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Zusammenfassung

Einleitung: Patienten mit einem Systemischen Lupus erythematodes (SLE) oder
einer Systemischen Sklerodermie (SSc) prasentieren klinisch eine Vielzahl von
zentralnervosen Symptomen. Beide Erkrankungen sind gekennzeichnet durch das
Auftreten von zahlreichen Autoantikérpern, darunter anti-Endotheliale Antikorper
(AECA) und von mikroendothelialer GefalRschadigung. 10-40% aller Patienten mit
einem SLE leiden an einer Lupus-Vaskulopathie. Bei SSc-Patienten gehort die
vaskulare Dysfunktion zu den frihen pathologischen Veranderungen. Intensive
Forschung innerhalb der letzten Jahre lieferte Hinweise, dass AECA eine
bedeutende Rolle innerhalb der vaskularen Pathogenese bei SLE und SSc zukommt.
Bislang gibt es zur Fragestellung, ob bei SLE und SSc vorhandene anti-Endotheliale
Antikdrper an mikrovaskulare zerebrale Endothelzellen (hCMEC/D3) binden, keine
Untersuchungen. Es ist auch nicht bekannt, ob AECA funktionelle Effekte auf
mikrovaskulare zerebrale Endothelzellen (hCMEC/D3) auslben.

Methoden: Zur Autoantikorperdiagnostik wurde die Durchflusszytometrie eingesetzt.
Es wurden Seren von 26 Patienten mit einem SLE und 29 Patienten mit einer SSc
auf das Vorkommen von Autoantikdrpern gegen die mikrovaskulare humane
zerebrale Endothelzelllinie hCMEC/D3 getestet.

Zur Feststellung von in-vitro Effekten durch anti-hCMEC/D3-Antikorper auf die
Endothelzellen wurde die Expressionsanderung von ICAM-1, VCAM-1, MHC Klasse |
und I, tissue factor, von-Willebrand-Faktor, E-Selectin, P-Selectin, Thrombomodulin,
CD73 und t-PA bestimmt. Die Messung erfolgte jeweils vor und nach Inkubation fur
drei bzw. 24 Stunden mit IgG-Fraktionen aus SLE-Seren (n=12), SSc-Seren (n=13)
und gesunden Kontrollen (HC, n=13).

Resultate: Autoantikbrper gegen hCMEC/D3 waren in 21/26 (80.8%) Patienten mit
einem SLE und in 19/29 (65.5 %) Patienten mit einer SSc nachweisbar (p > 0.05).
Nach Inkubation der Zellen mit IgG-Fraktionen zeigte sich eine erhohte Expression
von tissue factor (TF) nach Inkubation mit SSc-IgG (6.68% + 5.23%) im Vergleich zu
HC-IgG (1.08% + 2.84%, p < 0.01) und SLE-IgG (1.55% % 3.94%, p < 0.05).

Es bestand keine signifikante Korrelation zwischen der Expressionsanderung der
Oberflachenproteine und dem Nachweis von Antinuklearen Antikorpern (ANA) oder
Antikérpern gegen hCMEC/D3 (p jeweils > 0.05).



Schlussfolgerung: Patienten mit einem SLE sowie Patienten mit einer SSc besitzen
Autoantikdrper gegen zerebrale mikrovaskulare Endothelzellen. IgG von Patienten
mit einer SSc, aber nicht von Patienten mit einem SLE, fuhren zu einer erhohten
Oberflachenexpression von TF. Dies ist moglicherweise ein Hinweis einer direkten

pathogenen Wirkung der AECA auf zerebrales mikrovaskulares Endothel.



Summary

Introduction: Patients suffering from systemic lupus erythematosus (SLE) or
systemic scleroderma (SSc) show a wide spectrum of central nervous symptoms.
Both, SLE and SSc, are characterised by different autoantibodies and endothelial
vascular damage, especially in microvessels. 10-40% of patients with SLE suffer
from lupus vasculopathy. Vascular dysfunction is one of the earliest pathological
changes in SSc. Anti-endothelial autoantibodies (AECA) appear in SLE as well as in
SSc and other connective tissue diseases (CTD). Research within the last years
revealed that AECA play a critical role within the vascular pathogenesis of SLE and
SSc. So far there is no evidence that AECA bind to human cerebral microvascular
endothelial cells (hCMEC/D3) and it is not clear whether they have an effect on this
special endothelial class.

Methods: Flow cytometry was used for analysis of autoantibodies against
hCMEC/D3. 26 SLE patients’ sera and 29 SSc patients’ sera were tested for
presence of autoantibodies against hCMEC/D3. To analyse in vitro effects on
microendothelial cells we measured changes in the expression of the following
surface proteins: ICAM-1, VCAM-1, MHC class | and Il, tissue factor, von-Willebrand-
Factor, E-Selectin, P-Selectin, Thrombomodulin, CD73 and t-PA, each before and
after three and 24 hours incubation with IgG-fractions. IgG fractions of 12 SLE
patients, 13 SSc patients and 13 healthy control persons (HC) were tested.

Results: Autoantibodies against hCMEC/D3 were found in 21/26 of patients with
SLE (80.8%) and in 19/29 patients with SSc (65.5%) (p > 0.05). After three hours
incubation of hCMEC/D3 IgG-fractions, an upregulation of tissue factor by SSc-IgG
(6.68% £ 5.23%) compared to HC-IgG (1.08% + 2.84%, p < 0.01) and to SLE-IgG
(1.55% + 3.94%, p < 0.05), was detectable.

There was no significant correlation between changes in surface protein expression
and detection of ANA or of anti-hCMEC/D3 antibodies (p > 0.05).

Conclusion: Both, patients with SLE and patients with SSc have autoantibodies
against human cerebral microendothelial cells. IgG fractions of patients with SSc, but
not with SLE, induce an upregulation of tissue factor on the cell surface of
hCMEC/D3. This could be an indicator for a direct pathogenic effect of AECA on

cerebral microendothelial cells.



1. Einleitung

1.1 Kollagenosen und Autoimmunitat

Der Begriff der ,Kollagenose® ist nicht klar definiert: Er umfasst verschiedenste
Krankheitsbilder und wurde urspringlich gepragt, um Krankheiten zu umfassen, die
nicht organspezifisch waren und mehrere Organe gleichzeitig betrafen. Auch wenn
die heute gangigere Bezeichnung ,Autoimmunerkrankung des Bindegewebes"
(autoimmune connective tissue disease) keine klarere Definition bringt, so haben die
Erkrankungen dieser heterogenen Gruppe eine Gemeinsamkeit: Sie alle unterliegen
einer Autoimmunpathogenese und sind gekennzeichnet durch das Auftreten von
unzahligen Autoantikorpern. Alle Kollagenosen fuhren zu chronisch-entzindlichen
Prozessen, die sich vor allem am Bindegewebe und den Blutgefallen abspielen.
Autoimmunitat bezeichnet den Zusammenbruch der ,Selbsttoleranz® des
Immunsystems und fiuhrt zum Angriff gegen korpereigene Strukturen. Wir
unterscheiden organspezifische Autoimmunerkrankungen, wie den Diabetes mellitus
Typ | oder Thyreoditiden, von organunspezifischen Autoimmunerkrankungen. Dazu
zahlen u.a. Kollagenosen wie der Systemische Lupus erythematodes (SLE) oder die
Systemische Sklerodermie (SSc). Kriterien zur Klassifikation einer Erkrankung als
autoimmun wurden erstmals 1957 von Witebsky' definiert und 1993 von Rose und
Bona? modifiziert. Nach diesen Kriterien gilt eine Erkrankung sicher als autoimmun,
wenn sich Autoantikdrper oder autoreaktive T-Zellen im Patientenblut nachweisen
lassen und im Tiermodell eine Erkrankung durch Ubertragung von Antikdrpern bzw.
T-Lymphozyten induzierbar ist. So konnten etwa die fur die Sklerodermie typischen
Gefalschaden und Hauterscheinungen durch die Ubertragung von aufgereinigten
Antikérpern in UCD 200-HUhnern und tight skinned (Tsk+/-) Mausen ausgelost
werden.?

Es gibt zahlreiche Hypothesen zur Entstehung von Autoimmunerkrankungen, von
denen aber keine eine hinreichende Erklarung zur genauen Pathogenese liefern
kann: Vielmehr handelt es sich um ein ,mosaic of autoimmunity**, das ein
Zusammenspiel und Aufeinandertreffen von genetischen Faktoren (Assoziation mit

bestimmten  HLA-Typen), hormonellen  Faktoren (erhOhtes Risiko  flr
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Autoimmunerkrankungen bei Frauen und z.B. Verschlimmerung eines SLE wahrend
der Schwangerschaft und durch exogene Ostrogengabe) und immunologischen
Faktoren (z.B. hereditare Komplementdefizienz: C1g-Mangel) sowie von

Umweltfaktoren (z.B. Infektionen, UV-Licht) voraussetzt.

Derzeit finden sich folgende Theorien der Autoimmunpathogenese des SLE:

1. Gestorte B-Zell Aktivitat: Es konnte gezeigt werden, dass B-Zellen in SLE-
Patienten empfanglicher fur polyklonale Aktivierung durch Antigene, Zytokine
und andere Stimuli sind. Hierbei tritt auch das Phanomen des ,epitope
spreading“ auf: Die Immunisierung von Mausen mit einem anti-DNA-Idiotypen
fuhrte nicht nur zur Bildung von anti-DNA Antikorpern, sondern auch zur
Bildung von anti-Einzelstrang-DNA  Antikorpern  (anti-ssDNA), anti-
Extrahierbares-Nukleares-Sjogren-Syndrom-assoziiertes-Antigen  Antikorpern
(anti-SS-A = anti-Ro = anti-Robert-Antigen) und anti-Extrahierbares-
Nukledres-Antigen-Sm Antikdrpern (anti-Sm = anti-Smith-Antigen)®°

2. Gestorte T-Zell Aktivitat: Die T-Zell-B-Zell-Interaktion spielt eine Schlusselrolle
in der Antikorperproduktion. Es konnte gezeigt werden, dass beim SLE vor
allem die friihe T-Zell-abhdngige B-Zell Aktivierung gestort ist.” Die
Hyperaktivitdt von T-Zellen gegentber den B-Zellen flhrt zu einer
tiberschieRenden Antikérperproduktion.®

3. Apoptose fuhrt im Gesunden zur geordneten Zerstérung von Zellen und
verhindert, dass intrazellulare Bestandteile in den Extrazellularraum gelangen,
wo sie zu inflammatorischen Prozessen fuhren wirden. Dieser komplexe
Prozess, in den zahlreiche Membranproteine sowie zytoplasmatische und
nukleare Signalmolekule involviert sind, ist beim SLE gestort: Apoptotische
Vorgange und ein zusatzlicher Defekt in der Clearance von
Apoptoseprodukten fihren zur Freisetzung intrazellularer Antigene (z.B.
dsDNA) und zur Synthese der entsprechenden Autoantikérper.®

4. Auch eine Dysbalance im Zytokinnetzwerk wird als Ursache autoimmuner
Vorgénge diskutiert: Das Uberwiegen proinflammatorischer Zytokine, wie
Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) beim SLE, flhrt zur Induktion autoreaktiver

Vorgange.'°



Folgende Theorien zur Autoimmungenese der Sklerodermie werden diskutiert:

1.

Gestorte B-Zell-Aktivitat: Hinweise fur eine erhdhte B-Zell-Aktivitat sind das
Auftreten einer Hypergammaglobulinamie bei SSc-Patienten, ein erhohter
Anteil naiver B-Zellen, bei gleichzeitig erniedrigtem B-Gedachtniszell-Anteil,
die Produktion von Autoantikdrpern und die Uberexpression von CD-19.
CD-19 ist ein Teil des B-Zell-Korezeptorkomplexes und stellt einen zentralen
Regulator der B-Zellaktivierung dar. In Mausen fuhrte die transgene
Uberexpression von CD-19 zur spontanen Produktion verschiedener
Autoantikorper. ™

Gestorte T-Zell Aktivitat: Sowohl in der Haut als auch im Blutstrom finden sich
veranderte Zahlen an T-Zellen: Wahrend sich erhdhte Werte von CD4*-T
Zellen finden'?, sind die NK-T-Zellen (natiirliche-Killer-T-Zellen) und die y3-T-
Zellen vermindert.”®  Desweiteren zeigt sich ein  abweichendes
Sekretionsmuster inflammatorischer Zytokine der zirkulierenden T-Zellen in
SSc im Vergleich zu T-Zellen gesunder Kontrollen.™ In der Haut zeigen sich
frih im Krankheitsprozess Zellinfiltrate, die vor allem aus T-Zellen und
Makrophagen bestehen.' Hinweise auf eine oligoklonale Expansion von T-
Zellen in Hautlasionen von SSc-Patienten legen den Verdacht nahe, dass die
Aktivierung und Expansion der T-Zellen antigenbedingt erfolgt.'®

Veranderter Fibroblasten-Phanotyp bei SSc: Fibroblasten von SSc-Patienten
produzieren pathologisch groRe Mengen an Kollagen. Aullerdem weisen sie
eine erhdhte Antwortbereitschaft auf Zytokine/Chemokine auf und produzieren
diese auch vermehrt. Uber die autokrine Synthese von Faktoren wie z.B. TGF
(transforming-growth-factor) oder IL-1 (Interleukin-1) kann diese Zellart die
Produktion des veranderten Fibroblasten-Phanotyps selbst aufrechterhalten,
unabhangig von exogenen Stimuli."

Gestortes Zytokinnetzwerk: Vergleichbar dem SLE, wird auch bei der SSc eine
Dysbalance des Zytokinnetzwerkes als Ursache autoimmuner Vorgange
diskutiert: Bei SSc-Patienten bestehen erhohte Plasmalevel von TNF-a,
Interleukin-6 (IL-6) und Interferon-y (IFN-y). Interleukin 17 (IL-17) und
Interleukin-23 (IL-23) sind erniedrigt. Desweiteren unterscheiden sich die
Plasma-Zytokin Level in SSc-Patienten, wobei eine Assoziation mit der

Prasenz von SSc-assoziierten Autoantikdrpern vorliegt. Dies legt einen



Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Autoantikérpern und der

Zytokinproduktion bei SSc nahe.'®

1.1.1 Systemischer Lupus erythematodes

Der Systemische Lupus erythematodes (SLE) ist der Prototyp einer
Autoimmunerkrankung. Der SLE ist gekennzeichnet durch einen schubweisen
Verlauf sowie durch die Beteiligung des Organsystems Haut und des
GefalRbindegewebes zahlreicher Organe. In seinem Verlauf kommt es zu einer
Vaskulitis bzw. Perivaskulitis der kleinen Arterien und Arteriolen, verbunden mit
Ablagerungen von Immunkomplexen, die aus DNA, anti-DNA-Antikorpern,
Komplement und Fibrin bestehen.'® Ein weiteres wichtiges Charakteristikum ist das
Auftreten von Autoantikbrpern gegen Komponenten des Zellkerns, die z.T. schon
Jahre vor der Diagnose eines SLE auftreten kdnnen.?

Die genaue Atiologie und Pathogenese des SLE sind ungeklart. Vermutlich fiihrt aber
die Kombination aus entsprechender genetischer Disposition und bestimmten
Umweltfaktoren, z.B. Hormone, UV-Licht, Infektionen, Medikamente, zum Ausbruch
der Krankheit.?’ In Familien- und Zwillingsstudien konnte die genetische
Pradisposition als Grundlage des SLE bestatigt werden: Eineiige Zwillinge sind mit
einer Wahrscheinlichkeit von 24% beide von der Erkrankung betroffen, verglichen mit
einer 2%igen Wahrscheinlichkeit bei zweieiigen Zwillingen. Ebenso besteht fur
Geschwister und Verwandte ersten Grades von SLE-Patienten ein erhohtes Risiko
einen SLE zu entwickeln. In 10% der Falle finden sich weitschichtigere Verwandte,
die ebenfalls erkrankt sind.?* Der SLE ist mit einem Verhéltnis von 10:1 vor allem
eine Erkrankung der Frau im reproduktiven Alter.>® Bei Jugendlichen findet sich noch
ein Uberwiegen des weiblichen Geschlechts mit 4-5:1, wahrend bei Kindern unter 10
Jahren das Verhaltnis mit 4:3 nahezu ausgeglichen ist.?* Die Pravalenz wird mit
50/100.000, die Inzidenz mit 5-10/100.000/Jahr angegeben.'® Klinisch prasentiert
sich der SLE sehr variabel: 95% der Patienten weisen Allgemeinbeschwerden wie
Fieber, Schwache oder Gewichtsverlust auf. Es kénnen Muskel- und
Gelenkbeschwerden bestehen. In > 70% der Falle manifestieren sich
Hautveranderungen. Typisch hierbei ist das Schmetterlingserythem.

