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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Zum Schutz gegen schadigende, aul3ere Einflisse hat der menschliche Korper im
Laufe seiner entwicklungsgeschichtlichen Entstehung diverse Abwehrmechanis-
men entwickelt, die im Allgemeinen mit dem Uberbegriff ,Immunsystem® beschrie-
ben werden. Dieses besteht aus zwei Komponenten, dem angeborenen und dem
erworbenen Immunsystem (Murphy et al., 2009a; Schitt und Broker, 2009). Vor
allem pathogene Mikroorganismen, denen es gelingt, die mechanischen epithe-
lialen Schutzbarrieren zu Gberwinden, und in den Kdrper einzudringen, I6sen eine
Immunantwort, also eine Reaktion des Immunsystems auf den eindringenden
Organismus, aus. In kirzester Zeit reagiert das angeborene Immunsystem, indem
phagozytierende Zellen mit Hilfe unspezifischer Rezeptoren die Antigenstruktur
des eindringenden Mikroorganismus erkennen und diesen anschlieRend zerstdren
kénnen (Murphy et al., 2009a; Schiitt und Broker, 2009). Dadurch ist eine weitere
Ausbreitung des Pathogens zunéchst verlangsamt (Murphy et al., 2009a; Schiitt
und Broker, 2009). Allerdings ist das angeborene Immunsystem nicht in der Lage,
ein immunologisches Gedachtnis zu entwickeln, das heil3t, es ist, mit wenigen
Ausnahmen (O’Leary et al., 2006), nicht fahig, Gedachtniszellen zu entwickeln, die
die Antigenstruktur des pathogenen Mikroorganismus dauerhaft tragen, um bei
einer erneuten Invasion desgleichen Pathogens noch schneller und effektiver
agieren zu konnen (Murphy et al., 2009a; Schitt und Broker, 2009). Die
Immunantwort des erworbenen Immunsystems erfolgt zeitlich verzdgert, da
dessen Zellen erst durch Interleukin (IL) vermittelte Chemotaxis an den Ort der
Infektion gelockt werden mussen (Murphy et al., 2009a; Schitt und Broker, 2009).
Im Allgemeinen umfasst sie zwei Zelltypen, die Thymus-Lymphozyten (T-
Lymphozyten) und die Bone-marrow-Lymphozyten (B-Lymphozyten) (Murphy et
al., 2009a; Schatt und Broker, 2009). Die T-Lymphozyten teilen sich weiter auf in
die T-Helfer-Zellen, deren Aufgabe es ist, weitere Immunzellen zu rekrutieren, die
zytotoxischen T-Zellen und die Natural-Killer-Zellen (NK-Zellen), die das Pathogen

direkt angreifen, die regulatorischen T-Zellen, die zur Regulation der Intensitat der
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Immunantwort dienen, und die T-Gedachtniszellen, die anders als beim
angeborenen Immunsystem dazu in der Lage sind, Informationen Uber das
eindringende Agens zu speichern und bei einem eventuellen erneuten Kontakt mit
diesem Mikroorganismus eine raschere Immunreaktion einleiten kénnen (Murphy
et al.,, 2009a Schutt und Broker, 2009). Eine Sonderstellung nehmen die B-
Lymphozyten ein, die sich zu Plasmazellen weiterentwickeln kdnnen. Diese
besitzen die Fahigkeit, Antikdrper zu bilden und zu sezernieren (Murphy et al.,
2009a; Schatt und Broker, 2009). Es erfolgt eine direkte Reaktion mit dem
eindringenden Pathogen, und sie markieren die Pathogene entweder fir eine
anschlielBende Phagozytose, oder sie aktivieren das Komplementsystem auf dem
klassischen Weg, wodurch das Pathogen durch Lyse zerstért wird (Murphy et al.,
2009a; Schuitt und Broker, 2009).

1.1.1 Antik6rper

Die von den B-Lymphozyten (Plasmazellen) gebildeten und sezernierten
Antikdrper (AK) sind Proteine, die unter dem Oberbegriff Immunglobuline (Ig)
zusammengefihrt werden (Gulbins und Lang, 2004; Murphy et al., 2009b; Riede
und Schaefer, 2001; Schitt und Broker, 2009). Grundsatzlich erfiillen sie zwei
Aufgaben: die Bindung der Antigenstrukturen von in den Organismus einge-
drungen Pathogenen und die daraus resultierende gemeinsame Zerstérung der
Erreger mit Hilfe anderer Immunzellen (Gulbins und Lang, 2004; Murphy et al.,
2009b; Riede und Schaefer, 2001; Schitt und Broker, 2009). Es existieren funf
Klassen von Ig: 1gG, IgM, IgD, IgE und IgA (Gulbins und Lang, 2004; Murphy et
al., 2009b; Riede und Schaefer, 2001; Schutt und Broker, 2009). Im strukturellen
Aufbau ahneln alle finf Klassen der AK dem Buchstaben ,Y“. Sie bestehen aus
etwa drei gleich groBen Abschnitten, die Uber ein bewegliches Gerlst locker
miteinander verbunden sind (Gulbins und Lang, 2004; Murphy et al., 2009b; Riede
und Schaefer, 2001; Schutt und Broker, 2009). Die beiden Schenkel der V-Region
an der Spitze des AK bilden das Fragment antigen binding (Fab) und variieren
unter den einzelnen Klassen (Gulbins und Lang, 2004; Murphy et al., 2009b;
Riede und Schaefer, 2001). Das Fab setzt sich aus je zwei leichten (VL =
variabel/light und CL = constant/light) und zwei schweren (VH = variabel/heavy
und CH = constant/heavy) Ketten zusammen (Gulbins und Lang, 2004; Murphy et
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al., 2009b; Riede und Schaefer, 2001; Schitt und Broker, 2009). Die beiden
endstandigen Doménen sind fur die Bindung des jeweiligen Antigens (Ag) verant-
wortlich und kdnnen je nach AK variieren. An den schweren Ketten sind sie Uber
Disulfidbriicken kovalent miteinander verbunden (Gulbins und Lang, 2004; Murphy
et al., 2009b; Riede und Schaefer, 2001; Schitt und Broker, 2009). Uber die
Hinge-Region ist das obere Fab mit dem darunter liegenden Fragment
cristallisable (Fc) ebenfalls kovalent durch Disulfidbriicken gebunden (Gulbins und
Lang, 2004; Murphy et al., 2009b; Riede und Schaefer, 2001; Schitt und Broker,
2009). Das Fc dient zur Bindung an die phagozytierenden Immunzellen. Es setzt
sich anders als die Domanen des Fab aus vier schweren Ketten (CH =
constant/heavy) zusammen (Gulbins und Lang, 2004; Murphy et al., 2009b; Riede
und Schaefer, 2001; Schaitt und Broker, 2009).

Antigenbindungs-

Variable
Region

Konstanl
} Region

a b

Abbildung la-b: IgG Antikdrperstruktur: das Heterotetramer ist achsensymmetrisch aus je zwei leichten und
zwei schweren lg-Ketten aufgebaut. Diese bestehen aus einer variablen und einer konstanten Region.
Zwischen der ersten und zweiten konstanten Region der schweren Kette befindet sich eine Gelenkregion
(Hinge), welche das so genannte Fab (Fragment antigen binding) und das Fc (Fragment cristallsable) tber
Disulfidbriicken verbindet. Hypervariable Doménen der leichten und schweren Kette bilden gemeinsam die
Antigenbindungsstellen, von denen der AK zwei identische besitzt. (Schitt und Broker, 2009a) (Quelle:

https://www.antikoerper-online.de/resources/16/1208/antikoerper/).



1.1.2 Antinukleare Antikorper

Wie bereits im vorherigen Kapitel erwahnt, dienen AK der Immunabwehr und
somit dem Schutz eines Organismus vor Pathogenen der Umwelt (Gulbins und
Lang, 2004; Murphy et al., 2009b; Riede und Schaefer, 2001; Schitt und Broker,
2009). Die AK durchlaufen wéahrend ihrer Entwicklung einen Reifungsprozess,
welcher an unterschiedlichen Stellen durch diverse Einflisse gestort werden kann
(Riede und Schaefer, 2001). Wahrend dieser Reifung kann es passieren, dass die
Ausbildung einer Immuntoleranz gegenuber kérpereigenen Strukturen gestort wird
und zur Ausbildung von Autoantikérpern (Auto-AK) fuhrt (Murphy et al., 2009c;
Riede und Schaefer, 2001). Bereits Paul Ehrlich erkannte, dass Auto-AK
korpereigene Strukturen als Fremd anerkennen und sogar im Rahmen einer
Immunantwort schadigen kénnen (Murphy et al., 2009c; Riede und Schaefer,
2001). Er nannte diesen Vorgang ,horror autotoxicus® (Riede und Schaefer, 2001).
Gleiches qilt fur antinukleare Antikorper (ANA) (Murphy et al., 2009c; Riede und
Schaefer, 2001). Die Entstehung von ANA beginnt mit der B-Lymphozyten-
Reifung im Knochenmark (Murphy et al., 2009c; Riede und Schaefer, 2001).
Hierbei reifen B-Vorlauferzellen heran, die auf ihrer Zelloberflache s(=surface)lgM
exprimieren (Murphy et al., 2009c). Dieser auf der Zelloberflache gebundene AK
dient als frihes Testverfahren, um eine Autoreaktivitdt der heranreifenden B-
Zellen zu detektieren. Da dieser Vorgang bereits im Knochenmark erfolgt, wird er
als zentrale Toleranz bezeichnet (Murphy et al., 2009c). Trifft die unreife B-Zelle
auf ein stark quervernetzendes Ag (hohes autoreaktives Potential der unreifen B-
Zelle) wird die weitere Zellreifung angehalten und die Apoptose eingeleitet
(Murphy et al., 2009c). Dieses Verfahren der klonalen Deletion ist allerdings nicht
die einzige Mdoglichkeit des Organismus gegen autoreaktive unreife B-Zellen
vorzugehen. Die noch unreife B-Zelle kann mit Hilfe einer Genumlagerung den
autoreaktiven Rezeptor gegen einen Rezeptor ohne autoreaktives Potential
tauschen und somit der klonalen Deletion entgehen. Dieser als Rezeptor Editing
bezeichnete Prozess endet selbststandig, sobald ein Rezeptor ohne autoreaktives
Potential entstanden ist (Murphy et al., 2009c). Bei einem Zusammentreffen mit
einem weniger stark quervernetzenden Autoantigen mit entsprechend weniger
Bindungsstellen fir die IgM-Rezeptoren der unreifen B-Lymphozyten, kann die B-

