienten
und gesunden Kontrollpersonen (Daten nicht gezeigt). Monozyten sind bei SLE in
Phanotyp und Funktion verandert, was zur SLE-Pathogenese beitragen konnte (reviewed
in Katsiari et al., 2010 und Li et al., 2010).

Die Expression von Fcy-Rezeptoren auf Leukozyten ist bei SLE verandert. Diese sind
unter anderem an Phagozytose, Zytolyse und Produktion von inflammatorischen
Zytokinen beteiligt (Li et al., 2010). Bei SLE zirkulierende Autoantikorper binden an Fcy-
Rezeptoren wie CD16, welche unter anderem auf NK-Zellen und Monozyten exprimiert
werden. Moglicherweise entsteht hierdurch intrazellular ein aktivierendes Signal, welches
letztendlich zur Produktion inflammatorischer Zytokine und Schadigung der Zellen fuhrt
(Poggi und Zocchi, 2014).

Monozyten gehoren ebenso wie NK-Zellen zum angeborenen Immunsystem.
Forschungsergebnisse der letzten Jahre deuten im Gegensatz zu friheren Vermutungen

darauf hin, dass eher das angeborene als das erworbene Immunsystem die
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entscheidende Rolle bei der autoimmunologischen Pathogenese des SLE spielt (Li et al.,
2010).

Es bleibt zu klaren, ob und wie die erhohte Expression von p75N™R auf Monozyten und
NK-Zellen zur Krankheitsentstehung und -aktivitdt von SLE beitragt. Gleichwohl kann
diese Erkenntnis als Hinweis auf eine NGF-vermittelte Modulation von peripheren

Leukozyten bei SLE gewertet werden.

SLE-Krankheitsaktivitat requliert die Expression von TrkA und p75NTR auf peripheren
Leukozyten

In unserer Arbeit fand sich bei SLE-Patienten mit niedriger Krankheitsaktivitat im Vergleich
zu hoher Krankheitsaktivitat (SLEDAI und/oder ANA-Titer) eine erhdhte Expression von
TrkA und p75N™R auf CD56-NK-Zellen und p75N™R auf CD16-Monozyten und CD19-B-
Lymphozyten. Allerdings korrelieren die HOhe des ANA-Titers und des SLEDAI-Scores
nicht mit der SLE-Krankheitsaktivitat.

Es wird vermutet, dass eine erhdhte TrkA-Expression Uber einen negativen Feedback-
Mechanismus eine verstarkte Aktivierung anti-inflammatorischer Signalwege vermittelt
(Minnone et al., 2017). So konnte eine verminderte TrkA-Expression zu einer erhdhten
SLE-Krankheitsaktivitat beitragen. Entsprechend dieser Annahme konnte auf
mononuklearen Zellen aus peripherem Blut und Synovialflissigkeit bei Patienten mit
chronischer Arthritis eine Herabregulation von TrkA festgestellt werden (Prencipe et al.,
2014).

Die Ergebnisse unserer Studie lassen insgesamt vermuten, dass Unterschiede in der
Expression von TrkA und p75N™R auf peripheren Leukozyten mit der Krankheitsaktivitat
bei SLE-Patienten assoziiert sein kdnnten.

Erhohter Anteil CD11c+ mDCs im Blut von SLE-Patienten im Vergleich zu

Kontrollpersonen

In unserer Arbeit fiel in der SLE-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe ein deutlich

erhdhter Anteil an CD11c+ mDCs im Blut auf. Dies konnte auch im Subgruppenvergleich



S7

zwischen SLE-Patienten mit hoher oder niedriger Krankheitsaktivitat und den gesunden
Kontrollpersonen beobachtet werden.

DCs stellen eine Verbindung zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem her.
Als wichtigste antigenprasentierende Zellen mit der Fahigkeit zur Stimulation von T-Zellen
spielen sie im menschlichen Koérper eine Schllsselrolle bei der Balance zwischen
Selbsttoleranz und Autoimmunitat (Fransen et al., 2010). Bei MRL-MpJ-Fas'*-Mausen,
einem Lupus-anfalligen Mausmodel, konnte durch das Entfernen der DCs eine
Verbesserung des Krankheitszustandes mit Reduktion der inflammatorischen T-Zellen
sowie Plasmablasten sowie eine Verringerung der Autoantikdrper-Produktion beobachtet
werden (Teichmann et al., 2010).

Bei SLE besteht ein Zusammenhang zwischen dem erhohten Vorkommen von
apoptotischem und nekrotischem Zellmaterial und der Krankheitsentstehung und —
aktivitat. mDCs sind im Gegensatz zu pDCs dazu in der Lage, auch nicht in
Immunkomplexen gebundenes apoptotisches und nekrotisches Zellmaterial zu
phagozytieren. Es wird angenommen, dass die bei SLE vermehrt vorliegenden
modifizierten apoptotischen Antigene bei mDCs zu einer vermehrten Freisetzung von IL-
6 fuhren und durch mDCs in einer mehr immunogenen Weise an T-Zellen prasentiert
werden, wodurch es zur vermehrten Differenzierung in Th17-Zellen mit einer erhéhten

Produktion von IL-17 kommt (Fransen et al., 2010).

Unsere Arbeitsergebnisse bestatigen die meisten Studien, die ebenfalls eine erhdhte
Anzahl an CD11c+ mDCs im Blut von SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden Personen
nachweisen konnten. Jedoch gibt es auch Studien, bei denen eine normale oder sogar
erniedrigte Anzahl an CD11+ mDCs bei SLE gefunden wurde (Klarquist et al., 2016).
Letztlich konnte eine verdnderte Anzahl an mDCs eine Anderung des
Aktivierungszustands der Zellen bei SLE widerspiegeln.