Die schwerwiegendsten Organmanifestationen betreffen



1. Kardiopulmonale Veranderungen (60-70%) (z.B. Myokarditis, Libman-Sacks-
Endokarditis, Pleuritis u./o. Perikarditis mit Erglissen, pulmonale Infiltrationen,
Lupus-Pneumonitis, pulmonale Hypertonie)

2. Nierenveranderungen (60-70%) (z.B. Lupusnephritis, Proteinurie > 0.5 g
Eiweil’ / 24h, Nachweis von Harnzylindern)

3. Neuropsychiatrische ~ Veranderungen (60%) (z.B. Vigilanzdefizite,
Depressionen, Psychosen, epileptische Anfalle).?

Der SLE ist durch 11 Kriterien des American College of Rheumatology (ACR)?®+%

charakterisiert. Von diesen mussen 4 Kriterien erfullt sein, um die Diagnose eines

SLE stellen zu kénnen (Tabelle 1).

Ca. 90% der Patienten sind positiv fur den Nachweis von antinuklearen Antikorpern

(ANA). ANA sind zwar sensibel auf SLE, weisen aber nur eine geringe Spezifitat auf.

Sie kdnnen z.B. auch im Serum von Patienten mit Sklerodermie, Polymyositis und

anderen chronischen Erkrankungen vorkommen. Daher sollten alle Patienten mit

positivem ANA-Titer zusatzlich auch auf ENA (Extrahierbare Nukledre Antigene)
getestet werden, die haufig mit verschiedenen Manifestationsformen des SLE
assoziiert sind.?® Der Begriff ENAs umfasst eine Untergruppe bestimmter ANAs. Eine

Ubersicht (iber die am haufigsten vorkommenden Autoantikdrper und deren

klinischer Assoziation bei SLE gibt Tabelle 2.

Auch wenn innerhalb des letzten Jahrzehnts Fortschritte in der Behandlung des SLE

zu verzeichnen sind, so birgt der SLE immer noch ein signifikant erhdhtes Mortalitats-

und Morbiditatsrisiko: Die 10-Jahresuberlebensrate insgesamt wird mit 92%, bei

Patienten mit einer Lupus-Nephropathie mit 88% angegeben.? Derzeit sind neue

Therapieansatze mit ,biologicals® in Erprobung: Diese zielen auf spezifische Zellen

und Molekule des krankhaften Immunsystems ab. Rituximab ist ein monoklonaler

anti-CD-20 Antikérper, der urspringlich fir die Therapie des B-Zell-Lymphoms
entwickelt worden war. Er ist gegen Strukturen gerichtet, die sich auf Pre-B-

Lymphozyten und B-Lymphozyten finden, nicht jedoch auf Plasmazellen oder Pro-B-

Zellen. Daher bewirkt er eine isolierte Depletion der B-Lymphozyten ohne die

Vorlauferzellen des hamatopoetischen Systems oder die Plasmazellen zu

zerstoren.?? Bei sehr schwerem Krankheitsverlauf und nach Ausschépfung der

konventionellen, immunsupprimierenden Medikamente wird Rituximab inzwischen

bei SLE erfolgreich eingesetzt.>**’



Tabelle 1: American College of Rheumatology (ACR)-Diagnosekriterien des Systemischen
Lupus erythematodes, Uberarbeitet 1982.%° Die Kriterien kombinieren klinische Symptome
und Auffalligkeiten von Laborwerten. 1997 wurden die Kriterien erneut revidiert. Hierbei
wurde insbesondere den anti-Phospholipid Antikdrpern eine hohere Wertigkeit eingeréumt.27
Die Diagnose eines SLE kann gestellt werden, wenn ein Patient 4 der 11 genannten Kriterien
gleichzeitig oder in Folge aufweist.??

Abkiirzungen: Fluoreszenz-Treponema-Antikérper-Absorptions-Test (FTAabs), Treponema

pallidum-Immobilisationstest (TPI)

Kriterien Definition/Beispiele

1. Schmetterlingserythem Fixes Erythem, flach oder erhaben, Uber den
Backenknochen, die Nasolabialfalte

aussparend

2. Diskoides Exanthem Erythematdse, erhabene Flecken mit
adharenter, keratotischer Schuppung und

follikularer Verzahnung, atrophe Vernarbung

3. Fotosensibilitat Hautausschlag als Folge einer
ungewohnlichen Reaktion auf Sonnenlicht,
anamnestisch oder durch einen Arzt
beobachtet

4. Orale/nasale Schleimhautulzera Orale oder nasopharyngeale Ulzera,
gewdhnlich schmerzlos, durch einen Arzt
beobachtet

5. Arthritis Nichterosive Arthritis von = 2 Gelenken,
charakterisiert durch Druck- oder

Bewegungsschmerz, Schwellung oder Erguss

6. Serositis Pleuritis mit typischer Schmerzanamnese
oder Pleurareiben oder Pleuraerguss;
Perikarditis, diagnostiziert durch
Echokardiographie oder typisches

Reibegerausch

7. Nephropathie Persistierende Proteinurie > 0.5 g/Tag oder
> 3+ im Teststreifen oder
Nachweis von Harnzylinder (Erythrozyten,

Hamoglobin, granular, tubular, gemischt)

8. ZNS-Beteiligung Anfallsleiden bei Fehlen von auslésenden




Medikamenten und metabolischen Stérungen
(Uramie, Elektrolytentgleisungen,
Ketoazidose) oder

Psychosen bei Fehlen von auslésenden

Medikamenten und metabolischen Stérungen

Hamatologische Veranderungen

Hamolytische Anamie;

Leukopenie (< 4000/ul bei = 2
Bestimmungen);

Lymphopenie (< 1500/ul bei = 2
Bestimmungen);

Thrombozytopenie (< 100000 bei Fehlen von

auslosenden Medikamenten)

10.

Immunologische Veranderungen

anti-dsDNA Antikorper;

anti-Sm Antikérper;

anti-Phospholipid Antikdrper (anti-Kardiolipin
IgG oder IgM, falsch positiver Test fur Syphilis
fur > 6 Monate, nachgewiesen mittels FTAabs
oder TPI)

11.

Antinukleare Antikorper

Erhéhter ANA-Titer in der Immunfluoreszenz
oder einem aquivalenten Assay zu jedem
Zeitpunkt bei Ausschluss von Medikamenten,
die ein ,drug-induced-Lupus Syndrom*

auslosen konnen




Tabelle 2: Auswahl der bei SLE vorkommenden Autoantikdrper und deren haufigste klinische

Assoziation

Abkurzungen: Systemischer

erythematodes (SCLE)

Lupus erythematodes

(SLE),

subakuter kutaner Lupus

Autoantikérper

Haufigkeit bei
Patienten mit SLE

Haufigste klinische

Manifestation

ANA

90%

AECA

bis 80%

Lupusnephritis

anti-dsDNA Antikorper

60-90%, hohe Spezifitat

renale Beteiligung
nicht bei medikamentos

induziertem Lupus

vorkommend
anti-Phospholipid Antikdrper 35% anti-Phospholipid Syndrom
Histon-Antikdrper 90% bei medikamentos

induziertem Lupus
ENA-Antikorper
anti-Sm Antikdrper 25% renale Beteiligung
anti-Ro (SS-A) 60% SCLE

sekundares Sjogren

Syndrom

kongenitaler Herzblock
anti-La (SS-B) 20% SCLE

Sicca Syndrom
anti-U1-RNP Antikdrper 10% sekundares Raynaud

Syndrom




1.1.2 Sklerodermie

Synonyme fur das Krankheitsbild Sklerodermie sind die Bezeichnungen Systemische
Sklerodermie oder Systemische Sklerose. Diese ist, wie der SLE, eine ,klassische®
Kollagenose. Im Verlauf dieser nichtorganspezifischen, multisystemischen
Autoimmunerkrankung des Bindegewebes kommt es neben pathologischen
Veranderungen der BlutgefaRe (vor allem der kleinen Arterien und Kapillaren) und
Veranderungen des Organsystems Haut zu Pathologien der inneren Organe. Auch
wenn Atiologie und Pathogenese der Erkrankung im Einzelnen noch ungeklart sind,
so kann doch festgehalten werden, dass die Pathogenese der Erkrankung in ihrer
frGhen Phase durch zwei parallel ablaufende Prozesse gekennzeichnet ist:
1. eine frihe Immunaktivierung mit perivaskularen Entziindungsinfiltraten
2. eine Vaskulopathie mit funktionellem Endothelzellschaden und progredientem
strukturellem Verlust kleiner Gefalle
Nach Rulckgang des perivaskularen entzindlichen Infiltrats kommt es zu einer
anhaltenden, unkontrollierten Expression profibrotischer Zytokine, z.B. transforming-
growth-factor-g (TGF-B), 5-HT (Serotonin), Interleukin-4 (IL-4), IL-13 und Endothelin-
1 (ET-1)*?, durch Fibroblasten, Keratinozyten und Endothelzellen. Durch u.a.
autokrine Mechanismen werden Fibroblasten stimuliert und differenzieren sich zu
aktivierten Myofibroblasten. Dies fuhrt zu einer erhéhten Syntheserate und
Ablagerung von Kollagen und anderen extrazellularen Matrixkomponenten wie
Glukosaminoglykanen und Proteoglykanen.® Parallel dazu laufen Abbauprozesse
der extrazellularen Matrix ab, die zum fibrotischen Gewebsumbau fuhren.
Insbesondere davon betroffen sind die Lunge und der Magen-Darm-Trakt, seltener
die Nieren und das Herz. Zu den Gefallmanifestationen gehoéren
Fingerkuppenulzera, die pulmonalarterielle Hypertonie und die akute Nierenkrise.
Die Storung des Immunsystems manifestiert sich u.a. in der Bildung von
Autoantikérpern. Etwa 90% der Patienten mit SSc weisen einen der typischen SSc-
Antikérper auf. Bei ca. 95% der Patienten sind Antinukledre Antikorper (ANA)
nachweisbar.®* Eine Ubersicht ber die vorkommenden Antikorper und deren

haufigster klinischer Manifestation bei SSc gibt Tabelle 3.



Tabelle 3: Auswahl der bei SSc vorkommender Autoantikdrper und deren haufigste klinische

Assoziation (klinische Assoziation nach Steen

Abklrzungen: diffus kutane Systemische Sklerodermie (dcSSc), limitiert kutane Systemische

Sklerodermie (IcSSc), pulmonalarterielle Hypertonie (PAH), Mischkollagenose (MCTD)

Autoantikdrper

Haufige klinische Assoziation

anti-Topoisomerase | (Scl70)

dcSSc

Lungenfibrose frih im Krankeitsverlauf

anti-Zentromer Antikorper (ACA)

lcSSc

Calcinosis cutis
Fingerkuppenulzera

erhohtes Risiko fur PAH
seltener: Lungenfibrose, kardiale

Beteiligung, Nierenbeteiligung

anti-RNA-Polymerase-Ill (anti-RNAP-III)

dcSSc mit schwerer Hautbeteiligung
hohes Risiko fiir die Entwicklung einer
renalen Krise

erniedrigtes Risiko fUr eine pulmonale

Beteiligung

anti-Th/To Antikorper

IcSSc
hohes Risiko fiir eine schwere
Organbeteiligung: Lungenfibrose, PAH,

renale Krise

anti-PM-Scl Antikérper

Uberlappung von

Sklerodermie/Polymyositis

anti-U3/Fibrillarin Antikérper

dcSSc

erhdhtes Risiko fiir das Auftreten einer
schweren Lungenfibrose und einer PAH
(ahnlich Th/To)

schwere periphere Neuropathien

anti-U1-RNP Antikdrper

MCTD (Uberlappung von SLE und SSc)
Raynaud Syndrom

positiver Indikator flr Ansprechen auf
Steroide

Sprunggelenksbeteiligung

AECA

dcSSc*
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Aufgrund der pathogenetischen Heterogenitat zeigt sich sowohl im Krankheitsverlauf
als auch im klinischen Erscheinungsbild eine grol3e Variabilitat. Dabei unterscheidet
man folgende klinische Manifestationsformen:

1. Lokalisierte Sklerodermie (Morphea)

Nach Peterson et al.*’

wird die Morphea in 5 Subgruppen unterteilt: Plaque Morphea,
Generalisierte Morphea, Bullése Morphea, Lineare Morphea und Tiefe Morphea. Die
Atiologie und Pathogenese der Morphea ist ungeklart, jedoch werden auch hier im
Krankheitsprozess eine Immunaktivierung, ein Endothelschaden und eine
Dysregulation des Bindegewebes postuliert,® die zu einer umschriebenen
bindegewebigen Verhartung und Verdickung der Haut fihren.
Frauen erkranken im Verhaltnis 2.6:1 haufiger an einer lokalisierten Sklerodermie als
Manner bei einer Inzidenz von 2.7/100.000/Jahr und einer Pravalenz von 50-
200/100.000. Die am haufigsten auftretende Form ist die Plaque Morphea. Das
mittlere Alter bei Diagnose liegt bei 33 Jahren.*® Bei 20-50% der Patienten lassen
sich ANA nachweisen, bis zu 40% der Patienten sind Rheumafaktor positiv.40
Auch wenn die Behandlung der lokalisierten Sklerodermie bis dato schwierig und
uneffektiv ist, bleibt festzuhalten, dass die Erkrankten im Vergleich zur
Allgemeinbevélkerung keine eingeschrénkte Lebenserwartung aufweisen.*’

2. Systemische Sklerodermie (SSc):
Das klinische Erscheinungsbild der SSc ist aulderst variabel und reicht von klinisch
nicht detektierbaren Hautveranderungen bis zum Befall von groRen Anteilen des
Integuments. Die heute am haufigsten gebrauchte deskriptive Einteilung stammt von
LeRoy et al.*? Sie unterscheidet zwischen einer limitiert kutanen Systemischen
Sklerose (IcSSc) und einer diffusen kutanen Systemischen Sklerose (dcSSc). Das
Hauptkriterium hierbei ist, ob eine Hautfibrose distal des Ellbogens (IcSSc) oder auch
proximal des Ellbogens vorliegt (dcSSc) (Tabelle 4).
Das Akronym CREST (Calcinosis cutis, Raynaud Syndrom, Osophagusbeteiligung,
Sklerodaktylie, Teleangiektasien), erstmals beschrieben von Langaard®® und
Winterbauer**, wird heute international nicht mehr gebraucht. Es wird der 1cSSc
zugeordnet und unterscheidet sich darin weder klinisch, noch serologisch oder
prognostisch.
Die derzeit gultigen Klassifikationskriterien des American College of Rheumatology
(ACR) zeichnen sich zwar durch eine hohe Spezifitdt von 98%, eine aber nur malige

Sensitivitdt von 97% aus. Dies hat zur Folge, dass vor allem Patienten mit
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fortgeschrittener Krankheit erfasst werden, Frihformen und mildere Verlaufsformen
aber leicht Ubersehen werden. Aus diesem Grund werden derzeit neue
Klassifikationskriterium vom ACR erarbeitet.’> Besonderes Augenmerk bei der
Diagnostik ist auf das Raynaud Syndrom zu legen: Es ist die haufigste
Erstmanifestation der Erkrankung und tritt bei 95% der Patienten auf. Hier muss
zwischen einem primaren und sekundaren Raynaud Phanomen, welches mit der SSc
assoziiert ist, differenziert werden.*® Das Risiko fiir Raynaud-Patienten spéter eine
SSc zu entwickeln, ist mit dem Nachweis von spezifischen Autoantikorpern (Tabelle
3) und dem Nachweis einer typischen Mikroangiopathie in der Kapillarmikroskopie
verbunden.*®

Typisch fur die dcSSc ist der Nachweis von Scl-70 Autoantikdrpern (Topoisomerase
[-Autoantikorper), das Auftreten von Antizentromer-Autoantikdrpern (ACA) ist mit der
IcSSc assoziiert.** Mit einer Inzidenz von 1.9/100.000/Jahr und einer Pravalenz von
0.4-29/100.000 kommt die Systemische Sklerodermie seltener vor als die lokalisierte
Form. Das Verhaltnis von weiblichen zu mannlichen Patienten liegt bei 5:1 bei einem
Durchschnittsalter von 49 Jahren bei Diagnosestellung.*'>°

Patienten mit IcSSc und dcSSc unterscheiden sich hinsichtlich der Organbeteiligung
sowie der Mortalitat. Auch Patienten mit IcSSc entwickeln Organbeteiligungen, bei
der dcSSc tritt diese aber haufiger auf und ist mit einer erhdhten Mortalitat
verbunden.*” Steen et al. untersuchten in einer single-centre-Studie an der
Universitat Pittsburgh Veranderungen der Todesursache bei Sklerodermiepatienten
von 1972-2002. Die 10-Jahresuberlebensrate hatte sich innerhalb dieses Zeitraums
von 54% auf 66% gesteigert, wobei die Haupttodesursache nicht mehr in der renalen
Krise besteht, sondern vor allem infolge pulmonalarterieller Hypertonie und
pulmonaler Fibrose bedingt ist.®

Therapeutisch haben sich die Optionen in den letzten Jahren sicher verbessert,
dennoch bleibt die Therapie schwierig: Neben Vasodilatatoren bei Raynaud
Syndrom, Steroiden und Immunsuppressiva, zielen neuere Therapieansatze auf
profibrotische Schlusselmolekile ab: Beispielhaft seien der Tyrosinkinase-Inhibitor
Imatinib genannt, welcher Gber die Hemmung des PDG-FR (Platelet-Derived-Growth-
Factor-Receptor) und c/abl-TGF-B (c/abl-transforming-growth-factor-B) Signalweg

antifibrotische Effekte entfaltet.*®
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Tabelle 4: Deskriptive Einteilung der SSc: Definition der limitiert kutanen Systemischen

Sklerose und der diffus kutanen Systemischen Sklerose nach LeRoy et al.* Das

Hauptkriterium zur Differenzierung der beiden Erkrankungsformen besteht darin, ob eine

Hautfibrose distal des Ellbogens oder auch proximal des Ellbogens vorliegt.