Lymphozyt in den Zustand der Anergie eintreten. Das bedeutet, dass diese Zellen



nicht auf Ag reagieren und auch nicht durch antigenspezifische T-Zellen aktiviert
werden koénnen, sondern dauerhaft in einem inaktivierten Zustand verbleiben
(Murphy et al., 2009c). Eine weitere Moglichkeit ist die immunologische Ignoranz
der autoreaktiven unreifen B-Lymphozyten. Hierbei ist die Affinitdt zwischen Ag
und AK so gering, dass nahezu keine Immunreaktion stattfindet (Murphy et al.,
2009c¢). Zudem ist das Zusammentreffen dieser B-Vorlauferzellen mit dem
entsprechenden Ag eher unwahrscheinlich, da diese Ag nicht fahig sind, in
primare lymphatische Organe, wie das Knochenmark, zu migrieren. Werden
jedoch zu viele autoreaktive B-Lymphozyten bereits in der Entwicklungsphase
vernichtet, besteht die Gefahr, dass die Vielfalt der Immunzellen zu gering ist, um
adaquat gegen Pathogene vorzugehen (Murphy et al., 2009c). Bei der Schaffung
dieser Balance ist es moglich, dass einige autoreaktive unreife B-Lymphozyten zu
adulten B-Lymphozyten heranreifen und eine der vielen Autoimmunkrankheiten
verursachen kénnen (Murphy et al., 2009c). Proliferieren reife B-Lymphozyten mit
entsprechendem autoaggressiven Potential weiter zu Plasmazellen, ist es ihnen
maoglich, AK zu sezernieren, die kdrpereigene Strukturen binden und eliminieren
(Murphy et al., 2009c; Riede und Schaefer, 2001). Im Fall der Kollagenosen sind
diese AK gegen Proteine, die im Zellkern von Bindegewebszellen gelegen sind,
gerichtet. 1gG-, IgM- und IgA-AK bilden die haufigsten AK bei dem systemischen
Lupus erythematodes (SLE) und der progressiven systemischen Sklerose
(Gonzalez und Rothfield, 1966). Der Nachweis Uber das Vorhandensein von Auto-
AK im menschlichen Organismus erfolgt Uber die Testung des Blutserums mit

Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz (lIF-Test) (s. Methoden).

1.2 ANA assoziierte Autoimmunerkrankungen

Autoimmunerkrankungen umfassen einen grof3en Bereich autoaggressiver
Erkrankungen, bei denen sowohl humorale als auch zellulare Immunverbande
korpereigene Zellbestandteile angreifen und schadigen (Riede und Schaefer,
2001). Die genaue Atiopathogenese ist derzeit noch nicht abschlieRend geklart,

jedoch werden zwei Theorien diskutiert:



1. Klon-Eliminierungshypothese

Diese Theorie besagt, dass wéahrend der frihkindlichen T-Zell-Reifung im
Thymus T-Zell-Klone, die mit Autoantigenen in Kontakt getreten sind, im
Regelfall eliminiert werden. Somit durften im adulten Organismus keine
autoaggressiven Zellen vorhanden sein, die korpereigene Strukturen
angreifen. Tatsachlich entgeht eine gewisse Menge an T-Zell-Klonen
dieser Aussortierung, jedoch sind sie in einer so geringen Konzentration
im Organismus vertreten, dass sie keinen manifesten Krankheitsausbruch
einer Autoimmunerkrankung auslésen kénnen. Daher bezieht sich der
Erklarungsansatz dieser Theorie auf die Hypothese, dass der Ausbruch
einer Autoimmunerkrankung auf eine somatische Zellmutation

zurlckzufuhren sei (Riede und Schaefer, 2001).

2. Suppression autoreaktiver Lymphozyten

Gegenstand dieser Theorie ist die Annahme, dass Lymphozyten-
stammzellen mit dem Potential zur Autoaggressivitat vorhanden sind,
diese jedoch durch T-Suppressorzellen im Rahmen der zentralen
Toleranz unterdriickt werden. Andere Beobachtungen sprechen dafir,
dass T-Helfer-Zellen die Synthese von Autoantikérpern durch B-Zellen
fordern (Riede und Schaefer, 2001).

1.2.1 Kollagenosen

Der Begriff der Kollagenosen wurde durch den US-amerikanischen Pathologen
Paul Klemperer in den 1940er Jahren geprégt. Er umfasst eine Reihe von Krank-
heitsbildern, die chronisch rezidivierend verlaufen, zu generalisierten Binde-
gewebsveranderungen fihren und mit einer fibrinoiden Kollagennekrose einher-
gehen (Amberger et al., 2012). Sie sind gekennzeichnet durch eine disseminierte
Entziindungsreaktion in Form einer Immunkomplexbildung gegen korpereigene
Zellbestandteile und zahlen somit zu den Autoaggressionskrankheiten (Riede und
Schaefer, 2001). Das klinische und serologische Bild der jeweiligen Kollagenose-
formen kann im Einzelnen variieren und weist spezielle krankheitscharakter-
istische Veranderungen auf (Amberger et al., 2012). Dazu zahlen ein Multi-

organbefall, sowie ein sehr variabler Krankheitsverlauf (Kavanaugh et al., 2000).
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Serologisch imponieren ANA, die bei einer Erkrankung aus diesem Formenkreis
sehr typisch sind (Riede und Schaefer, 2001). Die exakte Atiologie ist bislang nicht
abschlieBend geklart (Riede und Schaefer, 2001). Kyogoku et al. fanden jedoch
bei der Genotypisierung von 525 weilRen US-Amerikanern mit SLE heraus, dass
bei einer signifikant hoheren Anzahl an Patienten als in der Kontrollgruppe ein
Polymorphismus im PTPN22 R620W Allel zu finden ist (Kyogoku et al., 2004),

sodass eine genetische Assoziation nachgewiesen wurde.

1.2.1.1 Systemischer Lupus erythematodes

Atiopathogenese: Der SLE ist eine seltene Autoimmunerkrankung mit einer

Pravalenz von circa 20-50/100.000 Einwohnern und betrifft vornehmlich das
weibliche Geschlecht (Amberger et al., 2012; Kleinert et al., 2010; www.rheuma-
liga.de). Der Haufigkeitsgipfel liegt zwischen dem 20. und 50. Lebensjahr
(Amberger et al., 2012; www.rheuma-liga.de). Im Rahmen dieser Erkrankung
kommt es zu Zell- und Gewebeschaden unterschiedlicher Organe durch Immun-
komplexbildung (Amberger et al., 2012; Strickland et al., 2013). ANA vom Typ der
AK gegen doppelstrangige Desoxyribonukleinsaure (Anti-ds-DNA-AK) nehmen
beim SLE eine Schlisselrolle ein (Amberger et al., 2012; Kleinert et al., 2010;
Riede und Schaefer, 2001; Strickland et al., 2013; www.rheuma-liga.de).