TrkA positive CD11b-Population im Blut von SLE-Patienten und Kontrollpersonen

Interessanterweise fand sich in unserer Arbeit eine neue Erkenntnis fur CD11b positive

periphere Blutzellen. Es zeigte sich eine intermediate CD11b+ Population mit einer



58

starken TrkA-Expression, sowohl in der Patienten- als auch in der Kontrollgruppe. In der

Literatur ist keine solche TrkA positive Population vorbeschrieben.

CD11b vermittelt als Teil des Komplementrezeptors 3 wichtige Mechanismen im
Immunsystem. Dazu gehdéren die Phagozytose von apoptotischem Zellmaterial und
Immunkomplexen und die Leukozytenmigration an den Ort der Entziindung. Des Weiteren
beeinflusst der Komplementrezeptor 3 die Funktion von DCs, indem er eine durch DCs
vermittelte Aktivierung von T-Zellen und Differenzierung in Th17-Zellen inhibiert
(Fagerholm et al., 2013).

Die starke TrkA-Expression auf peripheren CD11b+ Leukozyten kdnnte eine bedeutende
NGF-vermittelte Modulation dieser Leukozytensubpopulation vermuten lassen. Daher ist

eine weitere Charakterisierung dieser Population notwendig.

Bei SLE gilt ein Polymorphismus im ITGAM-Gen, welches die Polypeptidkette CD11b
kodiert, als einer der starksten genetischen Risikofaktoren fur die Entstehung der
Erkrankung. Moglicherweise sind CD11b-Rezeptoren bei Vorliegen dieses
Polymorphismus in ihrer Funktion verandert. Uber eine Verminderung der Clearance von
apoptotischem Zellmaterial und T-Zellaktivierung kénnte es zu einer gesteigerten
systemischen  Entzindungsreaktion = kommen  (Fagerholm et al., 2013).
Uberraschenderweise fanden sich in unserer Arbeit weder beim prozentualen Anteil
CD11b positiver Zellen noch bei deren NGF-Rezeptorexpression Unterschiede zwischen
SLE-Patienten und Kontrollpersonen. Moglicherweise ist der CD11b-Rezeptor bei SLE
nur in seiner Funktion, aber nicht phanotypisch verandert oder die in unsere Studie
eingeschlossenen SLE-Patienten weisen keinen Polymorphismus im ITGAM-Gen auf.

Letzteres ware anhand genetischer Untersuchungen zu klaren.
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5. Zusammenfassung

Rheumatische Erkrankungen sind durch lokale und/oder systemische entzindliche
Aktivitat charakterisiert, haufig einhergehend mit Endorganschaden und Schmerzen. Eine
Aktivierung des Nervensystems legt die Vermutung nahe, dass eine neurogen bedingte
EntzlGndung bei der Entstehung und/oder Aufrechterhaltung rheumatischer Erkrankungen
eine bedeutende Rolle spielt. Der Nervenwachstumsfaktor (nerve growth factor, NGF) gilt
als ein zentraler Vermittler neurogener Entziindung. NGF bindet an die hoch-affine
Tropomyosin-Rezeptor-Kinase-A (TrkA) und den niedrig-affinen p75 Neurotrophin-
Rezeptor (p75NTR), welcher als Corezeptor fir den TrkA-Rezeptor angesehen wird.

Auf welchen Immunzellen die Rezeptoren TrkA und p75NTR bei entziindlich-
rheumatischen Erkrankungen exprimiert werden und in welchem Ausmal3, ist weitgehend
unbekannt. Ziel dieser Arbeit war es, die Expression der Rezeptoren TrkA und p75NTR auf
Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten im peripheren Blut von Patienten mit SLE im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen systematisch zu untersuchen. Dazu erfolgte
nach Farbung verschiedener Leukozytenoberflachenmarker und der NGF-Rezeptoren
TrkA und p75NTR eine durchflusszytometrische Analyse. Es wurde das Blut von 13 SLE-
Patienten mit dem von 13 geschlechts- und altersadaptierten gesunden Kontrollpersonen
verglichen. Zudem erfolgte eine Auswertung der NGF-Rezeptorexpression in
Abhangigkeit von der SLE-Krankheitsaktivitat.

Unsere Arbeit zeigt erstmalig das Vorhandensein der NGF-Rezeptoren TrkA und p75NTR
auf der Oberflache aller untersuchten Leukozytensubpopulationen (CD4, CD8, CD11b,
CD11c, CD14, CD16, CD19, CD56, CD66b) im Blut von SLE-Patienten. Beim Vergleich
zwischen SLE- und Kontrollgruppe fand sich kein Unterschied in der TrkA-Expression auf
peripheren Leukozyten. Dahingegen zeigte sich bei SLE-Patienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine erhohte Expression des p75NTR-Rezeptors auf CD16-Monozyten und
CD56-NK-Zellen. Diese Erkenntnis kann als Hinweis auf eine NGF-vermittelte Modulation
von peripheren Leukozyten bei SLE gewertet werden. Weiterfihrende experimentelle
Studien mit Zellstimulationen bei SLE-Patienten sind anzustreben.

DarUber hinaus zeigte sich in unserer Arbeit ein erhdhter Anteil an CD11c positiver
myeloischer dendritischer Zellen im Blut der SLE-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe,

was eine Anderung des Aktivierungszustandes der Zellen bei SLE widerspiegeln konnte.
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AulBerdem fand sich eine in der Literatur nicht vorbeschriebene TrkA positive CD11b-
Population im Blut von SLE-Patienten und gesunden Personen. Eine weitere

Charakterisierung dieser Population ist notwendig.
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