Aus Distler et al.>?

Limitiert kutane Systemische Sklerose

Hauptkriterium: Typische sklerodermieforme Hautveranderungen distal des

Ellenbogens und/oder der Knie. Das Gesicht und der Nacken dirfen befallen sein.

Hautveranderungen oft Monate bis Jahre nach Beginn des Raynaud-Syndroms
Spaterer und seltenerer Organbefall

Spatere, aber haufigere Entwicklung einer pulmonalarteriellen Hypertonie
Assoziation mit anti-Zentromer Antikérpern (ACA)

Relativ gute Prognose mit einem Uberleben > 70% nach 10 Jahren

Diffus kutane Systemische Sklerose

Hauptkriterium: Typische sklerodermieforme Hautveranderungen proximal des

Ellenbogens und/oder der Knie

Schnelle Krankheitsentwicklung oft zugleich mit Beginn des Raynaud-Syndroms
Haufige und friihe Organbeteiligung: Lunge, Herz, Gastrointestinaltrakt, Niere
Keine Assoziation mit anti-Zentomer Antikérpern (ACA), oft anti-Scl-70 Antikérper positiv

Variable Prognose mit gehauft fatalen Verlaufen, Uberleben 40-60% nach 10 Jahren
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1.2 Priméare Vaskulitiden

Vaskulitiden stellen eine heterogene Krankheitsgruppe dar. Sie sind definiert als
immunreaktiv ausgeléste Entzindung der Gefallwand mit oder ohne
GefalRwandnekrose und einhergehender Schadigung der betroffenen Organe. Das
Spektrum der klinischen Symptome hangt vom Ausmal® und der Lokalisation der
befallenen GefalRe und Organe ab. Es werden sekundare Vaskulitiden von primaren
Vaskulitiden unterschieden: Sekundare Formen koénnen im Rahmen von
Systemerkrankungen wie Rheumatoider Arthritis, Kollagenosen und anderer
Autoimmunerkrankungen auftreten, sie konnen auch auf Infektionserkrankungen wie
einer HIV-Infektion oder durch die Einnahme bestimmter Medikamente
zuriickzufiihren sein.*

Auf der internationalen Chapel Hill Consensus Conference (1992) zur Nomenklatur
der Systemischen Vaskulitiden erfolgte eine Einteilung der Vaskulitiden. Diese
basiert neben dem Vorkommen von ANCA (anti-Neutrophile-Zytoplasmatische
Antikérper) darauf, welcher GefaRtypus liberwiegend betroffen ist.>’ Eine Ubersicht
hierzu gibt Tabelle 5. Den Vaskulitiden der kleinen Gefalle ist gemeinsam, dass sie
vor allem Arteriolen, Kapillaren und Venolen, also alle Gefalde, die kleiner als Arterien
sind, befallen. Zu den nicht klassifizierten Vaskulitiden zahlen der M. Behcet, die

Endangiitis obliterans und die isolierte Vaskulitis des ZNS.

14



Tabelle 5: Klassifikation der primaren Vaskulitiden nach der Chapel Hill Consensus

Conference zur Nomenklatur der Systemischen Vaskulitiden von 1992.%" Die Einteilung der

Vaskulitiden basiert zum Einen auf dem Nachweis von anti-Neutrophilen-Zytoplasmatischen

Antikérpern (ANCA), zum Anderen auf dem betroffenen Gefaldtyp.

I. Vaskulitis kleiner Gefalte

a) ANCA-assoziierte Vaskulitiden
o Wegener Granulomatose
e Churg-Strauss Syndrom

e Mikroskopische Panarteriitis

b) Nicht-ANCA-assoziierte Vaskulitiden
e Schonlein-Henoch Purpura
e Vaskulitis mit essentieller
Kryoglobulindmie

o Kutane leukozytoklastische Angiitis

II. Vaskulitis mittelgroRRer Gefalle

¢ Klassische Panarteriitis

¢ M. Kawasaki

lll. Vaskulitis grofRer Gefal3e

e Takayasu-Arteriitis

¢ Riesenzell-(Temporal-)Arteriitis
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1.3 Neurologische Aspekte bei Kollagenosen und Vaskulitiden

Es gibt eine Reihe wichtiger BerUhrungspunkte zwischen Rheumatologie und

Neurologie. Viele rheumatologische und neurologische Autoimmunerkrankungen

basieren auf einer ahnlichen Pathophysiologie, und viele systemisch

rheumatologische Erkrankungen beziehen das zentrale Nervensystem (ZNS) und

das periphere Nervensystem (PNS) in das Krankheitsgeschehen mit ein. Insofern

sind bei unklaren neurologischen Erkrankungen des ZNS und PNS immer

rheumatische Systemerkrankungen differentialdiagnostisch in Erwagung zu ziehen.

Im Vordergrund der neurologischen Manifestation rheumatologischer Erkrankungen

stehen folgende Symptomkomplexe:

1. Zerebrale Durchblutungsstérungen;

2. Polyneuropathien;

3. Myositiden;

Die Beteiligung des ZNS beim SLE gehort zu seinen typischen Manifestationen und

stellt eines der 11 ACR-Kriterien zur Lupus-Diagnostik dar. Die Pravalenz von ZNS

Beteiligungen wird mit 20-60% angegeben.’? Neben dem renalen Befall sind die

neurologischen Veranderungen prognosebestimmend beim SLE. Das klinische Bild

der neurologischen Symptome stellt sich, wie der SLE an sich, heterogen dar: Es

umfasst sowohl zentrale fokal neurologische Defizite als auch das PNS als auch

neuropsychiatrische Symptome. Das American College of Rheumatology (ACR) hat

hierzu 1999 insgesamt 19 SLE-bezogene neurologische Symptome beschrieben®

(Tabelle 6). Pathophysiologisch beruht die Vielfalt der Symptome auf verschiedenen

Mechanismen:

1. Vaskulitische Veranderungen (direkt antikrperassoziiert oder entzindlich)

2. Vaskulare Veranderungen aufgrund SLE-assoziierter Risikofaktoren (z.B.
progrediente Atherosklerose bei renaler Hypertonie bei Lupusnephritis)

3. Ischamische Prozesse.

Ischamische Prozesse spielen die Hauptrolle innerhalb der neurologischen

Erscheinungsbilder des SLE. Besonders zu betonen ist das in 50-60% der Falle mit

SLE-assoziierte Antiphospholipid-Antikdrpersyndrom®, welches durch die Trias

arterielle und vendse Thrombosen, habituelle Aborte und Thrombozytopenie

gekennzeichnet ist. Anti-Phospholipid (aPL) Antikdrper kdnnen zu zerebrovaskularen
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Durchblutungsstérungen und aufgrund der Thrombozytopenie zu intrakraniellen
Blutungen fihren.

Bei Systemischer Sklerodermie besteht bei 5-17% der Patienten eine gering
ausgepragte Begleitmyositis.>®> Das ZNS und PNS sind hier nur selten beteiligt: Am
haufigsten findet sich bei der SSc eine kraniale Neuropathie mit Infiltration des V.
Hirnnervs.*®

Vaskulitiden des Nervensystems konnen in primare und sekundare Formen unterteilt
werden und entweder das ZNS, das PNS oder beides betreffen. Sekundar ist eine
Vaskulitis des Nervensystems dann, wenn sie im Rahmen einer bekannten
Systemischen Vaskulitis, einer Kollagenose oder einer chronisch entziindlichen
Erkrankung auftritt. Die primare Angiitis des ZNS (PACNS) wird zu den primaren
Vaskulitiden des Nervensystems gerechnet. Sie beschreibt die isolierte Infiltration
des ZNS durch eine idiopathische Vaskulitis. Die PACNS ist eine im klinischen Alltag
sehr selten anzutreffende Erkrankung. Sowohl vom Klinischen Erscheinungsbild als
auch histopathologisch prasentiert sie sich sehr heterogen: Sie kann sowohl die
kleinen als auch die mittelgrolRen leptomeningealen, kortikalen oder subkortikalen
Arterien befallen als auch, weniger haufig, Venen und Venolen.”” Die klinische
Bandbreite an Symptomen ist bestimmt vom Typ des befallenen Gefalles und der
Ausdehnung der Entziindung. Die Leitsymptome der PACNS sind, in variabler
Kombination, Kopfschmerz, multifokale Ausfalle und Enzephalopathie ohne fokale
Ausfalle. Daneben kann sich die PACNS in aphasischen Stérungen,
neuropsychologischen Defiziten und Krampfanfallen bemerkbar machen.

Wenngleich die Erkrankung selten ist, ist bei nicht spezifischen neurologischen
Symptomen die PACNS immer differentialdiagnostisch in Erwagung zu ziehen. Sie
betrifft im Verhaltnis 4:3 Uberwiegend Manner und tritt im mittleren Lebensalter
(Mittelwert 45 Jahre) auf.®® Zur Diagnosesicherung der PACNS ist die Kombination
aus Kklinischer, serologischer, liquordiagnostischer, neuroradiologischer und
histopathologischer Diagnostik notwendig, wobei eine definitive Diagnosesicherung
nur durch eine Biopsie méglich ist.>®

Bezuglich der primaren Systemischen Vaskulitiden (Tabelle 5) entwickeln mehr als
ein Drittel aller Patienten eine Neuropathie.®® Die nervale Schadigung ist dabei durch
die entzundliche Veranderung der Vasa vasorum bedingt.

Einen Uberblick Uber die Haufigkeit der vaskulitischen Neuropathie bei primaren

Systemischen Vaskulitiden gibt Tabelle 7.
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Tabelle 6: Ubersicht Uber die neuropsychiatrischen Symptome beim Systemischen Lupus
erythematodes, welche 1999 vom American College of Rheumatology53 beschrieben

wurden.

Zentrales Nervensystem (ZNS)

e Aseptische Meningitis

e Zerebrovaskulare Erkrankungen

e Demyelinisierende Syndrome

e Kopfschmerzen inklusive Migrane und benigne intrakranielle Hypertonie
e Bewegungsstérungen (z.B.Chorea)
e Myelopathie

e Anfallsleiden

e Akuter Verwirrtheitszustand

e Angststérung

e Kognitive Stérung

e Stdrung der Stimmungslage

e Psychose

Peripheres Nervensystem (PNS)

¢ Akute inflammatorische demyelinisierende Polyradikuloneuropathie (Guillain-Barré-
Syndrom)

e Autonome Dysfunktion

¢ Mononeuropathie simplex/multiplex

e Myasthenia gravis

¢ Kraniale Neuropathie

e Plexopathie

e Polyneuropathie
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Tabelle 7: Haufigkeit der vaskulitischen Neuropathie bei primaren Systemischen Vaskulitiden

und weitere mégliche neurologische Manifestationen. Gegenulber den groRen Gefallen zeigt

sich eine vaskulitische Neuropathie haufiger an den mittleren und kleinen Gefalien.

Nach Heuss et al.®

Diagnose

Haufigkeit der assoziierten

Neuropathie

Weitere neurologische

Manifestation

Wegenersche Granulomatose 11-40% Hirnnerven
Churg-Strauss-Syndrom 50-75%

Mikroskopische Polyangiitis 10-20%

Schénlein-Henoch-Purpura nicht beschrieben

Vaskulitis bei essentieller 7-60%

Kryoglobulindmie

Kutane leukozytoklastische

Angiitis

nicht beschrieben

Kawasaki-Syndrom

Ungewohnlich

Riesenzell-(Temporal-)Arteriitis

14%

Nervus opticus

Takayasu-Arteriits

Selten

ZNS
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1.4 Pathogenetische Relevanz von Autoantikdrpern

Eine pathogenetische Bedeutung von Autoantikdrpern ist nur bei einigen
Autoimmunerkrankungen  gesichert.  Beispielhaft seien hier die anti-
Acetylcholinrezeptor Antikorper bei Myasthenia gravis genannt, die zu einer
Blockierung und Internalisierung des postsynaptischen muskuldren Acetylcholin-
Rezeptors fihren. Resultierend daraus ist eine postsynaptische Ubertragungsstérung
und eine typisch im Tagesverlauf oder wunter Belastung zunehmende
Muskelschwache.

Die Ursache der pernizosen Anamie ist in einer Autoantikdrperbildung gegen
Parietalzellen (> 90%) und intrinsic factor (ca. 70%) begriundet. Dies fuhrt zur
erschwerten Absorption von Vitamin B12 im Gastrointestinaltrakt und zur
atrophischen Autoimmungastritis vom Typ A mit Achlorhydrie.

Neben diesen Autoimmunerkrankungen, bei denen eine direkte Pathogenitat von
Autoantikérpern gegen extrazellulare Antigene vorliegt, sind verschiedene
Autoimmunerkrankungen beschrieben, die durch autoreaktive T-Zellen ausgeldst
werden. Die Autoantikorper stellen bei diesen Erkrankungen ein rein diagnostisches
Hilfsmittel dar.

Der Diabetes mellitus Typ | ist eine der am besten erforschten autoimmunen
Erkrankungen. So ist allgemein akzeptiert, dass der direkte zytotoxische Effekt
autoreaktiver T-Lymphozyten gegen B-Zellen des Pankreas eine Hauptrolle innerhalb
der Pathogenese des Diabetes mellitus Typ | darstellt.®? Der Nachweis typischer
Autoantikorper wie z.B. zytoplasmatische Inselzell-Antikorper (ICA), anti-GAD
Antikérper (GADA, gegen Glutamatdekarboxylase gerichtet), anti-lIA-2 Antikorper
(gegen Tyrosinphosphatase 2) oder Insulin-Auto-Antikérper  (IAA), dient
diagnostischen bzw. pradiktiven Zwecken: Der Nachweis von GADA als auch |A-2-
Antikorpern bei einem klinisch gesunden Menschen birgt ein Risiko von 20%

innerhalb der nachsten 5 Jahre an Diabetes mellitus Typ | zu erkranken.®
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1.4.1 Pathogenetische Relevanz von Autoantikérpern beim
Systemischen Lupus erythematodes

Bei Patienten mit einem SLE sind mehr als 25 Autoantikérper (z.B. anti-dsDNA, anti-
Sm, anti-Ro (SS-A), anti-La (SS-B)) beschrieben, die gegen die Zelloberflache,
Bestandteile des Zytoplasmas oder gegen den Zellkern gerichtet sein kdnnen. Am
charakteristischsten ist die Prasenz von Antinukledaren Antikdrpern (ANAs). Anti-
dsDNA Antikoérper und anti-Sm Antikorper sind hochspezifisch fur SLE, insofern
stellen sie auch ein Diagnosekriterium des ACR fur den SLE dar.

Zwischen einigen klinischen Bildern des SLE und bestimmten ANAs besteht eine
Assoziation: So ist das Auftreten von anti-Ro Antikorpern und anti-La Antikérpern
typisch fur das Sicca-Syndrom, anti-Ro typisch fur den kongenitalen Herzblock. Anti-
U1-RNP Antikorper (anti-U1-Ribonukleoprotein) sind mit dem Raynaud Phanomen
assoziiert, der Nachweis von anti-Kardiolipin Antikdrpern mit thromboembolischen
Ereignissen (Tabelle 2).