Symptome: Bei der Vielzahl von Symptomen kann man zwischen Allgemein-
symptomen und krankheitsspezifischen Symptomen unterscheiden (Amberger et
al., 2012; Jacob et al., 2011). Im Allgemeinen klagen die Patienten Uber sehr
unspezifische Symptome wie eine generelle Abgeschlagenheit, Mudigkeit,
Kaltegefuhl, Gewichtsverlust und Fieber (Amberger et al., 2012; Kleinert et al.,
2010; www.rheuma-liga.de). Sehr charakteristisch und krankheitsspezifisch fir
den SLE ist das Schmetterlingserythem der Wangenhaut und der Haut des
Nasenriicken, haufig auch in Verbindung mit einer Uberempfindlichkeitsreaktion
der Haut bei Sonnenexposition (Amberger et al., 2012). Die Lupusnepbhritis tritt bei
mehr als 40% der Patienten mit SLE auf und ist ein wichtiger Prognosefaktor fur
die Morbiditat und Mortalitdt (Amberger et al., 2012). Durch DNA/anti-ds-DNA-AK-
Komplexe entstandene Schaden an den Glomeruli kénnen Funktionsstérungen
der glomerularen Filtrationsleistung, wie eine asymptomatische Proteinurie,
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glomerulare Hamaturie, akutes nephritisches Syndrom, nephrotisches Syndrom
bis hin zur chronischen Niereninsuffizienz mit renoparenchymattser Hypertonie
auftreten (Amberger et al.,, 2012; www.rheuma-liga.de). Eine Immunkomplex-
Glomerulonephritis ist Ausdruck dieser sich in VI Klassen aufteilende
Nierenfunktionsstérung. Zudem kann haufig eine Polyarthritis ohne erosive
Verdanderungen der Gelenke beobachtet werden (Amberger et al., 2012). Am
Herzen tritt haufiger eine Entzindung der KoronargefaRe im Sinne einer
Koronaritis auf, die mit einem erhdhten Risiko einer im Verlauf auftretenden
koronaren Herzkrankheit mit gesteigertem kardiovaskuldrem Risiko einhergeht
(Amberger et al.,, 2012; Kleinert et al., 2010). Endokarditis, Myokarditis,
Perikarditis bzw. Pleuritis sind ebenfalls Manifestationen einer Herzbeteiligung bei
SLE (Amberger et al.,, 2012; Kleinert et al., 2010). Eine Beteiligung des
Nervensystems ist ebenso moglich und kann sich durch depressive
Verstimmungen und eine Minderung der Vigilanz, aber auch durch Symptome
einer Hirnischamie, eines Krampfleidens oder dem Bild einer Multiplen Sklerose
(MS) manifestieren (Amberger et al., 2012).

Abbildung 2a-b: a: Immunkomplexglomerulonephritis bei einer Maus (PAS-(periodic acid-Schiff) Farbung / x 400)
b: Glomerulus einer gesunden Maus (PAS- Farbung/ x 400)

Diagnostik: Einen ersten Hinweis auf das Vorliegen eines SLE kénnen allgemeine
laborchemische Verénderungen, wie eine beschleunigte Blutsenkungsgeschwin-
digkeit oder Veranderungen des Blutbildes im Sinne einer Leuko- oder Thrombo-
zytopenie liefern (Amberger et al., 2012; www.rheuma-liga.de). Das Auftreten von
Anti-dsDNA-AK im Serum ist ein fur den SLE typischer Befund (Amberger et al.,
2012; Kleinert et al., 2010; www.rheuma-liga.de). Komplementverbrauch und
zirkulierende Immunkomplexe geben Aufschluss Uber die Krankheitsaktivitat. Die
Diagnose gilt als gesichert wenn finf der zwanzig SLE-Diagnose-Kriterien des
American College of Rheumatology positiv sind (Amberger et al., 2012;

www.rheumatology.org).



SLE-Diagnose-Kriterien (Aringer et al., 2019):

1. Schmetterlingserythem

2. Diskoider Lupus erythematodes
3. ANA

4. Anti-dsDNA-AK oder anti-SM-AK
5. Fieber

6. Leukozytopenie

7. Thrombozytopenie

8. Autoimmunhamolyse

9. Delir

10. Psychose

11. Krampfanfalle

12. Haarausfall

13.  Orale Ulzerationen

14. Pleuraerguss

15.  Akute Perikarditis

16. Gelenkbeteiligung

17.  Proteinurie > 0,5¢g/ 24h

18.  Lupus nephritis Grad II-V

19.  Antiphospholipid AK

20. Geringes C3 und/ oder C4 im Serum

Abbildung 3a-b: Schmetterlingserythem bei SLE (Quelle: Springer Medizin | Internist 2019; 60(2):193—-2010)

Therapie: Die Therapie des SLE richtet sich nach Ausmal3 und Beteiligung der
jeweiligen Organsysteme. Bei Reaktion auf ultraviolettes Licht empfiehlt sich eine



strikte Karenz mit LichtschutzmalRnahmen grol3er 60 (Amberger et al.,, 2012;
www.rheuma-liga.de; www.rheumatology.org). Bei leichten Verlaufsformen ohne
Organbeteiligung ist der Einsatz von nichtsteroidalen Antirheumatika in
Kombination mit einem Chloroquin-Derivat die Therapie der Wahl (Amberger et
al., 2012; www.rheuma-liga.de; www.rheumatology.org). Schwere Verlaufsformen
mit Organbeteiligung erfordern den Einsatz von hochdosierten Glukokortikoid-
StolRtherapien oder weiterer immunsupprimierender Substanzen, wie Azathioprin
und Metotrexat (MTX) (Amberger et al, 2012; www.rheuma-liga.de;
www.rheumatology.org). Der monoklonale AK Belimumab ist ein bei schweren
Krankheitsverlaufen die Standardtherapie zusatzlich unterstitzendes Biologikum.
Die Lupusnephritis bedarf einer intraventsen Induktionstherapie mit Gluko-
kortikoiden und Cyclophosphamid (Amberger et al.,, 2012; www.rheuma-liga.de;

www.rheumatology.org).

1.3 Molekulargenetik von Mausen

Im folgenden Abschnitt soll beleuchtet werden, warum sich Mause besonders gut
als Versuchstiere fir die Bestrebungen unserer Arbeit eignen. Dazu wird ein
grundsatzlicher Uberblick Gber die Molekulargenetik, das Thema ,knock out* und

die Induktion und Inhibition von Genen durch Umwelteinfliisse geschaffen.

1.3.1 Aufbau des Genoms von Saugetieren

Das Genom, die Erbinformation eines jeden Lebewesens, ist bei eukaryoten
Organismen, wie Menschen und Méausen, zum grof3ten Teil im Zellkern einer Zelle
gelegen. Die Grundbausteine bilden die vier stickstoffhaltigen Basen Adenin,
Thymin, Cytosin und Guanin, die sich in unterschiedlicher Reihenfolge, jeweils
gebunden an ein Zuckermolekuil, der Desoxyribose, die mit einem Phosphat-
Molekul verbunden ist, zusammenschliel3en. Dieser Komplex wird als Nukleotid
bezeichnet und verbindet sich mit anderen Nukleotiden, sodass ein langkettiges

Molekil entsteht.
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Abbildung 4: DNA-Aufbau (Quelle: www.lecturio.de®)

Eine Sequenz aus drei Basen, ein sogenanntes Basentriplett, kodiert flr eine der
insgesamt 20 proteinogenen Aminosauren (AS). Eine zweite Kette mit einer
komplementaren Basenfolge verlauft parallel in entgegengesetzter Richtung. Die
sich gegenuberstehenden Basenstrdnge verbinden sich zu einem einzelnen
Basenstrang, wobei sich immer ein Adenin mit einem Thymin und ein Cytosin mit
einem Guanin paart. Diese doppelstrangige Verbindung wird Desoxyribo-
nukleinsdure (DNA) genannt und windet sich um die eigene Langsachse, sodass
eine helikale Struktur entsteht, die Alpha-Helix. Mit Hilfe von Stitz- und
Bindungsproteinen ist eine weitere Faltung zu Chromatin mdglich. In der
Metaphase der Mitose wird die maximale Kondensation des DNA-Molekils
erreicht, es entsteht die im Lichtmikroskop erkennbare Chromosomen-Struktur. In
jedem Zellkern finden sich 46 Autosomen und zwei das Geschlecht bestimmende
Gonosomen: XX fur das weibliche Geschlecht und XY fiar das mannliche
Geschlecht. Um ein Gen fur ein neu zu synthetisierendes Protein ablesen zu
kénnen, muss an der fur dieses Protein kodierenden Stelle die Faltung wieder
aufgehoben werden. Diese Reaktion wird durch die DNA-abhangige-
Ribonukleinsdure (RNA)-Polymerase katalysiert und teilt sich in drei aufeinander-
folgende Reaktionsschritte: die Initiation, die Elongation und die Termination. Die

Promotor-Region stellt den Anfang des zu codierenden Abschnittes des
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Matritzenstranges dar. Den Schluss des abzulesenden Genabschnittest bildet die
Terminator-Region. Am Ende dieser drei Reaktionsschritte steht ein Transskript
der DNA, die pra-messenger(m)RNA. Die Ribonukleinsauren &hneln der DNA,
allerdings weisen sie wesentliche Unterschiede auf, wie beispielsweise, dass
anstelle der in der DNA verwendeten Base Thymin die Base Uracil verwendet
wird. Um den Zellkern zu verlassen, um zu den Ribosomen zur weiteren
Proteinsynthese zu gelangen, muss die pra&-mRNA zunachst in eine biologisch
aktive Form, die mRNA, Uuberfuhrt werden. Dieser als Splicing bezeichnete
Vorgang entfernt die nicht fiir ein Protein kodierenden Intron-Sequenzen aus der
pra-mRNA, sodass am Ende nur die kodierenden Exon-Sequenzen Ubrig bleiben.
Die so entstandene mRNA kann nun tber nukleare Poren zu den im Zytoplasma
gelegenen Ribosomen gelangen. Dort erfolgt mit Hilfe der transfer (t)RNA die als
Translation bezeichnete Verknupfung der proteinogenen AS zu einer Poly-
peptidkette. Die tRNA besteht immer aus einem Basentriplet, dass fur eine
spezifische AS der 20 proteinogenen AS kodiert, die an die tRNA gebunden sind.
Solange kein aktiver Translationsvorgang ablauft, sind die Ribosomen als zweli
voneinander getrennte Untereinheiten (UE) im Zytoplasma geldst. Sie teilen sich
in eine kleine 40S UE und eine groRe 60S UE auf. Zunachst bindet die kleine 40S
UE an der Erkennungssequenz der mRNA. Daraufhin bindet die mit der AS
beladene tRNA am Startcodon der mRNA und komplettiert den Initiationskomplex.
Nun folgt die gro3e 60S UE und gelangt ebenfalls an den Initiationskomplex. In
einem nachsten Schritt gelangt eine weitere AS beladene tRNA an den mRNA-
Ribosomen-Komplex und bindet daran. Dort erfolgt die Verknupfung der beiden
AS durch die Peptidyltransferase. Nach Ablauf dieser Reaktion riickt das Ribosom
auf der mRNA um eine Stelle weiter, sodass sich die erste tRNA wieder von dem
MRNA-Ribosomen-Komplex I6sen kann und eine Bindungsstelle flr eine neue
tRNA vorhanden ist. Dieser Prozess setzt sich solange fort, bis ein Stoppcodon
auf dem mRNA-Strang erreicht wird. Anstelle einer weiteren tRNA gelangt nun der
Release-Faktor an den mRNA-Ribosomen-Komplex und bewirkt die Trennung der
ribosomalen UE von der mRNA mit der daraus resultierenden Freisetzung des neu
synthetisierten Proteins. Ein  mRNA-Strang kann gleichzeitig von mehreren
Ribosomen abgelesen werden, die dann Polysomen genannt werden. Reguliert
wird die gesamte Proteinbiosynthese durch mehrere unterschiedliche Induktions-
und Inhibitionsfaktoren (Sadava et al., 2011a; 2011b).
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1.3.2 ANA und Lupus bei Mausen - Ubertragbarkeit auf den Menschen

Aufgrund der Tatsachen, dass sowohl das menschliche als auch das Genom von
Mausen aus circa 2,5-3 Billionen Basenpaaren (BP) besteht und beide Genome
mit Uber 99% Ubereinstimmen, sind Erforschungen an Maus-modellen besonders
geeignet, um Ruckschlisse auf das menschliche Genom zu ziehen (Rosenthal
und Brown, 2007; Mural et al., 2002). Die Fahigkeit, ein Gen der Maus selektiert
auszuschalten (,knock out®), bietet zudem die Mdglichkeit, die Bedeutung eines
Gens flur das gesamte Individuum beurteilen zu kdnnen (Howie und Helyer, 1968;
Talal, 1970). Die Zucht spezieller knock-out-M&ause, die spontan einen SLE
entwickeln, dient unter anderem zur weiteren Erforschung der Auswirkungen von
Umwelteinflissen auf Faktoren wie Inzidenz, Pravalenz, Morbiditat und Mortalit&t
gemessen an ANA im Serum. Mit einer Generationszeit von 2-3 Monaten sind
Auswirkungen auf Folgegenerationen schneller als beim Menschen
nachzuvollziehen (Rosenthal und Brown, 2007). Somit kann in kurzer Zeit eine
reprasentative Population an knock-out-Mausen gezichtet werden. Auch der
geringe Aufwand an Haltung, Fitterung und die einfache Zucht ermdglichen es
nicht nur individuelle Veranderungen zu beobachten, sondern eben auch grol3e
Populationen zu zichten (Rosenthal und Brown, 2007). Ein Vorteil, groRe
Populationen in die Untersuchungen mit einschlieen zu kénnen, bietet zudem die
Moglichkeit, die Auswirkungen einer Einflussnahme auf z.B. SLE valide
aufzuzeigen. Die hieraus gewonnenen Erkenntnisse finden aufgrund der oben
genannten Kriterien eine gewisse Glltigkeit auch beim Menschen und dienen als

Grundlage fur weiterfihrende Untersuchungen.

1.3.3 New Zealand mixed-, CAST/iJ-, MRL/MpJ-, BXD2-Mause

Die Arbeitsgruppe um Bielschowsky, Howie und Helyer in Dunedin, Neuseeland
zichteten diverse Inzuchtmausstdamme (NZB, NZM, NZC, NZO, NZW, NZY und
weitere) (Holmes und Burnet, 1963). Dabei fanden sie heraus, dass die New
Zealand black/white (NZB/W) Mause spontan Symptome eines SLE, wie eine
hamolytische Andmie mit Autoantikérperproduktion (Holmes und Burnet, 1963;
Howie und Helyer, 1968; Lambert und Dixson, 1967; Talal, 1970) und einer
Nierenerkrankung, die der menschlichen Lupusnephropathie gleicht, entwickelten
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(Dubois et al., 1966; Holmes und Burnet, 1963; Howie und Helyer, 1968; Lambert
und Dixson, 1967). Es zeigte sich in der F1-Generation der Mause eine
vollstdndige Penetranz der autoimmunen Symptome (Dubois et al., 1966; Gilliam
et al., 1966; Howie und Helyer, 1968; Lambert und Dixson, 1967; Talal, 1970).
Weiterfuhrende immunhistochemische Untersuchungen des Nierengewebes der
NZB/W-Méause ergaben, dass Immunkomplexe, bestehend aus ANA und
Komplementfaktoren, eng mit der Entwicklung der Nephropathie verbunden waren
(Lambert und Dixson, 1967). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass eine erhdhte
Serumkonzentration von ANA mit dem Schweregrad der Nephropathie
vergesellschaftet ist (Lambert und Dixson, 1967). Die dermoepidermalen
Junktionszone der Haut von NZB/W ist ein Bereich, in dem sich Ig anreichern, die
mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbungen dargestellt werden kénnen. Diese bilden
ein Fluoreszenzband, welches vergleichbar ist mit dem von SLE-Patienten (Gilliam
et al.,, 1966). Ein solcher Nachweis von Ig in der Haut korreliert zudem mit
Immunkomplexen im Nierengewebe der NZB/W (Gilliam et al., 1966). Burnet und
Holmes fanden zudem heraus, dass das Geschlecht der Mause einen grof3en
Einfluss auf die Morbiditat und Mortalitat hat. Folglich hatten weibliche Tiere einen
deutlich schnelleren und schwereren Verlauf der Nephropathie, sodass bereits
98% vor Erreichen des ersten Lebensjahres verstarben (Burnett und Holmes,
1965; Lambert und Dixson, 1967). New Zealand mixed (NZM) Mause sind eine
Kreuzung aus NZB und NZW.

Die MRL/MpJ-Mause sind ein Inzuchtstamm, die eine Genmutation im Fas-Gen
haben, welches fir die Apoptosesteuerung von Zellen verantwortlich ist (De Lema
et al., 2001). Als Folge daraus ist es autoreaktiven Lymphozyten moglich der
Auslese im Thymus zu entgehen (De Lema et al., 2001). Hieraus entwickelt sich
ein autoreaktives Potential mit zirkulierenden Immunkomplexen, welches zu
Symptomen eines SLE, wie z.B. proliferativen Glomerulonephritiden, Proteinurie
und zellularer Infiltration fuhrt (De Lema et al., 2001; www.jax.org). Die Lebenszeit
fur weibliche Mause betragt etwa 73 Wochen fir mannliche Mause etwa 93
Wochen (www.jax.org). Zudem zeigen die MRL/MpJ-Mause eine deutlich
schnellere Wundheilung als andere Inzuchtmausstamme (Clark et al., 1998;
Kench et al., 1998; Masinde et al., 2001; www.jax.org).
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Auch bei den BXD2-Mausen handelt es sich um einen Inzuchtstamm
(www.jax.org). Mutationen der Chromosomen 2 und 4 fiilhren zu einem erhohten
autoimmunen Potenzial (Mountz et al., 2005). Ausgewachsene Mause entwickeln
Symptome eines SLE und einer rheumatoiden Arthritis. Des Weiteren treten
Glomerulonephritiden, zirkulierende Immunkomplexe, Proteinurie, Splenomegalie,
erhohte Serumtiter fir Rheumafaktoren und Anti-DNA-AK, sowie spontan erosive
Arthritis auf (Hsu et al., 2008; Mountz et al., 2005).

Im Fall der CAST/iJ-Mause handelt es sich um einen Inzuchtstamm, der durch
Inzucht in Thailand von gefangenen Wildmausen etabliert wurde (www.jax.org).
Dieser Stamm zeichnet eine Immunitéat gegen diverse Flaviviren aus, wie z.B. die
Erreger des Dengue- und Gelb-Fiebers, sowie einiger Enzephalitis-Formen
(www.jax.org). CAST/iJ Mause haben keine erhdhte Suszeptibilitat gegentber

Autoimmunerkrankungen (www.jax.org).

1.3.4 Induktion und Inhibition von Genen durch Umwelteinfliisse

Im Gegensatz zur DNA-Replikation, die in der Regel immer nach dem Alles-oder-
Nichts-Prinzip ablauft, unterliegt die Genexpression eukaryotischer Organis-men
einer Regulierung. Das bedeutet, dass fur die Aufrechterhaltung der spezi-fischen
Aufgaben und das Uberleben jeder einzelnen Zelle, bestimmte Proteine in einer
bestimmten Menge zu einem bestimmten Zeitpunkt synthetisiert werden mussen.
Um diese individuellen Aufgaben bewaltigen zu kdnnen, bedarf es einer Reihe von
regulierenden Mechanismen, die die Proteinbiosynthese verandern kénnen. Eine
solche Einflussnahme kann vor, wahrend und nach der Trans-kription und
Translation erfolgen. Somit ergibt sich eine Vielzahl an Mdglichkeiten die
Expression eines Gens zu beschleunigen, zu verlangsamen und sogar vollstandig

zu stoppen.