Dennoch sind die Pathogenitat der einzelnen Antikorper und die exakten
immunologischen Mechanismen, die zum Zellschaden und zur Gewebszerstorung
fuhren, bisher nicht bekannt. Am besten untersucht ist der Zusammenhang zwischen
dem Auftreten von anti-dsDNA Antikdrpern und Glomerulonephritiden.?! Im
Tiermodell an SCID (severe combined immuno-deficient)-Mausen konnten
Ehrenstein et al. zeigen, dass monoklonale IgG-anti-dsDNA Antikorper an die
Glomerula binden kdnnen. Dies fuhrte zu einer Proteinurie, welche in dieser Studie
als frihe Krankheitsphase einer Glomerulonephritis gedeutet wird.%*

De Giorgio et al. konnten eine Kreuzreaktivitat zwischen einer Untergruppe von anti-
dsDNA Antikorpern und der Rezeptorsubgruppe NR2a und NR2b des humanen
NMDA (N-Methyl-D-Aspartat) Rezeptors nachweisen. Die Injektion zerebrospinaler
Flussigkeit aus SLE Patienten, welche kreuzreagierende anti-DNA Antikorper

enthielt, fiihrte zu neuronalem Zelltod in Mausegehirnen.®
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1.4.2 Pathogenetische Relevanz von Autoantikérpern bei Systemischer
Sklerodermie

Bei Patienten mit einer SSc finden sich Antikérper gegen Topoisomerase (Scl-70),
gegen zentromere Proteine und gegen nukleolare Antigene. Wenn ihre Rolle
innerhalb der Pathogenese weitgehend unklar ist, so besteht doch eine klare
Korrelation zwischen bestimmten Antikérpern und verschiedenen Subtypen der SSc:
Anti-Scl-70 Antikérper finden sich bei bis zu 70% der Patienten mit dcSSc mit einer
Spezifitat von fast 100%°®, anti-Zentromer Antikdrper sind typisch fur IcSSc.

Der Nachweis von ANA im Serum korreliert auch mit dem Risiko fur die Beteiligung
bestimmter Organe: Anti-Topoisomerase-l Antikdrper z.B. sind haufig mit schwerer
Lungenfibrose assoziiert, anti-RNA-Polymerase I/l gehen oft mit einer
Nierenbeteiligung einher, anti-Zentromer Antikorper (ACA) mit pulmonalarterieller
Hypertonie (PAH).67 Aufgrund ihrer hohen Spezifitdt und ihrem frihen und
persistierenden Nachweis im Krankheitsverlauf kommt den Antikérpern eine wichtige
Bedeutung innerhalb der Diagnostik zu, auch wenn sie in den ACR-Kriterien von
1980 nicht berucksichtigt wurden. Verschiedene Studien wiesen auch einen
Zusammenhang zwischen dem Antikorperspiegel und der Krankheitsaktivitat nach.
So konnte u. a. gezeigt werden, dass die Titer von anti-Topoisomerase-| Antikdrpern
positiv mit der Krankheitsschwere und mit der Krankheitsaktivitat bei Patienten mit
SSc korrelieren.®® In den letzten Jahren konnten auch Antikérper nachgewiesen
werden, die gegen Zytokine und Wachstumsfaktoren gerichtet sind, welche auf
Fibroblasten wirken: Ein gegen den PDGF-Rezeptor gerichteter Autoantikoérper
induziert u.a. auch die Expression von Kollagen | und die Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten.®®

All diese Beobachtungen legen eine pathogenetische Relevanz von Autoantikorpern
beim SSc nahe, die Richtung der Kausalbeziehung bleibt aber auch hier dennoch

unklar.
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1.4.3 Pathogenetische Relevanz von Autoantikérpern bei primaren
Vaskulitiden der kleinen Gefal3e

Die Vaskulitiden der kleinen Gefalte werden in ANCA-assoziierte Vaskulitiden und in
Nicht-ANCA-assoziierte Vaskulitiden unterteilt (Tabelle 5).

ANCA (anti-Neutrophile-Zytoplasmatische Antikorper) sind spezifisch gegen Antigene
in primaren oder azurophilen Granula (Lysosomen) von neutrophilen Granulozyten
gerichtet. Zu den ANCA-assoziierten Vaskulitiden gehoéren die Wegener-
Granulomatose, das Churg-Strauss-Syndrom und die mikroskopische Panarteriitis
(mPA). Anhand der Fluoreszenzmuster an Ethanol-fixierten Neutrophilen werden
zwei Subtypen von ANCA unterschieden:

1. c-(cytoplasmic) ANCA

2. p-(perinuclear) ANCA

c-ANCA sind gegen das Enzym Proteinase 3 gerichtet und kommen v.a. bei der
Wegener Granulomatose vor. 1985 stellte Van der Woude erstmals den
Zusammenhang zwischen der Wegener-Granulomatose und dem Auftreten von
ANCA heraus.”

Das Zielantigen des p-ANCA ist die Myeloperoxidase (MPQO). Diese Autoantikorper
kommen bei der mikroskopischen Polyangiitis (mPA) und beim Churg-Strauss-
Syndrom vor, wobei grundsatzlich jeder ANCA-Subtyp bei jeder Klein-Gefal3-
Vaskulitis auftreten kann. Bei ca. 10% der Patienten mit M. Wegener oder mPA sind
keine ANCA nachweisbar.”

Die enge Korrelation zwischen ANCA-Titern und der Krankheitsaktivitat legten den
Verdacht nahe, dass ANCA eine pathogenetische Relevanz in der Entstehung von
Vaskulitiden haben kdénnten. Wenngleich die Ursache der Bildung von ANCA nicht
geklart ist, so bleibt festzuhalten, dass durch den Transfer von p-ANCA auf Mause im
Tiermodell Vaskulitiden induziert werden konnten.”?

Neben ANCA spielen anti-Endotheliale Antikdrper (AECA) eine bedeutende
pathogenetische Rolle innerhalb der Vaskulitiden. AECAs stellen eine heterogene
Gruppe von Autoantikorpern dar, die erstmals 1971 von Lindqvist beschrieben
wurden.” An das Endothel gebundene AECA kdénnen (iber Komplement-vermittelte
Mechanismen oder Uber zytotoxische Effektorzellen (CD8*, NK/K-Zellen) einen
Endothelzellschaden und eine endotheliale Zelllyse bewirken.”* Die Immunisierung

von naiven Mausen mit IgG-Fraktionen aus Seren von M. Wegener-Patienten, aus
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denen zuvor ANCA entfernt worden waren, fuhrte nach 2-6 Monaten zu Vaskulitis-
ahnlichen Symptomkomplexen. Dies demonstrierte die von ANCAs unabhangige
Aktivitat der AECAs.”

Fir AECA wird auch eine Antikorper-abhangige-Zytotoxizitdt (ADCC) und eine
Komplement-abhangige-Zytotoxizitat (CDC) vermutet. So konnte u.a. fir AECA aus
Seren von Patienten mit Takayasu-Arteriitis (TA) eine CDC gegen Endothelzellen in
vitro beschrieben werden. Fur diesen Nachweis wurden HUVEC mit AECA-positiven
und AECA-negativen TA-Seren inkubiert und mittels colorimetrischem MTT-Assay
und *'Cr-Release-Assay auf ADCC und CDC untersucht. Eine ADCC war in dieser

Versuchsreihe auf die HUVEC nicht nachzuweisen.’®
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1.5 Endotheliale Veranderungen

1.5.1 Endotheliale Veranderungen bei Systemischem Lupus
erythematodes

Einem vaskularen Zellschaden beim Menschen kann eine entzindliche oder nicht-
entzundliche Ursache zugrunde liegen. Dabei kdonnen verschiedene Faktoren zu
einer Schadigung fuhren: Umweltfaktoren (toxische Agenzien, Medikamente,
Mikroorganismen), paraneoplastische Syndrome im Rahmen einer malignen
Erkrankung oder ein aktiver Prozess des Immunsystems.

Die endotheliale Schadigung beim SLE ist eines seiner typischen Symptome und
wird allgemein als Lupus-Vaskulopathie bezeichnet. 10-40% aller Lupuspatienten
sind davon betroffen. Pathologische Veranderungen finden sich in den Gefallen der
renalen Glomerula, der Koronarien, der Gehirngefal3e, der Lungenalveolen und
seltener im Gastrointestinaltrakt. Am haufigsten sind kutane Gefalle befallen: 94%
der Patienten mit einer Lupus-Vaskulitis leiden an einer kutanen Lupus-
Vaskulopathie.””"®

Endothelzellen weisen einige Eigenschaften auf, die sie zum perfekten Ziel flr das
Immunsystem machen:

1. Sie sind fahig, Lymphozyten Antigene zu préasentieren.”

2. Sie kdnnen die Lymphozyten-Migration durch die GefaRwand regulieren.

3. Sie exprimieren zahlreiche endothelspezifische Antigene auf ihrer Zelloberflache.
In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass ein endothelialer Schaden bzw. eine
endotheliale Aktivierung zu einer Veranderung der Zelloberflache fuhrt und dies
wiederum zu einer aktiven Bindung von Immunkomplexen an das Endothel.®’ Die
Konsequenz daraus ist die Aktivierung der Komplementkaskade und des C5b-9
Angriffskomplexes und die Zerstdrung der vaskuldren Basalmembran.®?
Normalerweise stellt das vaskulare Endothel eine nonadhasive, nonthrombogene
Oberflache dar. Die Antworten auf proinflammatorische Stimuli oder vaskularen
Scherstress sind jedoch zum Einen ein geandertes Muster der Expression von
Adhasionsmolekilen wie z.B. Interzellulares-Adhasions-Molekil-1  (ICAM-1),
Vaskulares-Zell-Adhasions-Molekul-1 (VCAM-1) oder E-Selectin. Diese Molekule
sind in die Entzindungskaskade beim SLE eingegliedert: An HUVEC (Endothelzellen

aus humanen Nabelschnurvenen) konnte die Induktion der ICAM-1 und VCAM-1
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Expression durch aufgereinigtes IgG von SLE Patienten demonstriert werden.®® Zum
Anderen wird die Bildung von prokoagulanten Proteinen auf der Zelloberflache
induziert. Zentral ist hierbei die Bildung von tissue factor (TF).84 Dies konnte auch
durch die Inkubation von HUVEC mit AECA gezeigt werden.?°

Die bereits oben erwahnten AECAs scheinen eine wichtige Rolle innerhalb der
vaskularen Immunpathogenese des SLE zu haben. Sie vermitteln ihre Effekte Uber
Komplement-abhangige Toxizitdt (CDC), Antikdrper-abhangige Toxizitat (ADCC),
durch Apoptoseinduktion® oder tber eine Endothelzellaktivierung.87 Sie sind bei
iber 80% der SLE- Patienten nachweisbar.?® Der Nachweis von AECA ist
typischerweise mit dem Vorliegen einer Vaskulitis, Thrombose und Lupus-Nephritis
verknupft. Bei Patienten mit einem SLE konnen AECAs zu Komplementaktivierung
fuhren, zur Induktion von Zell-Adhasionsmolekilen und zur Produktion
proinfammatorischer Zytokine wie IL-1 oder TNF-a sowie zur Fc-Rezeptor-

vermittelten Leukozytenadhasion.®%

In vitro Experimente zeigten auch eine
Apoptose-induzierende Wirkung auf Endothelzellen durch AECA-IgG.%

Zu betonen ist, dass es Unterklassen von AECAs gibt, die groRe Unterschiede in
ihrer Wirkung auf makrovaskulare und mikrovaskulare Zellen zeigen: Aus einem
Patienten mit Takayasu-Arteriitis (TA) wurden monoklonale AECA (mAECA)
gewonnen. Diese zeigten dieselbe Endothelzell-Epitop-Spezifitat wie die IgG-AECA
aus diesem TA-Patienten. Alle mAECA zeichneten sich durch eine hohe Aktivitat
gegen makrovaskulares Endothel aus (anti-HUVEC Aktivitat). Keine der mAECA
hingegen hatte eine signifikante anti-mikrovaskulares-Endothel Aktivitat (anti-
hBMEC).®" Scheinbar AECA-negativ Seren konnen also reaktiv werden,

vorausgesetzt, der passende Endothelzell-Subtyp wird als Target eingesetzt.®®
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1.5.2 Endotheliale Veranderungen bei Systemischer Sklerodermie

Die Vaskulopathie mit mikroendothelialem Zellschaden und vaskularen
Apoptosevorgangen ist ein zentrales Ereignis innerhalb der Pathogenese der SSc,
die zu Schaden in der Mikrostrombahn und schlussendlich zur Dysfunktion jedes
Organsystem des Korpers fuhrt.

Die vaskulare Dysfunktion gehort zu den frihen Veranderungen der Erkrankung. lhr
liegt eine Dysbalance zwischen Vasokonstriktion und Vasodilatation zugrunde, die
durch neuronale und endotheliale Mediatoren gesteuert wird. Sowohl eine massive
Uberproduktion des Vasokonstriktors Endothelin als auch eine verminderte Sekretion
von Nitritoxid (NO) konnten nachgewiesen werden.®>*® Hieraus resultiert eine
vaskulare Ischamie und oxidativer Stress des Gewebes. Dies wiederum fihrt zu
einer gesteigerten Permeabilitat mit Leukozytenrekrutierung, Endothelschaden und
thrombotischen Ereignissen. Durch die resultierende Freilegung subendothelialer
Strukturen, kommt es zur Thrombozytenrekrutierung mit Aktivierung und Freisetzung
von vielen Mediatoren wie z.B. PDGF (platelet derived growth factor). Uber eine
Aktivierung von Fibroblasten folgt daraus eine profibrotische Situation.*

Es sind verschiedene Mechanismen beschrieben, die der mikroendothelialen
Apoptose zugrundeliegen: Besonders zu betonen ist die durch AECA induzierte
Endothelzellzerstérung.

AECAs werden in 40-50% aller SSc-Sera nachgewiesen und sind vor allem vom
Isotyp 1gG 1.%° In vitro konnte eine Antikdrper-vermittelte-Toxizitat (ADCC) durch
AECA aus SSc-Seren auf hDMEC nachgewiesen werden. Die Apoptose wurde
hierbei Uiber den Fas-pathway vermittelt.®® Auch in einem Tiermodell mit UCD-200-
Huhnern (University of California at Davis line 200 chicken), konnten Worda et al.
mittels der Tunnel-Farbung zeigen, dass AECA-positive Seren fahig sind, Apoptose

in mikrovaskuldren Endothelzellen (hDMEC) zu induzieren.®®
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1.5.3 Endotheliale Veranderungen bei primaren Vaskulitiden

Das Endothel an sich dient aufgrund seiner anatomischen Exposition und seiner
physiologischen Funktionen als Angriffspunkt bei zahlreichen vaskulitischen
Prozessen. Folgen daraus konnen Zellnekrose, die Freilegung subendothelialer
Strukturen oder eine Endothelzelldysfunktion sein. Sowohl AECA als auch ANCA
kénnen zu einer Aktivierung des Endothels fuhren:

Carvalho et al. konnten an HUVEC nachweisen, dass durch AECA IgG-Fraktionen
von Patienten mit Systemischer Vaskulitis die Expression von Adhasionsmolekulen
und die Leukozytenadhdsion an das Endothel gesteigert wurden.®” Lee et al.
untersuchten 1999 erstmals die Wirkung von IgM-AECA-positiven Seren von
Patienten mit M. Behget an humanen-dermalen-mikroendothelialen Zellen (hDMEC).
Dabei zeigte sich, dass hDMECs resistent gegen Antikdrper-abhangige,
zellvermittelte Zytotoxizitit waren.®®

Die Endothelzellschadigung durch ANCA erfolgt indirekt: Fur Proteinase 3 konnte
gezeigt werden, dass es am Endothel eine Steigerung der ICAM-1 Synthese zur
Folge hat und dies wiederum die Adhasion von Neutrophilen am Endothel nach sich
zieht.*® Eine Schadigung des Endothels durch ANCA-stimulierte Neutrophile trat bei
Lee et al. allerdings nur dann auf, wenn der physiologische Widerstand des
Endothels zuvor durch z.B. TNF-a herabgesetzt worden war oder die Neutrophilen
exzessiv stimuliert wurden. Dies flhrte zu einer Lyse der kultivierten HUVEC durch

die Neutrophilen.?®
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1.6 Zerebrales Endothel

Entwicklungen im Bereich der Isolierung und Kultivierung von Endothelzellen sowie
immunhistochemische Studien haben viel zum heutigen Verstandnis der
Heterogenitat von humanen Endothelzellen beigetragen. Mikroendotheliale Zellen
verhalten sich anders als Endothelzellen der groRen Gefalle und, wie oben
angedeutet, sie beantworten die gleichen exogenen oder endogenen Stimuli anders,
abhangig vom Stimulationsort innerhalb des vaskuldren GefaRbaums.'®
Endothelzellen, die die mikrovaskularen Gefalle des Gehirns auskleiden, weisen
signifikante morphologische und funktionelle Unterschiede zu Endothelzellen aus
anderen anatomischen Bezirken auf. Sie verfugen uber tight junctions, sind nicht
fenestriert und weisen wenig aktive Transportmechanismen auf. Andererseits sind
sie, aufgrund des hohen zerebralen Glukosebedarfs, reich an Mitrochondrien.
Zusammen mit Astrozytenfortsatzen, Perizyten und der Basallamina formen sie die
Blut-Hirn-Schranke. "

Viele der gewonnen Erkenntnisse Uber das Verhalten von Endothelzellen bei SLE,
SSc und Vaskulitiden wurden an HUVEC gewonnen bzw. an einer humanen
dermalen mikroendothelialen Zelllinie (hDMEC). So ist z.B. bekannt, dass INF-a in
SLE-Seren die Expression von MHC Klasse | Molekllen auf hDMEC steigert, es ist
jedoch nicht bekannt, ob dies ebenso auf auf einer humanen zerebralen
mikroendothelialen ~ Zellinie  (hBMEC)  geschieht." hBMECs  kdnnen
proinflammatorische Zytokine und Chemokine wie IL-1B synthetisieren, jedoch in
niedrigerer Konzentration als HUVECs.'® Auch beziiglich der Hamostase zeigt
zerebrales Endothel Unterschiede zu anderen Endothelien auf: Wahrend eine hohe
Expression von tissue factor besteht, wird tissue factor plasminogen inhibitor 1, von

Willebrand Faktor und Thrombomodulin nur gering exprimiert.'%*
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1.7 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, ob Patienten mit einer
Kollagenose oder einer Vaskulitis Autoantikbrper gegen humane zerebrale
mikroendotheliale Zellen besitzen.