Zur Herstellung eines Transkriptionsproduktes bedarf es einer Reihe an Proteinen,
die unter dem Begriff Transkriptionsfaktoren zusammengefasst werden. Erst wenn
der vollstandige Transkriptionskomplex an einer sogenannten TATA-Box der
Promotorregion gebunden ist, leitet er den Ablesevorgang am 5'-Ende des
Matritzenstranges der DNA ein, ohne den die RNA-Polymerase Il keine Kopie
erstellen kann. Je nach Gewebe variieren die Transkriptionsfaktoren, sodass in

15



den jeweiligen Zellen nur bestimmte Gene reproduziert werden. Daraus ergibt sich

eine Differenzierung von Zellen in den unterschiedlichen Geweben.

Der Vorgang der Transkription kann durch auf der DNA gelegene Enhancer-
Sequenzen beschleunigt und durch Silencer-Sequenzen gedrosselt werden. Diese
Sequenzen haben einen gewissen Abstand zur eigentlichen Promotorregion. Sie
binden im Falle von Enhancer-Sequenzen Aktivatorproteine, die den Trans-
kriptionskomplex bedeutend in seiner Aktivitat beschleunigen konnen. Die
Silencer-Sequenzen erfillen einen gegenteiligen Effekt und drosseln die Aktivitat

des Transkriptionskomplexes Uber entsprechende Repressorproteine.

Neben diesem Regulationsmechanismus existieren noch weitaus mehr Proteine,
die die Genexpression regulieren und koordinieren. Exemplarisch sei das
Strukturmotiv ,Helix-Loop-Helix-Motiv“ erwahnt, dass zur Regulation von Genen

des Immunsystems beitragt.

Das sogenannte DNA-Rearrangement ermdglicht ein inaktives Gen durch
Umlagerung auf dem Chromosom in ein aktives Gen umzuwandeln. An seiner
ursprunglichen Stelle wird die Transkription des Gens durch Repressorproteine
gehemmt. Beim Vorgang des DNA-Rearrangements wird zunachst eine DNA-
Kopie des inaktiven Gens erstellt. In einem nachsten Schritt wird die bisherige
DNA-Sequenz am neuen Genlokus enzymatisch entfernt. Jetzt kann die DNA-
Kopie des zuvor inaktiven Gens an diesem Genlokus eingefligt und anschlieBend
transkribiert werden. Dieser Prozess ist ein wichtiger Bestandteil bei der Synthese
von Proteinen mit hoher phanotypischer Variabilitat und ist ebenfalls bedeutend

bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen.

Auch nach Abschluss der Transkription ist es moglich das entstandene Transkript
zu verandern und somit die Proteinsynthese zu regulieren. Das alternative
SpleiRen ist ein solcher Mechanismus, bei dem die pra-mRNA als Transkript eines
einzelnen Gens durch Herausschneiden gewahlter Intron- und Exonsequenzen in
ihrer Varianz verandert werden kann. Daraus folgt, dass aus einer pra-mRNA
unterschiedliche mRNA-Strdnge entstehen kdnnen, die ein Protein kodieren, das
sich dadurch jedoch in gewissen Eigenschaften unterscheidet. Dies fordert die
Variabilitatt des Transkriptionsprodukts und somit die Spezialisierungs-

moglichkeiten von Zellen eines Gewebeverbundes.
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Auch die Translation kann beeinflusst werden, indem hier unterschiedliche
Mechanismen an verschiedenen Stellen des Translationszyklus eingreifen. Ein
solcher Mechanismus greift z.B. an der Cap-Gruppe der mRNA ein. Die Cap-
Gruppe ist eine am Beginn der mRNA gelegene Region, die aus einem
modifiziertem Guanosintriphosphat (GTP) besteht. Ist an dieser Stelle ein
unmodifiziertes GTP gelegen, wird die mRNA nicht in die gewulnschte

Aminosauresequenz umgesetzt.

Posttranslational kann eine Regulation Uber den Abbau von synthetisierten
Proteinen erfolgen. So kann beispielsweise die Aktivitaitsdauer eines Enzyms
reguliert werden. Um diesen Abbau zu initiieren lagert sich das Enzym Ubiquitin
an das abzubauende Protein an. Der daraus entstandene Protein-Ubiquitin-
Komplex ermdéglicht nun die Bindung an ein Proteasom, dass das gebundene
Protein wieder in die einzelnen AS zerlegt. Zuvor wird jedoch das Ubiquitin vom

Zielprotein abgespalten und wieder freigesetzt (Sadava et al., 2011c).

Alle eben beschriebenen Vorgange kénnen durch Einflisse der Umwelt auf das
jeweilige Individuum positiv oder negativ beeintrachtigt werden. (Sonnen-)
Strahlung, Temperatur, Erndhrung und Noxen in Form von Gasen, Aerosolen oder
Medikamenten sind nur eine kleine Auswahl der Einflussfaktoren, die auf das
Genom wirken kénnen. Nicht nur die isolierte sondern auch die kombinierte
Betrachtung mehrerer dieser Faktoren sind Gegenstand der aktuellen Forschung
auf den Gebieten der Humangenetik, der Onkologie und der Immunologie.

Gegenstand unserer Arbeit ist es, den Zusammenhang zwischen
unterschiedlichen Erndhrungsregimen als variablen Umweltfaktor und dem
Auftreten von Autoimmunerkrankungen am Beispiel der Kollagenosen am
Mausmodel genauer zu beleuchten. Hierzu haben wir ein Kollektiv von AIL
(autoimmunity-prone intercross line)-Méausen (n=935) Uber einen Zeitraum von 6
Monaten beobachtet. Ebenso haben  wir die unterschiedlichen
Gewichtsentwicklungen durch die jeweiligen Ernahrungsregime im Verhaltnis zu
dem Auftreten von SLE an diesem Kollektiv betrachtet. Unterschiede in der

Geschlechterverteilung sind ebenfalls Teil dieser Arbeit.
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

In den vergangenen Jahrzehnten konnte ein deutlicher Anstieg der Inzidenz von
Autoimmunerkrankungen in den westlichen Industrielandern verzeichnet werden.
Darunter fallen unter anderem die rheumatoide Arthritis, der SLE, die MS,
Diabetes mellitus Typ 1, die Autoimmunthyreoditis (AT) und besonders die
Hashimoto Thyreoiditis (HT). Eine Veranderung von Umwelteinflissen wird als
Ursache diskutiert. Auffallig ist, dass es im selben Zeitraum ebenfalls zu einem
starken Anstieg von uUbergewichtigen Menschen in der beobachteten Population
kam (Versini et al., 2014).

Aus diesem Grund war es Ziel unserer Arbeit einen Zusammenhang zwischen der
Erndhrung, dem Gewicht und dem Auftreten von Autoimmunerkrankungen am
Beispiel von SLE darzulegen. Hierzu fuhrten wir die Untersuchungen an einem
AlL-Mauskollektiv (n=935) durch. Das AlL-Mauskollektiv teilten wir in drei
Diatgruppen mit unterschiedlichen Ernahrungsregimen und daraus folgend,

unterschiedlichen Gewichtsentwicklungen.

1. Hochkalorische Western Diat (WD)
2. Normale Tierhaltungsnahrung (CONT)
3. 60% der normalen Tierhaltungsnahrung (CALR)

Zum Nachweis des vermehrten Auftreten von SLE nutzten wir den IlIF-Test auf
Hep-2-Zellen, um ANA im Serum der untersuchten AlL-Mause aufzuzeigen (Mariz

et al., 2010).

Ferner untersuchten wir noch geschlechtsspezifische Unterschiede im Auftreten

von ANA im Serum des beobachteten AlL-Mauskollektivs.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Tabelle 1. Generationen der Versuchstiere (AlL)

Generation | Gesamt | WD CALR CONT Herkunft

G 18 315 123 48 144 Eigene
Zucht

G 19 294 99 103 92 Eigene
Zucht

G 20 326 114 102 110 Eigene
Zucht

2.2 Haltungsdiaten und deren Inhaltsstoffe

HF with cholesterol and butter fat, ssniff Spezialdiaten GmbH

Tabelle 2: WD Inhaltsstoffe

Inhaltsstoffe:

Rohprotein 16,6 %
Rohfett 21,0 %
Rohfaser 5,0 %
Rohasche 3,4 %
Starke 9,8 %
Zucker 31,0%
Zusatzstoffe:

Vitamin A (IU/ IE) 4000/ kg
Vitamin D3 (1U/ IE) 1000/ kg
Vitamin E (mg) 75/ kg
Vitamin K3 (mg) 4/ kg
Vitamin C (mg) --
Kupfer (mg) 11/ kg
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Haltungsdiat — Ratten/ Mause, Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG

Tabelle 3: CONT/CALR Inhaltsstoffe

Inhaltsstoffe:

Rohprotein 19,0 %
Rohfett 4,0 %
Rohfaser 6,0 %
Rohasche 7,5 %
Zusatzsstoffe:

Vitamin A (IU/ IE) 15000/ kg
Vitamin D3 (IU/ IE) 600/ kg
Eisen — (II) — Sulfat Monohydrat 165 mg/ kg
Kalzium — Jodat 1,5 mg/ kg
Co — (Il) = Carbonat Monohydrat 0,3 mg/ kg
Cu — (Il) — Sulfat Pentahydrat 13 mg/ kg
Mn — (II) — Sulfat Pentahydrat 75mg/ kg
Zinkoxid 70mg/ kg
Natriumselenit 0,5mg/ kg

2.3 Auflistung verwendeter Stoffe und Chemikalien

- Serum der AIL-Mause — Gewonnen nach 2 Monaten

- Serum der AlIL-Mause — Gewonnen nach 4 Monaten

- Serum der AlL-Mause — Gewonnen nach 6 Monaten

- 0,5 % PBST — Puffer
- PBS - Puffer
- Tween 20

- Aqua dest

- Polyclonal Rabbit Anti — Mouse Immunglobulin FITC, Dako®

- Kohlenstoffdioxid
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2.4 Mischverhaltnisse der verwendeten Stoffe und Chemikalien

Verdinnung der Seren:

2 Monats — Seren:

1pBS+99pul0,5% PBST 2 Verdunnung 1:100

4 Monats — Seren:

1pBS+99pul0,5% PBST 2 Verdunnung 1:100

6 Monats — Seren:

1 pl Serum + 99 pl 0,5 % PBST - Verdiunnung 1:100

6 Monats — Seren:

1w Serum 1:100 + 99 ul 0,5% PBST - Verdiinnung 1:1000
6 Monats — Seren:

1w Serum 1:1000 + 99 pl 0,5% PBST - Verdinnung 1:10.000

PBS — Puffer pH 7,2:

NaCl 45 g

Dinatriumhydrogencarbonat 8,7 g
Natriumdihydrogencarbonat 0,9 g

Aqua dest 5000 ml

Mit Orthophensaure auf pH 7,2 einstellen

= PBS — Puffer pH 7,2

PBST - Puffer:
PBS — Puffer pH 7,2 5 |
Tween 20 2,5 ml

= PBST — Puffer
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2.5 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerat Firma
SafeSeal Reagiergefal3e 1,5 ml Sarstedt®
80 well Microtube rack Eppendorf®
Manuelle Mikroliterpipetten Eppendorf®
Transferpipetten Sarstedt®
Spulgefald mit Objekttragereinsatz Roth®

Vortex Genie 2

Scientific industries®

KS 250 basic Orbital Shaker

IKA Labortechnik®

Objekttrager

Euroimmun®

Fluoreszenzmikroskop EUROStar®

Biofuge fresco Heraeus®

Mischgefal Roth®

Magnetrihrer Stuart CB 163

Waage OHAUS PRECISION Standard®

Stechlanzetten

Braun 1 Solufix ®

Feindosierspritzen

Braun Injekt ® F

Spritzen
Kanilen
[IF — Testsystem

Braun Injekt ® Solo
Braun Sterican ®
Euroimmun ®

2.6 Tierversuche

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten experimentellen Versuchsaufbau handelt es

sich um ein Tierversuchsmodel an Mausen.

Die Tierversuche wurden von der zustandigen Regierungsbehérde (Ministerium
fur Energie, Landwirtschaft, Umwelt und landliche Gebiete, Aktenzeichen 27-2 /

13) genehmigt und von speziell geschultem Personal durchgefihrt.

2.7 Herkunft der Versuchsmause

Die verwendeten Mause stammen vom, in der Gemeinsamen Tierhaltung (GTH)
der Universitat zu Libeck gezichteten, Auszuchtstamm AIL. Dazu wurden die
Mausstamme MRL/MpJ, NZM2410/J, BxD2/TyJ und Cast/iJ Uber 20 Generationen
mit mindestens 50 Brutpaaren pro Generation gekreuzt. Die aus dieser Zucht

entstandenen AlL-M&ause wurden nach 3-4 Wochen ohne Geschlechtertrennung in

22



separaten Kafigen untergebracht. Die Zuordnung zu den jeweiligen Diaten erfolgte
zufallig. Fur die Charakteristika der einzelnen Mausreihen siehe Abschnitt 1.3.3.
Die jeweiligen genetischen Merkmale sind in den rekombinanten hybriden
Stammen der AlL-Mause vereint, die in die Untersuchung eingeschlossen wurden.

Fur die Versuche meiner Promotion verwendete ich Tiere der 18.-20. Generation.

\ E .
MRLIMpJ\ s | cAsSTIED
MRL/MpJ NZM2410/J BxD2/TyJ Cast/ iJ
MRL NZM BXD2 Cast

Il x x 1
G1 ] X ]

G2 im, *i

G4 = BR i A™

L] L]
Currently G20 = Im E5 EE

Abbildung 5: Kreuzungsschema der AlL-M&use

2.8 Unterbringung und Haltung

Alle sich im Versuch befindlichen AlL-Mause waren in der GTH der Universitat zu
Libeck untergebracht. Dort wurden sie in Makrolon Kafigen Typ Il mit jeweils 820
cm? Grundflache gehalten. Die Bbden der Kafige waren mit feinen Holzspénen
ausgelegt. Reinigung der Kéfige, Erneuerung des Bodenbelags und Auffillen des
Trinkwassers ad libitum wurde in regelmafl3igen Abstanden durch die Tierpfleger
der GTH durchgefiihrt. Die Raumtemperatur wurde konstant bei 23°C gehalten,
die Luftfeuchtigkeit betrug 48% und alle Tiere wurden unter spezifischen
pathogenfreien Bedingungen im 12-Stunden-Hell-Dunkel-Zyklus in der GTH der
Universitat zu Lubeck gehalten. Diese Bedingungen waren zu jeder Zeit fur alle

AlL-Mause gleich.
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Abbildung 6a-b: Kafige und Tierhaltung (Quelle: GTH Liibeck & www.plexx.eu)

2.9 Einteilung der Diatgruppen

Die in den Versuch eingeschlossenen AlL-Mause wurden in drei Gruppen
eingeteilt. Die Tiere der Gruppe 1, die als CONT (n=250) dienten, wurden mit
Altromin 1324 Haltungsdiat — Ratten/ Mause geflttert (#1320, Altromin
Spezialfutter GmbH, Lage, Germany). Die Tiere der Gruppe 2 CALR (n=349)
erhielten eine, im Vergleich zu Gruppe 1, mengenmé&lig reduzierte Diat, die 60%
der Kontrollfuttermenge an #1320, Altromin Haltungsdiat — Ratten/Mause
entsprach. Diese reduzierte Futtermenge wurde taglich abgewogen und auf die
Kafige verteilt. Die der Gruppe 3 zugeordneten AlL-M&ause bekamen WD (n=336)
(S0587-E020, ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Germany). Uberdies wurden alle
drei Gruppen wahrend der gesamten Versuchszeit unter denselben

Umweltbedingungen gehalten (s. Unterbringung und Haltung).

2.10 Probengewinnung und Tétung der Versuchstiere

Nach zwei und vier Monaten wurde allen AIL-M&ausen in den Eingriffsraumen der
GTH der Universitat zu Lubeck Blut aus der Vena facialis abgenommen. Durch
Zentrifugation wurde das Serum von den zellularen Blutbestandteilen getrennt und
abpipettiert. Nach Ablauf der sechsmonatigen Versuchslaufzeit wurden die AlL-
Mause gewogen und anschlieend durch eine Kohlenstoffdioxidintoxikation
getotet. Daraufhin erfolgte eine finale Blutentnahme durch Herzpunktion. Auch aus

dieser Blutprobe wurde mittels Zentrifugation das Serum gewonnen.
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Alle Seren wurden in SafeSeal Reagiergefale 1,5 ml gefullt und bei - 20°C
gelagert.

2.11 Versuchsaufbau indirekter Immunfluoreszenztest

Fur die quantitative Darstellung der ANA in den Seren der AIL-Mause mithilfe
eines indirekten Immunfluoreszenztests (lIF-Test) wurden Testsysteme der Firma

,Euroimmun® verwendet.

- lIF-Test, dessen Objekttrager mit je 5 BIOCHIPs besttickt waren, die mit
Mosaik Hep-2-Zellen und Leber-Zellen (Affe) beschichtet waren

- lIF-Test, dessen Objekttrager mit je 5 BIOCHIPs bestlickt waren, die mit
Hep-2-Zellen beschichtet waren

- lIF-Test, dessen Objekttrager mit je 5 BIOCHIPs bestlickt waren, die mit

Hep-20-10-Zellen beschichtet waren (www.euroimmun.de;
https://dgrh.de/Start/DGRh/Presse/Daten-und-Fakten/Rheuma-in-
Zahlen.html).