Im Einzelnen sind folgende Fragen zu beantworten:

1. Besteht ein Unterschied in der Antikdrperbindung an humane zerebrale
mikroendotheliale Zellen (hCMEC/D3) zwischen Seren von Patienten mit
Systemischem Lupus erythematodes oder Systemischer Sklerodermie oder
einer Vaskulitis?

2. Fuhrt die Inkubation von hCMEC/D3 mit aufgereinigten IgG-Fraktionen aus
dem Serum von Patienten mit einem Lupus erythematodes bzw. einer
Sklerodermie zu einer Expressionsanderung von immunologisch-relevanten
oder vaskular-relevanten Proteinen?

3. Besteht eine Korrelation zwischen anti-hCMEC/D3 Antikdrpern und den
Effekten auf die Proteinexpression durch Seren von Patienten mit einem

Lupus erythematodes bzw. einer Sklerodermie?
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2. Patienten und Methoden

2.1 Patienten

Allen Patienten wurde nach entsprechender Aufklarung und mit deren Einverstandnis
Serumproben von 20 ml entnommen. Ein positives Votum der Ethikkommission des
FB Medizin der Justus-Liebig-Universitat zur Durchfuhrung dieser Studie liegt vor.
Aus der Datenbank der neuroimmunologischen Arbeitsgruppe der neurologischen
Klinik konnten insgesamt 26 Patienten mit Lupus erythematodes (SLE) sowie 29
Patienten mit Systemischer Sklerodermie (SSc) identifiziert werden. Alle Patienten
wurden unter klinischen Gesichtspunkten und mittels vorkommender Autoantikorper

beschrieben.

Systemischer Lupus erythematodes (SLE): Patienten dieser Gruppe wurden nach
den internationalen SLE-Diagnosekriterien des American College of Rheumatology
(ehemals American Rheumatism Association) ausgewahlt.”® Das Alter der Patienten
lag zwischen 28 und 68 Jahren (43.8 + 11.3 Jahre). Die Geschlechterverteilung

zeigte ein Uberwiegen von weiblichen Patienten: 19 weiblich / 7 mannlich.

Systemische Sklerose (SSc): In diese Gruppe wurden Patienten eingeschlossen, die
an diffuser kutaner Systemischer Sklerose (dcSSc) oder limitierter kutaner
Systemischer Sklerose (IcSSc), ehemals CREST-Syndrom, erkrankt waren.

Patienten mit SSc wurden nach dem von LeRoy et al.*

vorgeschlagenen
Klassifikationssystem eingeteilt: 11 Patienten litten demnach an der limitierten
kutanen Form der SSc, 15 Patienten wiesen die diffuse kutane Form der SSc auf.
Drei Patienten litten an einem Sharp-Syndrom. Alle Patienten erflllten die
Diagnosekriterien des American College of Rheumatology.'% Das Alter der Patienten
lag zwischen 13 und 77 Jahren (58.9 = 14.5 Jahre). Die Geschlechterverteilung

zeigte ein Uberwiegen von weiblichen Patienten: 17 weiblich / 12 mannlich.
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Zur Durchfuhrung der immunologischen Funktionsassays standen nicht von allen
Patienten ausreichende Mengen an Serum zur Aufreinigung der Immunglobulin G
(IlgG) Fraktionen zur Verfugung. Es wurden fur die Untersuchung daher folgende

Gruppengrof3en gewahlt:

SLE 12 Patienten (12 weiblich / 0 mannlich)
SSc 13 Patienten (10 weiblich / 3 mannlich)
Gesunde 13 Probanden (7 weiblich / 6 mannlich)

Das Alter der Patienten mit einem SLE lag zwischen 28 und 68 Jahren (44.9 + 12.0),
das Alter der Patienten mit einer SSc lag zwischen 13 und 76 Jahren (57.7 + 16.0).

Systemische Vaskulitiden: Patienten dieser Gruppe litten an einer primaren Vaskulitis
entsprechend den Kriterien der internationalen Chapel Hill Konsensuskonferenz zur
Nomenklatur der primaren Vaskulitiden.®"

In diese Gruppe wurden 19 Patienten eingeschlossen, deren Alter zwischen 23 und
87 Jahren lag. Das Alter der Patienten lag zwischen 23 und 87 Jahren (59.3 + 18.6
Jahre), die Geschlechterverteilung zeigte ein Uberwiegen von weiblichen Patienten
(12 weiblich / 7 mannlich).

Gesunde Kontrollpersonen: Diese Gruppe setzt sich aus Personen zusammen, die
an keiner Kollagenose erkrankt waren. Sie umfasst 13 Personen. Das Alter der
Probanden lag zwischen 27 und 56 Jahren. (35.0 + 8.0 Jahre: 7 weiblich / 6

mannlich).

Die ANOVA-Analyse hinsichtlich Alter und Geschlechtsverteilung zeigte, wie zu
erwarten, ein tendenziell alteres Patientenkollektiv in der Gruppe der Patienten mit
einer SSc im Vergleich zu Patienten mit SLE sowie zu gesunden Probanden (SLE vs.
SSc p < 0.001, HC vs. SSc p < 0.05). Ebenfalls zeigte sich in der SLE-Gruppe ein
hoherer Anteil an weiblichen Patienten im Vergleich zu SSc und HC (p < 0.02). Es
konnte keine Abhangigkeit zwischen dem Nachweis von Antinuklearen Antikdrpern
(ANA), Antikérpern gegen humane zerebrale mikroendotheliale Zellen (anti-
hCMEC/D3), Antikorpern gegen humane Fibroblasten (anti-HEK293) und dem Alter

der Patienten nachgewiesen werden (p jeweils > 0.05).
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2.2 Zellkultur

Wir verwendeten die mikroendotheliale zerebrale Zelllinie hCMEC/D3 (human
cerebral microvessel endothelial cell) und HEK293 (Human embryonic kidney,
Flbroblasten), welche in unserem Labor etabliert sind. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte bei 37°C und 5% CO,. Als Kulturmedium fur hCMEC/D3 verwendeten wir
Endothelial Cell Growth Media MV 2 (PromoCell, Heidelberg) mit 2.5% fetalem
Kalberserum (fetal calf serum, FCS, PromoCell). Als Kulturmedium fir HEK293
wurde RPMI1640 (Sigma, Steinheim) mit 10% FCS sowie L-Glutamin (4mmol/L,
Sigma, Steinheim) verwendet. Zur Vermeidung einer mikrobiellen Kontamination
setzten wir Penicillin (20.000 I.E./I, BiochromeAG, Berlin) sowie Streptomycin
(20mg/l, BiochromeAG) ein. Am 2. Tag nach Aussaat erfolgte die Erneuerung des
Mediums. Am 4. Tag nach Aussaat wurden die konfluenten Zellen im Verhaltnis 1:4
gesplittet. Das Splitten erfolgte nach Inkubation mit Trypsin (2.5 g/l, Gibco-Invitrogen,
USA) fur 3 Minuten bei 37°C.

2.3 IgG-Isolierung

Die Isolierung der IgG-Fraktionen erfolgte mittels einer 1 ml Protein G-Saule (Hi-
Trap, GE Healthcare Bio-Sciences, Schweden) aus Serum oder aus Plasmapherat.
Dazu wurden jeweils 3.5 ml Serum mit Glycinpuffer (0.1 mol/L, pH 9) im Verhaltnis

1 : 2 verdlnnt und in einer Geschwindigkeit von 1 ml/min Uber die Saule gegeben.
Anschliel3end erfolgte ein Waschschritt mit 5 ml Glycinpuffer (pH 9). Nun wurde das
gebundene IgG mit sauerem Glycinpuffer (0.1 mol/L, pH 2.7) zu 0.5 ml-Fraktionen
eluiert und die Absorption jeder Fraktionen bei 280 nm photometrisch bestimmt. Alle
Proben mit einer Absorption > 1.9 wurden zusammengefasst und fur 24 h gegen die
1000-fache Menge phosphatgepuffertes Kochsalz (phosphate buffered saline, PBS)
dialysiert. Das Dialysat wurde in dieser Zeit viermal erneuert. Die Bestimmung des
IgG-Gehaltes erfolgte nephelometrisch (Behring Nephelometer). Die Proben wurden
standardisiert mit PBS auf 6 g/L verdunnt, aliquotiert und bei -24°C aufbewahrt.
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2.4 Autoantikérperdiagnostik

Die Bestimmung Antinukledrer Antikorper (ANA) und Antineuronaler Antikorper

erfolgte mit einer Kombination aus Immunfluoreszenztest und Western Blot.

2.4.1 Indirekte Immunfluoreszenz

Zum Screening von ANA / Antineuronaler Antikorper wurden kommerziell erhaltliche
Objekttrager mit unfixierten Gefrierschnitten aus HEp2-Zellen / Primatenleber /
Kleinhirn (Euroimmun, Libeck) verwendet. Flir den ersten Reaktionsschritt wurden
die Gefrierschnitte fur 30 Minuten mit Patientenserum (Verdinnung 1:32 in PBS /
Tween 0.2%, Raumtemperatur) inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBS / Tween
0.2% erfolgte die erneute Inkubation mit FITC-markiertem anti-human IgG
(Verdinnung 1:75 mit PBS / Tween 0.2%, Dako, Hamburg) bei Raumtemperatur fir
erneut 30 Minuten. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Schnitte mit
Eindeckmedium und  Deckglasern  fixiert und unter einem  Zeiss
Fluoreszenzmikroskop beurteilt. Als Negativkontrollen dienten Schnitte, die nur mit
Puffer bzw. Serum gesunder Probanden inkubiert wurden. Als Positivkontrolle diente

Serum von Patienten mit definierten Antinukledren Antikorpern.

2.4.2 Western Blot

Die nachfolgende genauere Charakterisierung der nachgewiesenen Autoantikoérper
wurde mittels eines Western Blot mit rekombinanten Proteinen erreicht (EUROLINE:
ANA-Profil 3, Euroimmun, Lubeck). Hierfur wurden die Patientenseren im Verhaltnis
1:1000 in Probenverdinnungspuffer verdinnt und die Teststreifen mit 1.5 ml des
verdinnten Serums fur 30 Minuten inkubiert. Nach drei Waschschritten in
Waschpuffer folgte die Inkubation der Teststreifen mit 1.5 ml des gebrauchsfertigen
Alkalische Phosphatase (AP)-markierten anti-human IgG Konjugates fur 30 Minuten.
Nach erneutem dreimaligem Waschen in Waschpuffer wurden 1.5 ml des

gebrauchsfertigen Substrates (Chromogen-Substratiésung) zu jedem Streifen
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gegeben und fir 15 Minuten inkubiert. Die Reaktion wurde durch Spilen mit
destilliertem Aqua gestoppt und die positiven Reaktivitaten durch Vergleich mit dem
mitgelieferten Standard bestimmt. Mit Hilfe des Tests kdonnen Antikdrper gegen
NRNP/Sm, Sm, SS-A, Ro-52, SS-B, Scl-70, PM-Scl, Jo-1, Zentromer-Protein B,
PCNA, dsDNA, Nukleosomen, Histone, ribosomale P-Proteine sowie AMA-M2

bestimmt werden.

2.5 Nachweis von Antikdrpern gegen endotheliale
Oberflachenproteine

Um die Oberflachenbindung von Antikdrpern aus dem Serum von SLE,-
Sklerodermie,- und Vaskulitispatienten an hCMEC/D3 nachzuweisen und zu
vergleichen, wurden die Seren mittels Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence-
activated cell sorting) analysiert. Als nicht-endotheliale Kontroll-Zelllinie dienten
hierfur HEK293 (human embryonic kidney, Fibroblasten). Nach 24 h Wachstum in 6-
Well-Platten mit 10° Zellen / Well wurde zunéchst der Uberstand entfernt, 0.5 ml
FACS-Puffer (phosphate-buffered saline, 0,1% NaNs;, 1.0% fetal calf serum (FCS)) in
jedes Well gegeben, die Zellen mittels cell-scraper abgel6st, fur vier Minuten bei
1200 Umdrehungen / Minute (rpm) zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach
einem weiteren Waschschritt mit 1.5 ml FACS-Puffer erfolgte die Ausplattierung der
Zellen auf 96-Well-Platten in einer Konzentration von 10° Zellen / Well. Die Zellen
wurden nun fur 30 Minuten mit den humanen Patientenseren bzw. Serumkontrollen
in einer Endkonzentration von 1.5 g/L bei 4°C inkubiert und anschlielend zweimal
mit FACS-Puffer gewaschen. Nun erfolgte die Zugabe eines FITC-konjugierten
(Fluorescin-Iso-Thio-Cyanat) goat anti-human IgG Sekundarantikérpers (Dako,
Denmark) fur 20 Minuten (Verdinnung 1/75 in FACS-Puffer). Nach zwei weiteren
Waschschritten mit FACS-Puffer folgte die durchflusszytometrische Analyse mittels
eines FACScalibur (Becton Dickinson, Oxford). Jedes Experiment wurde zweimal
wiederholt.

Die Oberflachenbindung wurde als mittlere Fluoreszenz Intensitat (MFI) gemessen.
Die MFI der Kontrollseren wurde gemittelt und die Standardabweichung bestimmt.
Fur die Analyse der Patientenseren galt eine MFI groRer als der Mittelwert der

Kontrollen + 2.5-fache Standardabweichung als positiv.
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2.6 Expressionsanderung immunologisch relevanter Proteine

Die Expression bzw. Expressionsanderung endothelialer Differenzierungsmarker
erfolgte durchflusszytometrisch auf der mikroendothelialen zerebralen Zelllinie
hCMEC/D3. Hierzu wurden die Zellen (10°/ Well) fiir 24 h in kollagenbeschichteten
6-Well-Platten (Sarstedt, Numbrecht) ausgesat, bis ein konfluentes Wachstum
erreicht war. Nach 24 h Inkubationszeit und Austausch des Mediums gegen FCS-
freies Medium, erfolgte die Zugabe der IgG-Fraktionen von Patienten und gesunden
Kontrollen in einer Endkonzentration von 1.5 g/L. Um eine mogliche Zeitabhangigkeit
der Expressionanderung von Proteinen nachzuweisen, wurde jedes Experiment zu 4
Zeitpunkten durchgefuhrt: Nach einer Inkubationszeit von jeweils 3 h, 6 h, 12 h bzw.
24h wurde der Uberstand entfernt, 0.5 ml FACS-Puffer in jedes Well gegeben und
die Zellen mittels cell-scraper abgelost, zentrifugiert (vier Minuten, 1200 rpm) und der
Uberstand verworfen. Nach jeweils einem Waschschritt mit 1.5 ml FACS-Puffer
wurden die Zellen in einer Konzentration von 10° / Well auf eine 96-Well-Platte
ausplattiert. Nun erfolgte die Zugabe eines FITC-konjugierten (Fluorescin-lso-Thio-
Cyanat) bzw. eines unkonjugierten monoklonalen Primar-Antikorpers (verwendete
Konzentrationen siehe Tabelle 8) und die Inkubation fur 20 Minuten bei 4°C, gefolgt
von einem weiteren Waschschritt mit FACS-Puffer. Die mit einem unkonjugierten
Primarantikdrper behandelten Zellen wurden im Anschluss erneut fir 20 Minuten bei
4°C mit einem FITC-markierten Sekundar-Antikorper (Dako, Denmark) inkubiert,
gefolgt von einem erneuten Waschschritt mit FACS-Puffer. Im Anschluss wurde die
Expression bzw. Expressionsanderung folgender Proteine durchflusszytometrisch
analysiert: P-Selectin, Thrombomodulin, ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion Molecule
1), VCAM-1 (Vascular-Cell Adhesion Molecule 1), MHC (major histocompatibility
complex) Klasse | und Il, tissue factor, E-Selectin, VWF (von-Willebrand Faktor),
CD73 und t-PA (human tissue plasminogen activator).

Die Anderung der Proteinexpression wurde zum einen im Vergleich mit
unbehandelten Zellen bestimmt und zum anderen im Vergleich mit Zellen nach
Inkubation mit IlgG-Kontrollen. Jedes Experiment wurde nach 3 h, 6 h, 12 hund 24 h

durchgefuhrt und jeweils zweimal wiederholt.
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Tabelle 8: Liste der verwendeten Antikérper, der Herstellerfirma sowie der verwendeten

Konzentrationen

Antikorper Firma Verdiinnung
Mouse IgG isotyp control R & D Systems 1:50
+ram (rabbit-anti-mouse)
FITC
Purified anti-human CD 62 E | BD Pharmingen 1:50
(E- Selectin) + ram FITC
MHC | + ram FITC DAKO 1:50
VWF + ram FITC Abcam 1:100
Purified anti-human CD 73 + | BD Pharmingen 1:50
ram FITC
Tissue Plasminogen Fitzgerald industries int. 1:50
Activator (t-PA) MAb + ram
FITC
anti-hP-Selectin R & D Systems 1:50
Thrombomodulin CD 141 Chemicon internat. 1:50
FITC TEMECULA
Monoclonal mouse anti- DAKO 1:50
human CD 54, ICAM-1/FITC
VCAM 1 R & D Systems 1:50
MHC Il DAKO 1:50
FITC-conjugated American diagnostic inc. 1:50
anti-human tissue factor
2" antibody: Polyclonal DAKO 1:75
rabbit-anti-mouse
Immunglobulins/FITC
FITC-conjugated DAKO 1:75
anti-human IgG
FITC-conjugated goat DAKO 1:100

anti-human 1gG
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3. Statistik

Zur Uberprifung ihrer Signifikanz wurden Haufigkeitsvergleiche zwischen den
Gruppen mit Hilfe des Fisher's exact Tests, Titerunterschiede mit Hilfe des U-Tests
und Vergleiche sonstiger Werte mit Hilfe des ANOVA-Tests ermittelt.
Haufigkeitsvergleiche zwischen den Gruppen mit mehr als zwei Variablen wurden mit
dem Chi-Quadrat Test berechnet. Die Uberprifung der Altersabhangigkeit der
Antikoérperbildung wurde mittels Korrelationsprifung durchgefihrt.

Ein p < 0.05 galt als signifikant. Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben.
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4. Resultate

4.1 Klinische Befunde

4.1.1 Klinische Befunde der Patientengruppe mit Systemischem Lupus
erythematodes

Ein Grolteil der Patienten wies einen SLE auf (22/26) Ein Patient mit SLE wies
zusatzlich ein Guillain-Barré-Syndrom auf, zwei der Patienten mit SLE hatten
zusatzlich ein sekundares Sjogren Syndrom. 4/26 Patienten hatten einen zerebralen
Lupus erythematodes (zerebraler LE).

Die Gruppe der 12 Patienten mit SLE bzw. zerebralem LE (8 SLE / 4 zerebraler LE),
die fur neuroimmunologischen Funktionstest ausgewahlt wurde, unterschied sich
nicht hinsichtlich Alter und Geschlechtsverteilung (Alter: 44.92 + 12.06 Jahre: 12
weiblich / 0 mannlich) oder anderer klinischer Parameter von der Gesamtgruppe:
Antinukledre Antikdrper waren in 10/12 Patienten (83.0%) nachweisbar. Der Titer lag
zwischen 1/320 und 1/5120 (Median: 1/1600). In 7/12 Patienten zeigte sich in der
Immunfluoreszenz ein homogenes Bindungsmuster, bei zwei Patienten ein
granulares und bei einem Patienten ein nukleoldres Bindungsmuster. In 8/12
Patienten (66.0%) fanden sich Antikorper gegen Doppelstrang DNS (dsDNA).

Die epidemiologischen und klinischen Merkmale dieser Patienten sind in Tabelle 9

dargestellt.
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Tabelle 9: Klinische und immunologische Daten der Patienten mit SLE, die in die

immunologischen Funktionstests eingeschlossen wurden.

ANA: Antinukledre Antikérper, GBS: Guillain-Barré Syndrom, HEK293: humane embryonale

Nierenzellen (Fibroblasten), hCMEC/D3: humane zerebrale mikroendotheliale Zellen

Patient

Alter/
Geschlecht

SLE-Form

ANA

Oberflachen-
bindung
HEK293

Oberflachen-
bindung
hCMEC/D3

50 J.,w

Zerebraler
SLE

Homogener
ANA
> 1/1280,
dsDNA pos.

+

33J.,w

Zerebraler
SLE

Homogener
ANA
> 1/1280,
dsDNA pos.

28J.,w

Zerebraler
SLE

Homogener
ANA
> 1/1280,
dsDNA pos.

49J.,w

Zerebraler
SLE

neg.

49J.,w

SLE + GBS

Homogener
ANA
> 1/1280,
dsDNA pos.

45 J., w

SLE

Homogener
ANA
1/320

dsDNA pos.,

SS-A pos.,
SS-B-pos.

37J.,w

SLE

Homogener
ANA
> 1/1280,
dsDNA pos.
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62J.,w

SLE

neg.

68 J., w

SLE

Nukleolarer
ANA
1/320

10

37J.,w

SLE

Granularer
ANA
1/1280,
dsDNA pos.,
RNP-Sm-
pos.

11

48 J., w

SLE, Sjogren

Granularer
ANA
1/2560

12

32J.,w

SLE

Homogener
ANA
1/5120,
dsDNA pos.

n=12

12w / Om

ANA-Titer
Median:
1/1600

3/12 +
9/12 -

10/12 +
2/12 -
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4.1.2 Klinische Befunde der Patientengruppe mit Systemischer
Sklerodermie

Die Mehrzahl der Patienten litt an diffuser kutaner Systemischer Sklerodermie
(dcSSc) (15/29), die zweitgrofte Gruppe stellten Patienten mit limitiert kutaner
Systemischer Sklerodermie dar (11/29). Daneben liefl3 sich eine Gruppe mit Sharp-
Syndrom bilden (3/29).

Die Gruppe der 13 Patienten mit dcSSc bzw. I[cSSc, die fur die
neuroimmunologischen Funktionstests ausgewahlt wurde, unterschied sich nicht
hinsichtlich Alter und Geschlechtsverteilung (Alter: 57.7 + 16.0 Jahre: 10 weiblich / 3
mannlich) oder anderer klinischer Parameter von der Gesamtgruppe.

Antinukleare Antikdrper (ANA) waren bei 12/13 Patienten nachweisbar (92.3%). Die
Titer lagen zwischen 1/160 und 1/2560 (Median: 1/1123).

Bei 6/12 Patienten zeigte sich in der Immunfluoreszenz ein zentromeres
Bindungsmuster, bei 3/12 Patienten ein nukleolares und bei 1/12 Patienten ein
homogenes Bindungsmuster. Bei 2/12 ANA-positiven Patienten konnte ANA nicht
naher klassifiziert werden.

Die epidemiologischen und klinischen Merkmale dieser Patienten sind in Tabelle 10

dargestellt.
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Tabelle 10: Klinische und immunologische Daten der Patienten mit Sklerodermie, die in die

neuroimmunologischen Funktionstests eingeschlossen wurden

ANA: Antinukledre Antikdrper, dcSSc: diffus kutane Systemische Sklerodermie, IcSSc:

limitiert kutane Systemische Sklerodermie, PNP: Polyneuropathie, HEK293: humane

embryonale Nierenzellen (Fibroblasten), hCMEC/D3: humane zerebrale mikroendotheliale

Zellen

Patient

Alter/
Geschlecht

Sklerodermie

Form

ANA

Oberflachen-
bindung
HEK293

Oberflachen-
bindung
hCMEC/D3

13J., m

dcSSc

neg.

69 J.,w

IcSSc + PNP

Zentromerer
ANA
1/640

70J., w

IcSSc + PNP

ANA
1/1000,
SS-A schwach
positiv,
Zentromer ANA

neg.

65J., m

IcSSc + PNP

Zentromerer
ANA
1/640

51J.,w

dcSSc

Nukleolarer
ANA
1/1280,
Scl-70

61J.,w

dcSSc

Nukleolarer
ANA
1/2560,
Scl-70 pos.,
Jo-1 pos.

57 J.,w

dcSSc

Homogener
ANA
1/640,
Scl-70 pos.
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8 59 J.,w IcSSc Zentromerer - +
ANA
1/1280,
9 65J.,w Inkomplette Zentromerer - +
IcSSc ANA
1/640
10 67J., m IcSSc Nukleolarer - -
ANA
1/320
11 67J.,w IcSSc Zentromerer, - +
feingesprenkelter
ANA
1/3200
12 76 J., w IcSSc Zentromerer - -
ANA
13 43 J., w. dcSSc, V.a. ANA + -
zerebrale 1/160
Beteiligung
n=13 10w / 3m ANA-Titer 4/13+ 6/13+
Median: 1/1123 9/13- 7/13-
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4.2 Autoantikérperbefunde

Alle 26 Patienten mit Lupus erythematodes und alle 29 Patienten mit Systemischer
Sklerodermie wurden hinsichtlich des Auftretens von ANA und anti-hCMEC/D3
Antikorpern untersucht. In einem ersten Schritt wurden hierfur alle Seren mit Hilfe der
indirekten Immunfluoreszenz auf Autoantikdrperbindung uberprift. Im folgenden
Schritt wurden die nachgewiesenen Autoantikorper mittels Western Blot Technik

genauer klassifiziert.

4.2.1 Antinukleare Antikdrper (ANA)

Antinukleare Antikorper in der 26 Patienten umfassenden Gesamt-SLE Gruppe
lieRen sich bei 23/26 (88.0%) der Patienten nachweisen. Die Titerstufen reichten von
1/160 bis 1/10000.

ANA in einer relevanten Titerstufe von >1/80 in der 29 Patienten umfassenden SSc-
Gruppe lieRen sich bei 28/29 (96.6%) Patienten nachweisen. Die Titer lagen
zwischen 1/80 und 1/10240.

In der Gesundenkontrollgruppe lieBRen sich keine signifikanten ANA-Titer

nachweisen.

4.2.2 Anti-Zerebrale-Mikroendotheliale Antikorper (anti-hCMEC/D3)

Autoantikorper gegen hCMEC/D3 waren in 21/26 Patienten (80.8%) mit einem SLE
nachweisbar. 20/23 (87.0%) ANA-positive Patienten waren zusatzlich anti-
hCMEC/D3 Antikorper positiv. In zwei ANA-negativen Seren lieRen sich trotzdem
Antikérper gegen hCMEC/D3 nachweisen. Bei einem Patienten lieRen sich keine
ANA und keine anti-hCMEC/D3 nachweisen.
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Aus der Gruppe von 12 SLE-Patienten flr die neuroimmunologischen Tests waren
10/12 (83.3%) Patienten anti-hCMEC/D3 positiv.

Bei 19/29 (65.5%) Patienten mit SSc waren Autoantikorper gegen hCMEC/D3
nachweisbar. 18/28 (64.2%) ANA-positiven Seren wiesen zusatzlich anti-hCMEC/D3
Antikorper auf, 10/28 (35.7%) ANA-positiven Seren waren anti-hCMEC/D3-negativ.
Ein ANA-negativer Patient war auch anti-hCMEC/D3 Antikorper negativ, bei einem
ANA-negativen Patienten fanden sich trotzdem Antikorper gegen hCMEC/D3.

Aus der Gruppe von 13 SSc-Patienten flr die neuroimmunologischen Tests waren
6/13 (46.2%) Patienten anti-hCMEC/D3 positiv.

Es lieRen sich keine signifikanten Unterschiede der Antikorperbindung an hCMEC/D3
zwischen SLE-Patienten und Sklerodermie-Patienten feststellen (p > 0.05, Abbildung
1). Seren von Patienten mit SLE oder SSc waren signifikant haufiger Antikdrper
positiv auf hCMEC/D3 als Seren von Patienten mit einer Vaskulitis (2/19, 10.5%,
Abbildung 1).

In keinem der gesunden Kontrollseren (0.0%) lieRen sich Antikérper gegen
hCMEC/D3 nachweisen.

46



p<0.0001

p>0.05
100+ -_—
804
S
= 60-
O
<
QO 404
©
o
204
0

SLE  SSc Vaskulits HC

Abbildung 1: Nachweis von anti-hCMEC/D3 Antikoérpern in Patienten mit SLE, SSc, primarer
Vaskulitis und gesunden Kontrollen (HC): SLE und SSc Seren sind haufiger anti-hCMEC/D3
Antikorper positiv als Seren von Patienten mit primaren Vaskulitiden * p<0.0001.

Es bestehen keine Unterschiede in der Antikérperbindung an hCMEC/D3 zwischen SLE-
Seren und SSc-Seren (p>0.05).
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4.2.3 Antikorper gegen humane Fibroblasten (anti-HEK293)

Antikdrper gegen HEK293 fanden sich in 10/26 Patienten (38.5%) mit einem SLE
und in 12/29 Patienten (41.4%) mit einer Sklerodermie. Von den 12 Patienten mit
einem SLE und den 13 Patienten mit einer Sklerodermie, die fir die
neuroimmunologischen Funktionstests ausgewahlt wurden, waren 3/12 Patienten mit
einem SLE (25%) bzw. 4/13 Patienten mit einer Sklerodermie (30.8%) positiv fur anti-
HEK293 Antikorper.

Sera von Patienten mit SLE oder Sklerodermie waren ebenfalls signifikant haufiger
Antikorper-positiv auf HEK293 als Sera von Patienten mit einer Vaskulitis (1/19,
5.3%, Abbildung 2).

1/13 (7.7%) Patienten der gesunden Kontrollgruppe zeigte anti-HEK293 Antikorper.

100+
p<0.0001
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T

p>0.05

)
T

N
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ol I

SLE  SScl Vaskulits HC

Abbildung 2: Nachweis von anti-HEK293 Antikdrpern in Patienten mit SLE, SSc, primarer
Vaskulitis und gesunden Kontrollen (HC): SLE und SSc Seren sind haufiger anti-HEK293
Antikérper positiv als Seren von Patienten mit primaren Vaskulitiden * p<0.0001.

Es bestehen keine Unterschiede in der Antikdrperbindung an HEK293 zwischen SLE-Seren
und SSc-Seren (p>0.05).
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4.3 Expressionsdnderung immunologisch relevanter Proteine

Wir untersuchten die Expression von P-Selectin, Thrombomodulin, ICAM-1 (Inter-
Cellular Adhesion Molecule 1), VCAM-1 (Vascular-Cell Adhesion Molecule 1), MHC
(major histocompatibility complex) Klasse | und Il, tissue factor, E-Selectin, vWF (von
Willebrand Faktor), CD73 und t-PA (human tissue plasminogen activator). Gemessen
wurde jeweils nach Inkubation mit aufgereinigten 1gG-Fraktionen von 12 Patienten
mit SLE und 13 Patienten mit SSc sowie 13 gesunden Probanden (Kontroll-Gruppe)
zu den Zeitpunkten 3h, 6h, 12h und 24h.

Beim Vergleich der SLE-Patienten mit den SSc-Patienten und der Kontroll-Gruppe
fand sich kein statistisch signifikanter Unterschied in der Expression der oben
genannten Proteine zu den Zeitpunkten 6h, 12h und 24h.

Nach 3h Inkubation mit den aufgereinigten IgG-Faktionen der oben genannten
Gruppen zeigten sich  statistisch  signifikante  Unterschiede fur die
Expressionsanderung von tissue factor. Es kam zu einer Hochregulierung von tissue
factor durch Sklerodermie Seren. Durch Lupus-Seren hingegen liel® sich nach
Inkubation flr 3h kein signifikanter Effekt auf tissue factor nachweisen (SSc-IgG:
6.68% £ 5.23%; HC-IgG: 1.08% + 2.84%, p < 0.01; SLE-IgG: 1.55% + 3.94%, p <
0.05, Abbildung 3). Dieser Effekt war nach 6h Inkubation mit den verschiedenen 1gG-
Fraktionen bereits nicht mehr nachweisbar (HC-IgG -1.70% + 3.29%; SLE-IgG 2.43%
1 6.78%; SSc-IgG 1.51% % 4.13%, p > 0.05, Abbildung 4). Die Werte sind jeweils
ausgedruckt als Differenz zum Ausgangswert.