Je Testdurchlauf wurden 50 Seren der AlL-Mause getestet. Nachdem die zu
testenden Seren auf eine Temperatur von + 4°C erwarmt worden waren, wurden
diese in einem Verhaltnis von 1:100 mit PBST-Pufferlésung verdinnt. Dazu
pipettierten wir 99 ul PBST in jeweils ein SafeSeal Reagiergefad 1,5 ml und
pipettierten 1 pl des entsprechenden Serums hinzu. Die komplette Durchmischung
der Verdunnungen erfolgte mithilfe eines Vortex-Rittlers. Von dieser Verdinnung
trugen wir 25 ul auf jedes der 50 Felder der Testplatte auf. Im Anschluss legten wir
die mit Zellen beschichteten Objekttrager auf die Testplatte und lieRen diese 30
Minuten inkubieren. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Objekttrager in
ein Spulgefall mit Objekttragereinsatz eingespannt und 5 Minuten mit einer PBST
— Pufferlosung gewaschen. Wéahrend dieser Zeit reinigten wir die Testplatte mit
destilliertem Wasser von den Resten der verdinnten Seren. Danach stellten wir
eine 1:100 Verdinnung des Polyclonal Rabbit Anti — Mouse Immunglobulin FITC
mit einer PBST-Pufferldsung her. Von dem verdinnten AK trugen wir ebenfalls 25
pl auf jedes der 50 Felder der Testplatte auf. Nachdem die Objekttrager 5 Minuten

gewaschen und anschlie3end abgetrocknet worden waren, wurden diese auf die
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mit verdinntem AK beimpfte Testplatte aufgelegt und wieder 30 Minuten inkubiert.
Im Anschluss wurden die Objekttrager erneut 5 Minuten mit PBST-Pufferlésung
gewaschen. Im letzten Schritt pipettierten wir ein Glycerin-PBS-Gemisch im
Verhéltnis 1:1 auf die jeweiligen Deckglaser und figten diese mit den
getrockneten Objekttragern zusammen. Zur Auswertung der angefertigten IIF-
Tests analysierten wir diese unter einem Fluoreszenzmikroskop. Eine exakte
Bestimmung der Fluoreszenzmuster war fir diese Arbeit irrelevant. Im Falle einer
positiven Testung, fluoreszierten die angefarbten Hep-2-Zellen der Testplatten in
der mikroskopischen Begutachtung grtin (s. Abb. 8a). Bei einer negativen Testung
zeigte sich bei der mikroskopischen Begutachtung kein grun fluoreszierendes
Muster (s. Abb. 8b). Alle nach 6 Monaten gewonnenen Seren in der Verdinnung
1:100, die im IIF-Test positiv erschienen, wurden im Verhaltnis 1:1000 verdinnt
und nach dem beschriebenen Schema getestet. Die in der 1:1000 Verdunnung
positiv erschienenen Seren wurden dann 1:10000 verdinnt und auch
entsprechend des Schemas getestet. Wahrend des gesamten Versuchs wurden

die Seren permanent durch Eis gekihlt, um die Temperatur konstant zu halten.
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Abbildung 8a-b: a) positiver indirekter Immunfluoreszenztest auf Hep-20-Zellen; b) negativer indirekter
Immunfluoreszenztest auf Hep-20-Zellen
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2.12 Statistische Analysen

Auf eine Fallzahlplanung wurde verzichtet, da es sich um eine explorative Studie
handelte. Ein wichtiger primarer Endpunkt der Studie war, es zu untersuchen,
welchen Einfluss Gene und Ernahrung auf komplexe Phéanotypen, wie ANA, in der
Maus haben. Die hohe Fallzahl war fir die genetische Assoziationsstudie
notwendig. Primarer Endpunkt meiner Untersuchung war die Pravalenz der ANA

zum Zeitpunkt 6 Monate.

Die statistische Datenanalyse erfolgte mittels des Statistikprogrammes SPSS
(Version 15.0). Es lagen sowohl nominalskalierte als auch metrische Variablen
vor. Tests auf Normalverteilung wurden vor der statistischen Analyse
durchgefthrt. Die Signifikanzprifung bei dichotomen, unverbundenen Merkmalen
erfolgte mittels des Chi-Quadrat-Test. Bei unverbundenen, nicht normalverteilten
Variablen wurde zum Vergleich von 2 unabhangigen Stichproben der Mann-
Whitney-U-Test durchgefihrt, der Vergleich von mehr als 2 unabhangigen
Stichproben erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test mit Post-Hoc-Test.
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3 Ergebnisse

Es wurden drei AlL-Mauskollektive in das Experiment einbezogen (G18-20). Diese
drei Kollektive wurden zu einem Gesamtkollektiv zusammengefihrt, mit einer

Gesamtzahl von n=935.

Aufgrund fehlender Seren und unvollstandiger Datenblatter kam es zum Fehlen
einzelner Daten, welches nicht zum generellen Ausschluss des jeweiligen
Versuchstieres flihrte, um die maximal mdogliche Kollektivgrof3e nicht zu
verringern. Dieses erklart die mitunter differierenden Fallzahlen in den einzelnen
Berechnungen. Auf das Fehlen einzelner Daten wird an den entsprechenden
Stellen hingewiesen.

3.1 Auftreten von ANA im Serum im Gesamtkollektiv zu den

unterschiedlichen Messzeitpunkten

Die Messung von ANA in den Seren aller AlL-Mause erfolgte in der Verdinnung
1:100 zu den Untersuchungszeitpunkten 2, 4 und 6 Monate.

Nach 2 Monaten lie3en sich unabhéngig von der Diat bei 5,7% aller AlL-Mause
(n=53 von 935) ANA nachweisen. Bei 16,5% aller AlL-Mause (n=154 von 935)
konnten nach 4 Monaten ANA im Serum festgestellt werden. Nach 6 Monaten
zeigte sich bei 32,2% (n=301 von 935) aller Versuchstiere ANA im Serum. Eine
Ubersicht iber die Ergebnisse zeigt Abb. 9.
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Abbildung 9: Entwicklung der ANA bei AIL-Mausen im zeitlichen Verlauf. AlL-M&usen (n=935) wurde im Alter
von 2, 4 und 6 Monaten Blut zur Bestimmung der ANA enthnommen. ANA wurden in einer 1:100 Verdinnung
mittelt IIF-Test auf Hep-Zellen bestimmt. Die Angaben der positiven ANA erfolgt in Prozent (%) und die
Darstellung der Daten als Saulendiagramm. Im Beobachtungszeitraum stieg die Pravalenz der ANA

kontinuierlich an.

Zum Messzeitpunkt 6 Monate erfolgte bei AIL-M&usen mit positivem ANA-
Nachweis in der Verdinnung 1:100 (n=301) eine ANA-Titer-Bestimmung in den
Verdinnungen 1:1000 und 1:10.000.

Ein ANA-Nachweis in der Verdinnung 1:1000 gelang bei 45,2% dieser AlL-Méause
(n=136 von 301). Davon waren 19,1% (n= 26 von 136) auch in der Verdiinnung
1:10000 ANA-positiv. Eine Ubersicht tiber die Ergebnisse zeigt Abb. 10.
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Abbildung 10: Entwicklung des ANA-Titers bei AlL-M&usen zum Zeitpunkt 6 Monate. AlL-Mausen (n=935)
wurde im Alter von 6 Monaten Blut zur Bestimmung der ANA entnommen. ANA wurden in einer 1:100, 1:1000
und 1:10.000 Verdiinnung mittels lIF-Test auf Hep-Zellen bestimmt. Die Angaben der positiven ANA erfolgt in
Prozent (%) und die Darstellung der Daten als Saulendiagramm. Im Beobachtungszeitraum stieg der ANA-

Titer zunachst an und fiel im Verlauf unter den Ausgangswert.

3.2 Zeitliche Unterschiede im Auftreten von ANA im Serum der AIL-Mause

Es wurde untersucht, ob sich die drei Diatgruppen CONT, CALR und WD
hinsichtlich des Auftretens von ANA zu den Untersuchungszeitpunkten 2, 4 und 6

Monate unterschieden.

3.2.1 Einfluss der Diat auf die Pravalenz der ANA in AlL-M&ausen

Nach 2 Monaten weisen 1,7% (n=6 von 349 Tieren) der nach der CALR
gefutterten AlL-Mause ANA im Serum auf. Unter den Diatgruppen stellten sie die
Gruppe mit den wenigsten ANA-positiven Seren zu diesem Zeitpunkt dar. Die AlL-
Mause der Gruppe WD hatten mit 8,9% (n=30 von 336 Tieren) den hdchsten
Anteil ANA-positiven Seren innerhalb der Diatgruppen. Die CONT lag mit einem
ANA-Nachweis in 6,8% (n=17 von 250 Tieren) etwas niedriger als die Gruppe der
WD.
Die Unterschiede zwischen den Diatgruppen CALR und WD waren mit p<0,001
statistisch signifikant, ebenso die Unterschiede zwischen der CALR und der
31



CONT mit p=0,001. Zwischen AIL-Mausen der WD und der CONT lie3en sich
hinsichtlich des Auftretens von ANA nach 2 Monaten keine signifikanten
Unterschiede darstellen (p=0,348). Eine Ubersicht tiber die Ergebnisse zeigt Abb.
11a.

Nach 4 Monaten wiesen 54 % (n=19 von 349 Tieren) der nach der CALR
gefutterten AlL-Mause ANA im Serum auf. Sie stellten damit die Diatgruppe mit
dem geringsten Anteil ANA-positiver Seren zu diesem Zeitpunkt dar.

Die Gruppe mit dem hoéchsten Anteil ANA-positiver Seren stellten die AIL-M&ause
der WD mit 25,3 % (n=85 von 336 Tieren) dar. Die CONT lag mit einem ANA-
Nachweis in 20,0 % (n=50 von 250 Tieren) etwas niedriger als die Gruppe der
WD.

Die Unterschiede zwischen den Diatgruppen CALR und WD sowie zwischen der
Gruppe CALR und der CONT waren mit jeweils p<0,001 statistisch signifikant.
Zwischen AIL-Mausen der WD und der CONT lieBen sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede darstellen (p=0,132). Eine Ubersicht Uber die
Ergebnisse zeigt Abb. 11b.