Diese Effekte zeigten keine Korrelation zum Vorhandensein von ANA oder anti-
hCMEC/D3 Antikdrpern (Abbildung 5).
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Abbildung 3: Anderung der Expression von tissue factor (TF) auf humanen zerebralen
mikroendothelialen Zellen (hCMEC/D3) nach Inkubation mit IgG-Fraktionen von gesunden
Kontrollpersonen (HC), Patienten mit Systemischem Lupus erythematodes (SLE) und
Patienten mit Systemischer Sklerodermie (SSc): Die Expression von TF wird nach 3h
Inkubation mit SSc-IgG im Vergleich zu HC-IgG (p < 0.01) und zu SLE-IgG hochreguliert (p <
0.05).
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Abbildung 4: Anderung der Expression von tissue factor (TF) auf humanen zerebralen
mikroendothelialen Zellen (hCMEC/D3) nach Inkubation mit IgG-Fraktionen von gesunden
Kontrollpersonen (HC), Patienten mit Systemischem Lupus erythematodes (SLE) und
Patienten mit Systemischer Sklerodermie (SSc) fiir 6h: Die Expression von TF zeigt nach 6h
Inkubation mit HC-IgG, SLE-IgG und SSc-IgG keine signifikante Anderung (p > 0.05).
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Abbildung 5: Es besteht keine Korrelation zwischen den Effekten durch SSc-IlgG und SLE-
IgG und dem Nachweis von Antinuklearen Antikérpern (ANA) und Antikorpern gegen
hCMEC/D3 (p jeweils > 0.05).
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5. Diskussion

5.1 Die Heterogenitat des Endothels

Es ist inzwischen vielfach belegt, dass zwischen Endothelzellen der grolen Gefalle
und der mikrovaskularen Strombahn grundlegende Unterschiede bestehen. Sie
zeigen unterschiedliche Anforderungen an das Wachstum in vitro.'® Es bestehen
Unterschiede in der Prostaglandinsynthese: Wahrend Prostaglandin I, (PGly) das
Hauptprodukt des Arachidonsaurestoffwechsels in makrovaskularem Endothel
darstellt, zeigten Charo et al., dass PGI, im Arachidonsaurestoffwechsel von
humanen mikroendothelialen Vorhautzellen eine untergeordnete Rolle spielt. "’

Ein weiterer Unterschied liegt in der Fahigkeit rohrenformige, gefaRahnliche Gebilde
in vitro zu bilden."®® Kubota et al. zeigten, dass HUVEC unter Entzug von
Wachstumsfaktoren nach 6-12 Wochen begannen, roéhrenférmige Strukturen
auszubilden. Bei hDMEC dauerte dieser Prozess nur eine Woche. Mikrovaskulare
Zellen weisen einen zu makrovaskularem Endothel unterschiedlichen
immunologischen Phanotyp auf. Swerlick et al. untersuchten hierzu das Vorkommen
von CD36 auf HUVEC und auf hDMEC. Wahrend sich bei HUVEC kein Nachweis
von CD36 erbringen lies, zeigte sich an hDMEC in der indirekten Immunfluoreszenz
und in der Durchflusszytometrie eine Oberflichenexpression von CD36.'%
Desweiteren bestehen Unterschiede in der Expression von Adhasionsmolekulen.
U.a. seien hier die konstitutiv niedrigere ICAM-1 Expression auf der Zelloberflache
von HUVEC im Vergleich zu hCMEC/D3 genannt. "%

Es finden sich zahlreiche Studien, die das Verhalten von HUVEC als Vertreter von
Endothel der grolRen Gefalle und hDMEC als exemplarische Zelllinie des
mikrovaskularen Endothels vergleichen. So setzen Swerlick et al. z.B. die Expression
von VCAM-1 auf hDMEC in Beziehung zur Expression von VCAM-1 auf HUVEC.™"’
Es bestehen auch klare Hinweise, dass es Unterschiede innerhalb des
mikrovaskularen Endothels aus verschiedenen Stromgebieten gibt. So ist z.B.
bekannt, dass IFN-a auf hDMEC zu einer Hochregulierung von MHC-Klasse | fuhrt.
Es ist aber noch nicht geklart, ob IFN-a vergleichbar an hBMEC wirkt.'*
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Die Mehrzahl der Studien vergleicht zudem die Zelllinien in Bezug auf ihr Verhalten

unter dem Einfluss proinflammatorischer Zytokine wie IFN-a, IFN-y, TNF-a oder IL-1.

Die Auswirkungen von IgG-Fraktionen aus SLE-Seren und SSc-Seren an einer

zerebralen mikroendothelialen Zelllinie wurden bisher noch nicht untersucht.

In meinen Versuchen wurde daher erstmals die immortalisierte humane zerebrale

mikroendotheliale Zelllinie hCMEC/D3 verwendet, mit dem Ziel,

1. spezifische Autoantikdrper gegen Oberflachenproteine von hCMEC/D3 im
Serum von Patienten mit SLE und SSc nachzuweisen,

2. die Regulierung der Expression verschiedener Oberflachenproteine durch IgG-
Fraktionen aus Seren von Patienten mit SLE oder SSc an dieser speziellen

Endothelform genauer zu charakterisieren und zu vergleichen.

5.2 Autoantikbrper gegen humane zerebrale mikroendotheliale
Zellen (anti-hCMEC/D3) bei Patienten mit Systemischem
Lupus erythematodes, Systemischer Sklerodermie und
primaren Vaskulitiden

Seit ihrer Erstbeschreibung vor rund 30 Jahren sind anti-Endotheliale Autoantikorper
(AECA) Gegenstand zahlreicher Studien. AECA sind eine heterogene Gruppe von
Antikdrpern, die spezifisch Proteine und Moleklle von Endothelzellen erkennen. Sie
kommen bei verschiedensten Krankheiten vor, die eine Gefalbeteiligung aufweisen
wie z. B. Kollagenosen, Vaskulitiden und Atherosklerose.
Trotz intensiver Studien ist ihre genaue Rolle innerhalb der Pathogenese der
einzelnen Krankheitsbilder noch immer nicht im Detail verstanden. Es ist unklar, ob
AECA im Krankheitsgeschehen lediglich ein Epiphdanomen darstellen oder ob sie
direkte Induktoren der endothelialen Dysfunktion und des endothelialen Schadens
sind. Dennoch gibt es einige Hinweise, Uber welche Mechanismen AECA mit dem
Endothel interagieren. Im Einzelnen sind dies Endothelzellaktivierung, Antikorper-
vermittelte Zelltoxizitat, Komplement-abhangige Zelltoxizitat und Apoptoseinduktion.
Beim Nachweis von AECA bestehen grundlegende Probleme, die zur Folge haben,
dass eine breite Streuung bezuglich der Pravalenzangaben von AECA bei SLE, SSc
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und Vaskulitiden in der Literatur besteht: Es besteht keine standardisierte
Nachweismethode von AECA. Die am weitesten verbreitete Methode zum Nachweis
von AECA stellt der ELISA dar, daneben werden aber auch Immunoblotting-
Verfahren, der Radioimmunoassay und die Durchflusszytometrie, wie in meiner
Studie, angewendet. Die Angaben der Pravalenz von AECA bei SLE reicht von 15%-
88%'2, bei SSc von 22%-86%'"® und bei Patienten mit ANCA-assoziierten
Systemischen Vaskulitiden von 0%-100%.""*

Youinou et al. pladierten deshalb dafur, fur Forschungszwecke eine Kombination aus
komplementaren Verfahren (ELISA, FACS, Western-Blot) einzusetzten, wahrend fur
die klinische Diagnostik ein standardisiertes ELISA-Verfahren entwickelt werden
misse. '

Wie Renaudineau et al. zeigten, ist die AECA-Pravalenz abhangig vom eingesetzten
Substrat: Mikroendotheliale Zellen weisen ein von makroendothelialen Zellen
abweichendes Muster an Oberflachenproteinen auf. Ein negativer Nachweis von
AECA kann somit auf das Nichtvorhandensein von bestimmten Zielantigenen auf
dem verwendeten Substrat zuruckzufuhren sein. Renaudineau et al. schlagen
deshalb vor, verschiedene Endotheltypen simultan zum Autoantikdrpernachweis zu
verwenden, um so falsch-negative Ergebnisse zu eliminieren.'®

Ein weiteres wichtiges Kriterium ist, ob fir die Versuche fixierte oder unfixierte
Endothelzellen verwendet werden. Der Fixationsprozess fuhrt zur Permeabilisierung
der Endothelzell-Membran und damit zum Austreten intrazellularer Zellkomponenten.
Ein Teil der gemessenen AECA-Aktivitat kdnnte auf diesen Prozess zuruckzuflhren
sein. Einige Gruppen pladieren daher daflr, ELISA nur mit unfixierten Zellen
durchzufiihren.""’

Zur Pravalenz von AECA gegen humane zerebrale mikroendothelialen Zellen gibt es
bisher keine Studien. In meinen Versuchen fanden sich AutoantikGrper gegen
hCMEC/D3 bei 80.8% der Patienten mit SLE und bei 65.5% der Patienten mit SSc.
Zwischen diesen beiden Krankheitsgruppen lie3 sich kein Unterschied der
Antikdrperbindung an hCMEC/D3 festmachen. Auffallig abweichend hingegen zeigte
sich die Reaktivitdt von AECA aus Vaskulitis-Patienten gegen hCMEC/D3. Nur bei
10.5% der Patienten mit einer Systemischen Vaskulitis war eine Antikdrperbindung
an hCMEC/D3 festzustellen. 0.0% der gesunden Kontrollen zeigten anti-hCMEC/D3
Antikorper.
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5.3 Zerebrales mikrovaskulares Endothel und Hamostase bei
Kollagenosen

Das vaskulare Endothel stellt eine dynamische Oberflache dar, die im gesunden
Zustand nonadhasiv und nonthrombogen gegenuber dem Blutstrom und den
Blutkomponenten wirkt. Die Bildung von Adhasionsmolekilen bzw. die Synthese
prokoagulativer Proteine an der Endothelzelloberflache als Antwort auf
inflammatorische Stimuli durch Zytokine oder durch bakterielle Lipopolysaccharide
(LPS) bzw. als Folge von Scheerstress, ist bekannt.®* Eine zentrale Bedeutung
innerhalb dieser prokoagulativen Situation hat hierbei die Bildung von tissue factor
(TF). Dieser spielt sowohl eine Schlusselrolle in der direkten Aktivierung des
extrinsischen Weges der Gerinnungskaskade als auch indirekt, innerhalb des
intrinsischen Weges der Gerinnungskaskade, Uber die Faktor VIl-abhangige
Aktivierung von Faktor IX.

TF ist ein transmembranes Glykoprotein, das der Zytokin-Rezeptor-Klasse-II-Familie
angehort. Die extrazellulare Domane des TF dient als Rezeptor fur Faktor VII
(Vlla).""® Unter normalen, physiologischen Umstianden wird Faktor VII nicht
gegenuber TF exponiert. Wird allerdings die Endothelzelloberflache verletzt und
somit subendotheliale Strukturen freiliegend oder wird das Endothel zur Bildung von
TF auf der Zelloberflache angeregt, so kommt es zur Interaktion von TF mit Faktor
Vlla und damit zur Initiation der Gerinnungskaskade: Der TF:FVIla-Komplex initiiert
dabei die Konversion von Faktor IX und Faktor X zu den aktivierten Faktoren IXa und
Xa. Diese Faktoren fuhren zur Bildung von Thrombin, zur Fibrin-Ablagerung und zur
Plattchen-Aktivierung.

TF kommt auf der Oberflache zahlreicher Zelltypen vor, darunter glatte Muskelzellen,
Monozyten und der tunica media des Endothels." In vivo ist TF auf Endothelzellen
normalerweise nicht detektierbar. Osterud und Bjorklid konnten zeigen, dass
inflammatorische Zytokine und angiogenetische Faktoren, wie vascular endothelial
growth factor (VEGF), zur Expression von TF-mRNA fluhren oder TF an der
Endothelzelloberflache induzieren kdénnen und so zu einer prokoagulativen

Gerinnungssituation fiihren.'?
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Des Weiteren ist bekannt, dass akute und chronische Infektionen, sowie
neoplastische Erkrankungen und septische Zustande zur TF Expression in vivo
fiihren.3

Die TF Expression ist gewebespezifisch: So bestehen im Herzmuskel eine hohe TF-
Expression durch Kardiomyozyten bzw. im Gehirn durch Astrozyten. Dadurch scheint
ein zusatzlicher hamostatischer Schutz dieser Gewebe gewahrleistet zu werden. In
der Sklelettmuskulatur hingegen werden nur geringe TF-Levels erreicht. !

Zwar wurden die meisten Erkenntnisse Uber die TF Expression in vivo an
mikrovaskuldren Zellen gewonnen'?'# dennoch wurde die Mehrheit der in vitro
Experimente an endothelialen Zellen im Zusammenhang mit TF an makrovaskularem
Endothel durchgefiihrt,24:12°:126.127.128.129.130 nemgegeniiber gibt es vergleichsweise
wenige in vitro Studien zur Regulierung von TF an humanen mikroendothelialen
Zellen.®" 3219 Hierfiir wurden human microvascular endothelial cells (HMVECs),
human vascular smooth muscle cells (human vascular SMC) und human dermal
microendothelial cells (hDMECs) eingesetzt. Im Zusammenhang mit hDMECs konnte
der Einfluss von TNF-a auf die Expression von TF nachgewiesen werden, wobei sich
nach 6h Inkubationszeit ein Maximum der TF-Expression zeigte.119

In der vorliegenden Arbeit konnten nun Erkenntnisse tber die Regulierung von TF an
hCMEC/D3s im Zusammenhang mit Kollagenosen gewonnen werden.

SLE ist eine Autoimmunerkrankung, die mit einem erhohten Risiko fur Thrombosen
sowohl in vendsen als auch in arteriellen GefalRabschnitten assoziiert ist. Die
Mechanismen im Einzelnen sind nicht geklart, als mdgliche Ursachen werden die
Inhibition von Protein C'?, Veranderungen innerhalb der Kaskade der Fibrinolyse'*,

135 6 und die

eine veranderte Thrombozytenfunktion =, eine Hyperhomozysteinéimie13
Induktion von TF auf Endothelzellen diskutiert.®> 1%

Tannenbaum et al. inkubierten 1986 HUVEC mit Hitze-aggregiertem IgG (HA-IgG)
aus SLE-Serum und konnten dabei einen dosisabhangigen Zusammenhang fir die
prokoagulative Aktivitat der HUVEC feststellen. In diesem Experiment trat eine
prokoagulative Aktivitdt 2h nach Inkubation von HA-IgG mit HUVEC auf, nach 6h
zeigte diese ihre hdchste Aktivitat. Nach langeren Inkubationszeitpunkten war ein
kontinuierliches Absinken der prokoagulativen Aktivitat zu verzeichnen, nach 24h HA-
IgG Inkubation war wieder das basale Aktivitatslevel erreicht. Die prokoagulatorische

Aktivitat wurde hierbei durch einen einstufigen Clotting-Assay ermittelt.®°
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Kornberg et al. untersuchten, ob eine Assoziation zwischen anti-p2-glycoprotein-I
Antikérpern bzw. AECAs aus einem Patienten mit Takayasu-Arteriitis und der TF-
Expression in Endothelzellen (HUVEC) besteht. Dabei zeigte sich eine
Dosisabhangigkeit und eine Zeitabhangigkeit fur die TF-Aktivitat, die TF-Antigen-
Produktion und die TF-mRNA-Produktion. Auch in diesen Versuchen erreichte die
TF-Aktivitat nach 8h Inkubationszeit ein Maximum, um nach 24h auf einen
Aktivitatslevel vergleichbar zum Zeitpunkt vor der Inkubation zuruckzufallen. Die
Aktivitat wurde hierbei mittels einer modifizierten Prothrombinzeit beschrieben.
Hasselaar et al. gelang es in vitro zu zeigen, dass IgG aus AECA-positiven SLE-
Seren eine TF-Expression in HUVEC induzieren konnte. Allerdings war dies nur
unter Vorinkubation der HUVEC mit TNF-a méglich.'®® Fiir AECA-positive Seren bei
SSc konnte dieser Effekt bisher nicht nachgewiesen werden.

In meinen Versuchen mit hCMEC/D3 war zu keinem der gemessenen Zeitpunkte ein
Einfluss der IgG-Fraktionen der SLE- Seren auf die TF-Expression nachzuweisen.
Dies kann verschiedene Ursachen haben: Die Protein-Expression wurde nach 3, 6,
12 und 24 Stunden bestimmt, eine sehr frihe oder zwischen 12 und 24 Stunden
auftretende Expressionsanderung ware damit nicht zu erfassen. Allerdings wurde in
den o.g. Studien eine veranderte Proteinexpression bereits zwischen 2 und 6
Stunden festgestellt, also zu Zeitpunkten, die in meiner Studie auch bertcksichtigt
wurden. Eine andere mogliche Erklarung ist, dass die TF-Expression nicht auf
MRNA-Ebene, sondern nur auf Protein-Ebene gemessen wurde. So kdnnten
Veranderungen auf mMRNA-Level nicht erfasst werden. Jedoch wird mit
Veranderungen der Expression auf Protein-Ebene, an der Zelloberflache, eine
mogliche Einflussnahme auf koagulatorische Prozesse sicherlich besser dargestellt.
Eine weitere mdogliche Erklarung ist, dass in den oben beschriebenen Studien
HUVEC, also makrovaskulares Endothel, als Zielzellen verwendet wurden. In der hier
vorliegenden Studie wurde hCMEC/D3 als mikrovaskulares zerebrales Endothel
verwendet, das wahrscheinlich anders als makrovaskulares Endothel reagiert.

Auch die Systemische Sklerodermie hat Auswirkungen auf das balancierte System
von Fibrinolyse und Koagulation. Wie oben ausfuhrlich beschrieben, besteht bei
Sklerodermiepatienten eine Dysregulation des vaskuldren Remodellings: es kommt
zu einer Hochregulierung von vasokonstriktorischen, mitogenen, thrombogenen und
proinflammatorischen Faktoren bei gleichzeitiger Herabregulierung

vasodilatatorischer Faktoren, anti-thrombogener Faktoren und anti-mitotischer
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Faktoren. Die unmittelbaren Folgen dieser Vaskulopathie sind Vasokonstriktion,
Proliferation der Intima und Adventitia, Inflammation, Thrombose und
Gewebeischamie.’*® Ames et al. untersuchten 1997 in 26 SSc Patienten das
Vorkommen einer Reihe von Hamostase-relevanten Faktoren und Fibrinolyse-
relevanten Faktoren:'" Wie in vorangehenden Studien zeigten sich auch hier
erhdhte Werte von VWF und Fibrinogen.*?'*® Eine erhohte vVWF-Expression konnte
in meinen Versuchen nicht reproduziert werden. Bezuglich der fibrinolytischen
Veranderungen zeigen sich in verschiedenen Studien kontroverse Ergebnisse: Ames
et al. wiesen eine supprimierte fibrinolytische Aktivitat in den untersuchten SSc-Seren
nach, gemessen an einer defizienten t-PA Sezernierung und erhdéhten plasma
activator inhibitor (PAI) Levels. Andere Studien dagegen zeigten eine erhOhte
Aktivitat der Fibrinolyse'**, bzw. eine normale Fibrinolyse in vivo'™® und in vitro.'®

In meinen Versuchen konnte zu keinem der gemessenen Zeitpunkte eine
Veranderung der t-PA Expression festgestellt werden. Auch fur Thrombomodulin, ein
weiteres untersuchtes fibrinolytisches Protein, konnte hierbei keine signifikante
Veranderung zu den 4 Messzeitpunkten festgestellt werden.

Es ist sicherlich in Frage zu stellen, inwieweit die angewandten Techniken, etwa die
Messung der fibrinolytischen Aktivitat in dermalen GefaRen nach Histamininjektion
bei SSc-Patienten bei Matucci-Cerinic et al. mit der in meiner Studie angewandten
Messtechnik auf Proteinebene vergleichbar sind. Aus den o.g. Studien geht hervor,
wie kontrar die Ergebnisse bezuglich der fibrinolytischen Veranderungen bei SSc
sind. Ein Erklarungsansatz fur meine Ergebnisse kdnnte sein, dass sich hCMEC/D3
unter dem Einfluss von SSc-IgG abweichend von dermalen Gefal3zellen verhalten
und unter dem Stimulus von SSc-IgG eher eine prothrombotische Tendenz zeigen.

In der Literatur finden sich bis dato keine Ergebnisse in Bezug auf TF und die
Wirkung von IgG-Fraktionen aus SSc-Seren auf seine Expression an hCMEC/D3.

In der vorliegenden Studie konnte erstmals dargestellt werden, dass sich nach 3h
Inkubation mit SSc-IgG, in Kontrast zur Inkubation mit SLE-IgG und Kontroll-IgG,
eine erhohte TF-Expression an hCMEC/D3 zeigte. Es liegt somit ein Hinweis auf eine
prokoagulatorische Wirkung auf mikrovaskulares zerebrales Endothel durch IgG-
Faktionen von Patienten mit einer SSc vor. Die erhdhte Expression von TF durch
SSc-IgG ist ein mogliches Zeichen einer direkten pathogenen Wirkung der
Autoantikorper auf zerebrales mikrovaskulares Endothel, unabhangig von

synergistischen Effekten z.B. durch inflammatorische Zytokine wie TNF-a.
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5.4 Endothel und die Expression von MHC-Klasse | Antigen und
MHC-Klasse Il Antigen bei Kollagenosen

Die Interaktion zwischen Leukozyten und dem Endothel, insbesondere innerhalb des
mikrovaskularen Endothels, spielt eine wichtige Rolle in der Initierung und der
Regulierung inflammatorischer Prozesse.

Damit das Immunsystem infizierte, entartete Zellen von ,gesunden® Zellen
differenzieren kann, prasentieren nahezu alle kernhaltigen Zellen des Organismus
Uber den MHC-Klasse-| Proteinkomplex kérpereigene und fremde Proteine auf ihrer
Oberflache. Ist eine Zelle infiziert oder mutiert und exprimiert die Zelle kérperfremde
Peptide als Teil des MHC | Proteinkomplexes, so werden zytotoxische T-
Lymphozyten (CD8") aktiviert und die betroffene Zelle eliminiert.

Uber den MHC-Klasse Il Weg kdénnen T-Helferzellen (CD4") die Produktion
spezifischer Antikérper induzieren und Phagozyten stimulieren. MHC-Klasse-ll
Proteine werden auf der Oberflache spezieller Zellen des Immunsystems,
sogenannter Antigen-Prasentierender Zellen (APCs) dargeboten.

Van Dorp et al. stellten 1989 fest, dass es nach einer Cytomegalievirus (CMV)-
Infektion zu einer Expressionssteigerung des MHC-Klasse | Proteins auf HUVEC
kommt und konnte dies klar auf IFNa zuruckfuhren. Ein Anstieg der MHC-Klasse |l
Proteine war dabei nicht zu verzeichnen. '

Nguyen at al. konnten diese Beobachtung 2001 auch an hDMEC machen:'% Es
zeigte sich eine dosisabhangige und zeitabhangige Expressionssteigerung fur MHC
Klasse |. Der Effekt durch IFN-a war am deutlichsten nach 48h Inkubation. Ahnliche
Ergebnisse wurden fur IFN-y auf MHC Klasse | beobachtet. Wahrend TNF-a und
IFN-a keinerlei Effekte auf MHC Klasse |l erzielten, konnte IFN-y die MHC Klasse |l
Expression an hDMEC deutlich steigern. Innerhalb dieser Studie wurde die These
aufgestellt, dass INF-a die Ursache fur den vaskularen Schaden, vor allem auf
mikroendothelialer Ebene bei SLE sei, indem es die MHC-Klasse |-Expression
hochreguliere.

In der hier vorliegenden Studie war zu keinem der gemessenen Zeitpunkte eine
Veranderung der Expression von MHC-Klasse | oder Klasse || an hCMEC/D3
nachzuvollziehen. Dafur sind mehrere Erklarungsansatze moglich: Zum Einen kdnnte

dies an der Wahl meiner Messzeitpunkte nach 3h, 6h, 12h und 24 h liegen. In den
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0.g. Studien zeigten sich Veranderungen der MHC Klasse | Expression erst ab 24h
Inkubation mit IFN-a und erreichten ein Maximum nach 48 h. Ein mdglicher Einfluss
von SSc-IgG oder SLE-IgG ware somit nicht mehr erfasst worden.

Die Inkubation mit proinflammatorischen Zytokinen ist sicher nicht direkt vergleichbar
mit der Inkubation mit IgG-Fraktionen aus SLE oder SSc. Bisher ist nicht untersucht,
ob IFN-a ahnliche Wirkung an hCMEC/D3 wie an hDMEC zeigt. Interessant zu
untersuchen ware deshalb erstens, zu welchen Ergebnissen die Inkubation von
hCMEC/D3 mit Zytokinen wie IFN-a fuhrt und zweitens, ob die Inkubation von
hCMEC/D3 mit proinflammatorischen Zytokinen vor der Inkubation mit SSc-IgG oder
SLE-IgG einen Einfluss auf die MHC Expression hat.

Eine weitere Erklarung fur das Expressionsmuster von MHC konnte wiederum in
einem abweichenden Verhalten von mikroendothelialem zerebralem Endothel im
Vergleich zu dermalem mikroendothelialem Endothel oder makrovaskularem

Endothel liegen.

5.5 Zerebrales Endothel und die Expressionsanderung der
Adhasionsmolekile VCAM-1 und ICAM-1 bei Kollagenosen

VCAM-1 (vaskulares-endotheliales-Zell-Adhasionsmolekiil-1) wird unter dem Einfluss
proinflammatorischer Zytokine auf Endothelzellen exprimiert. Es vermittelt die
Bindung von Lymphozyten und Tumorzellen an das Endothel und reguliert die
Migration von Leukozyten aus dem intravasalen Raum in das extravasale
Bindegewebe.

ICAM-1 (interzellulares Adhasionsmolekul-1) ist ein transmembranes Protein, das
ebenfalls die Endothelzell-Leukozyten Interaktion vermittelt und zur T-Zell Aktivierung
fahig ist."*® Gewebeuntersuchungen von Skelettmuskulatur von Patienten mit SLE
haben erhdhte Level dieser Endothelzell Adhasionsmolekiile gezeigt.’*® Auch die

Hochregulierung dieser Leukozyten-Integrine bei Patienten mit schweren Verlaufen
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bei SLE™ legt den Verdacht nahe, dass diesen eine wichtige Rolle innerhalb der
SLE-Pathogenese zukommt.

Norman et al. wiesen 2008 in einer in vivo Studie mit MRL/fas® Mausen die
Zusammenhange der Leukozytenrekrutierung mit ICAM-1 und VCAM-1 in dermalen
und zerebralen mikroendothelialen Zellen der postkapillaren Venolen auf.™’
MRL/fas™ Mause leiden an einer Autoimmunerkrankung, die viele Ahnlichkeiten mit
SLE aufweist. Mittels intravitaler Mikroskopie wurde das Leukozyten-Rolling und die
Leukozytenadhdsion in Wildtyp MRL/fas™ Mausen (ICAM-1*"*) und in ICAM-1
defizienten MRL/fas™ Mausen (ICAM-17") dargestellt. Dabei zeigte sich die tragende
Rolle von ICAM-1 fur die Leukozytenadhasion in dermalem Endothel. In zerebralem
Endothel spielt ICAM-1 hierbei keine Rolle. Das Leukozyten-Rolling und die
Leukozytenadhasion wird in zerebralem Endothel Uber VCAM-1 durch den a-4-
Integrin/VCAM-1 Pfad vermittelt.

Aus dieser Studie geht auch hervor, dass die Grund-Expression von VCAM-1 in
Gehirngefalten gegenuber dermalen Gefalken erhoht ist. Dies gilt fir sowohl fur
entzundlich verandertes Gewebe als auch fur gesundes Gewebe. Die Ursachen
dieser regionalen Expressionsunterschiede sind nicht klar.

Swerlick et al. beschreiben die Regulation von VCAM-1 auf hDMEC und HUVEC

' Auf keinem der beiden

unter dem Einfluss proinflammatorischer Zytokine."
Zelltypen war im unstimulierten Zustand eine VCAM-1 Expression nachzuweisen.
Eine Hochregulierung von VCAM-1 auf HUVEC war durch die Zytokine TNF-a, LPS,
IL-1a und IL-4 zu verzeichnen. Auf hDMEC erfolgte diese nur durch TNF-a und LPS.
IL-1a zeigte sich dabei auch als Induktor der ICAM-1 Hochregulierung auf hDMEC.

In meiner Arbeit konnte ich keinen statistisch signifikanten Effekt auf die ICAM-1 und
VCAM-1 Expression durch die IgG-Fraktionen aus SLE-Seren und SSc-Seren
nachweisen. Diese Beobachtung kénnte dafur sprechen, dass ICAM-1 und VCAM-1
nur durch Vorinkubation mit Zytokinen auf hCMEC/D3 induzierbar sind. Dies ware

weiter zu untersuchen.
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5.6 Zerebrales Endothel und die Expressionsanderung der Zell-
Oberflachenmolekiile P-Selectin und E-Selectin bei Kollagenosen

Die Leukozyten-Rekrutierung aus dem Blutstrom zum Ort einer Entziindung ist ein
mehrstufiger Prozess, der der Regulierung vieler Zell-Adhasionsmolekule unterliegt.
Bevor die Leukozyten definitiv ans Endothel gebunden werden, werden sie zuerst
locker daran gebunden und rollen auf der vaskularen Endothelzell-Oberflache.
Dieser Bindevorgang und Rollprozess wird iiber Selectine vermittelt.’®? P-Selectin
wird auf der Oberflache aktivierter Endothelzellen und auf aktivierten Thrombozyten
exprimiert, E-Selectin wird nur auf vaskularem Endothel exprimiert. Wahrend die
Expression von P-Selectin unter dem Einfluss von Zytokinen sehr rasch erfolgt,
nimmt dieser Vorgang bei E-Selectin mehrere Stunden in Anspruch.”®® Die
proinflammatorischen Zytokine TNF-q, IL-1, IFN-y und LPS agieren als Induktoren
der E-Selectin Expression auf HUVEC."**

Ihn et al. konnten in einer Studie mit 80 SSc-Patienten erhdhte Level von sE-Selectin
(gelostes E-Selectin) nachweisen und eine Korrelation zwischen den sE-Selectin-
Serumspiegeln und dem Auftreten einer pulmonalen Fibrose bei SSc darstellen. '
Der P-Selectin Glykoprotein-Ligand-1 (PSGL-1) stellt einen hochaffinen Liganden fur
P-Selectin dar und wirkt in seiner geldsten Form (sPSGL-1) als Antagonist fur P-
Selectin. Yanaba et al. zeigten 2004, dass erhdohte Serum-Level von sPSGL-1 bei
SSc mit vermindertem Vorkommen und milderem Verlauf einer Lungenfibrose
korrelieren. '

Carvalho et al. konnten beobachten, dass durch IgG-AECA-Fraktionen aus SSc-
Patienten die Expression von Zelladhasionsmolekilen wie ICAM-1, VCAM-1 und E-
Selectin auf HUVEC induziert wurde. "’

Ein interessanter Aspekt ist, dass den Selectinen nicht in allen GefaRabschnitten die
gleichen Rollen zukommen. Norman et al. konnten innerhalb der bereits oben
erwahnten Studie mit MRL/fas™ Mausen zeigen, dass E-Selectin und P-Selectin eine
wichtige Rolle fur die Leukozyten-Endothel-Interaktion in dermalen postkapillaren
Venolen zukommt. In postkapillaren Venolen des Gehirns hingegen spielen die
Selectine fiir die Leukozytenrekrutierung keine Rolle.™"

Auch in meinen Versuchen war zu keinem der gemessenen Zeitpunkte eine

Veranderung der E-Selectin-Expression und P-Selectin-Expression auf hCMEC/D3
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unter dem Einfluss von IgG-Fraktionen aus SLE und SSc Patienten zu beobachten,
was moglicherweise die geringere Bedeutung von E-Selectin und P-Selectin flr

inflammatorische / koagulatorische Prozesse im zerebralem Endothel stutzt.

Zusammengefasst wird aus der hier vorgelegten Arbeit deutlich, dass humane
zerebrale mikroendotheliale Zellen eine eigene Entitat innerhalb des mikrovaskularen
Gefalbettes darstellen. Sie sind fahig, Autoantikdrper zu binden und weisen unter
dem Einfluss von anti-hCMEC/D3 Antikorpern abweichende Reaktionsmuster von
anderen mikroendothelialen Zellen auf. Des Weiteren zeigt die Untersuchung, dass
IgG gegen hCMEC/D3 von SSc-Patienten uber eine prokoagulative Wirkung
verfugen, anders als IgG aus SLE-Patienten.

Die Tatsache, dass Autoantikorper gegen die Zelloberflache von zerebralem
mikrovaskuldrem Endothel von Patienten mit SSc, aber nicht von Patienten mit SLE,
zu einer Hochregulierung von tissue factor auf hCMEC/D3 flhrt, lasst moglicherweise
auf einen Subtyp von Autoantikorpern bei SSc schliefen, der Uber eine direkt

pathogene, prokoagulative Wirkung verfugt.
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