Nach 6 Monaten lieRen sich bei 19,8% (n=69 von 349 Tieren) der CALR AIL-
Mause ANA im Serum nachweisen. Diese Gruppe wies den geringsten Anteil
ANA-positiver Seren zu diesem Zeitpunkt auf. Der hdchste Anteil ANA-positiver
Seren fand sich in der Gruppe WD mit 44,4% (n=149 von 336 Tieren). In CONT
lieBen sich nach 6 Monaten in 33,2% (n=83 von 250 Tieren) ANA im Serum
nachweisen.

Die Unterschiede zwischen den Diatgruppen CALR und WD, CALR und CONT
sowie zwischen WD und CONT waren mit jeweils p<0,001 statistisch signifikant.

Eine Ubersicht liber die Ergebnisse zeigt Abb. 11c.
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Abbildung 1la-c: ANA positive Seren nach a) 2 Monaten, b) 4 Monaten und c¢) 6 Monaten bei den drei
Diatgruppen der AlL-M&use (n=935). ANA wurden in einer 1:100 Verdiinnung mittelt [IF-Test auf Hep-Zellen
bestimmt. Die Angaben der positiven ANA erfolgt in Prozent (%) und die Darstellung der Daten als
Saulendiagramm. Die meisten ANA konnten zu allen Messzeitpunkten in den Seren der WD-Gruppe ermittelt
werden, die wenigsten ANA in der CALR-Gruppe. Die CONT-Gruppe liegt deutlich héher als die CALR-
Gruppe, jedoch insgesamt noch niedriger als die WD-Gruppe. a) CONT vs. WD: p=0,348; CONT vs. CALR:
p=0,001, CALR vs. WD: p<0,001. Dargestellt mit ***p<0,001, **p<0,01. b) CONT vs. WD: p=0,132; CONT vs.
CALR: p<0,001, CALR vs. WD: p<0,001. Dargestellt mit ***p<0,001. c) CONT vs. WD: p=0,006; CONT vs.
CALR: p<0,001, CALR vs. WD: p<0,001. Dargestellt mit ***p<0,001,**p<0,01. Die statistische Datenanalyse
erfolgte mittels Chi-Quadrat-Test.

Zusammenfassend stellte die Gruppe der nach CALR gefitterter AIL-Mause zu
allen Untersuchungszeitpunkten die Gruppe mit dem niedrigsten Anteil ANA-
positiver Seren dar, wahrend die Gruppe WD die Gruppe mit dem hdchsten Anteil
ANA-positiver Seren ausmachte.

Eine graphische Zusammenfassung der Ergebnisse dieses Abschnittes ist in Abb.
12 dargestellt. Graphisch ist zudem ersichtlich, dass die Unterschiede zwischen

den einzelnen Gruppen im zeitlichen Verlauf zunahmen.
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Abbildung 12: ANA-positive Seren bei den drei Diatgruppen im zeitlichen Verlauf (n=935).

Gegeniberstellung der in der 1:100 Verdiinnung ANA-positiv gemessenen Seren der jeweiligen Diat, wahrend
des gesamten Beobachtungszeitraumes. Die Angaben der positiven ANA erfolgt in Prozent (%) und die
Darstellung der Daten als Liniendiagramm. Es zeigte sich in der chronologischen Abfolge eine stetige
Zunahme der ANA im Serum bei allen drei Diaten, mit einem Maximum bei WD und einem Minimum bei
CALR; CONT bewegt sich zwischen den beiden anderen Diaten. In den jeweiligen Diatgruppen stieg die

Pravalenz fortwahrend an.

3.2.2 Quantitatives Auftreten von ANA im Serum der AIL-Mause zum

Zeitpunkt 6 Monate

Bei AlL-Mausen, die zum Zeitpunkt 6 Monate in der Verdinnung 1:100 ANA-

positiv waren (n=301), erfolgte eine weitere Verdinnung der Seren.

Die Titrierung der Seren der AIL-M&ause auf eine Verdinnung von 1:1000 zeigte,
dass 30,4% (n=21 von 69 Tieren) der Tiere der CALR Gruppe positive Ergebnisse
im lIF-Test auf ANA vorwiesen. In der WD Gruppe waren 49,0% (n=73 von 149
Tieren) der Seren ANA-positiv. Die meisten ANA-positiven Seren waren in der
CONT Gruppe mit 50,6 % (n=42 von 83 Tieren) zu messen.

Die Unterschiede zwischen den Diatgruppen CALR und WD, CALR und CONT

waren mit jeweils p<0,01 statistisch signifikant. Zwischen den Diatgruppen WD
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und CONT konnte kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Eine Ubersicht tiber die Ergebnisse zeigt Abb. 13.
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Abbildung 13: Titirierung der in der 1:100 Verdinnung ANA-positiv getesteten Seren bei AlL-M&usen zum
Zeitpunkt 6 Monate in den drei Digtgruppen (n=301). ANA wurden in einer 1:1000 Verdiinnung mittels IIF-Test
auf Hep-Zellen bestimmt. Die Angaben der positiven ANA erfolgt in Prozent (%) und die Darstellung der Daten
als Saulendiagramm. Im Beobachtungszeitraum stieg der ANA-Titer in allen drei Diatgruppen kontinuierlich
an. CONT vs. WD: p=0,814; CONT vs. CALR: p=0,012, CALR vs. WD: p=0,010. Dargestellt mit *p<0,05. Die

statistische Datenanalyse erfolgte mittels Chi-Quadrat-Test.
Im Anschluss erfolgte die Titrierung der Seren auf eine Verdinnung von 1:10.000.
Hier zeigte sich, dass 19,1% der Tiere der CALR Gruppe (n=4 von 21 Tieren),
19,2% der WD Gruppe (n=14 von 73 Tieren) und 19,1% der CONT Gruppe (n=8
von 42 Tieren) positive ANA vorwiesen. Die Unterschiede zwischen allen drei
Diatgruppen waren statistisch nicht signifikant. Eine Ubersicht tiber die Ergebnisse
zeigt Abb. 14.
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Abbildung 14: Titirierung der in der 1:1000 Verdiinnung ANA-positiv getesteten Seren bei AlL-Mausen zum
Zeitpunkt 6 Monate in den drei Diatgruppen (n=136). ANA wurden in einer 1:10.000 Verdinnung mittels IIF-
Test auf Hep-Zellen bestimmt. Die Angaben der positiven ANA erfolgt in Prozent (%) und die Darstellung der
Daten als Saulendiagramm. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Diatgruppen.
CONT vs. WD: p= 0,986; CONT vs. CALR: p=1,000, CALR vs. WD: p=0,989. Die statistische Datenanalyse
erfolgte mittels Chi-Quadrat-Test.

3.3 Gewichtsspezifische Unterschiede im Auftreten von ANA im Serum der
AlL-Mause

Die Berechnungen dieses Abschnittes erfolgten nur anhand der AlL-Mause, bei
denen ein giltiges Gewicht zu allen drei Messzeitpunkten (2, 4 und 6 Monate)

dokumentiert wurde (n=853, fehlende Werte n=82).

3.3.1 Gewichtsentwicklung im zeitlichen Verlauf bei den einzelnen

Diatgruppen
Es wurde die Entwicklung des Gewichts bei den einzelnen Diatgruppen zu den

Zeitpunkten 2, 4 und 6 Monate untersucht. Tabelle 5 zeigt die zugrunde liegenden

Daten dieses Abschnitts.
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Tabelle 5: Falle je Zeitpunkt je Diat

Diat AlL- 2 Monate 4 Monate 6 Monate Gewicht
Mause Zeitpunkt

2+4+6
Monate

CALR 349 337 331 324 319

WD 336 329 325 319 315

CONT 250 232 225 230 219

Gesamt | 935 898 881 873 853

In allen drei Diatgruppen kam es von Monat 2 bis Monat 6 zu einer Zunahme des
Gewichtes. Am starksten war diese Gewichtszunahme bei den AlL-Mausen der
WD (Differenz Median 2. zu 6. Monat: 11,1qg), geringer bei der Gruppe der CONT
(Differenz Median 2. zu 6. Monat: 5,8 g). Die geringste Gewichtszunahme zeigte
sich in der CALR (Differenz Median 2. zu 6. Monat: 4,2 g).

Das mediane Gewicht der AlL-Mause der WD war zu allen Messzeitpunkten am
hdchsten, das mediane Gewicht der AIL-Mause der CALR am niedrigsten. Die
Unterschiede zwischen den Gruppen waren jeweils statistisch signifikant
(p<0,001).

Abb. 15a-c und Tabelle 6 zeigen die Ergebnisse fir den Gewichtsverlauf bei den

unterschiedlichen Diatgruppen zu den Messzeitpunkten 2, 4 und 6 Monate.
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Abbildung 15a-c: Gewicht nach a) 2 Monaten, b) 4 Monaten und c) 6 Monaten bei den drei Didtgruppen der
AlL-Méause (n=853); CALR WD CONT Hierzu wurden die Tiere im Alter von a) 2 Monaten, b) 4
Monaten und c) 6 Monaten gewogen. Die Gewichtsangaben erfolgen in Gramm (g), die Darstellung der Daten
als Box-Whisker-Plot. Wahrend der gesamten Betrachtung waren sowohl Maximalgewicht und Mediangewicht
zu allen drei Messzeitpunkten a, b, c in der Didtgruppe WD am héchsten. Die Diatgruppe CALR zeigte zu
allen drei Messzeitpunkten a, b, ¢ das Minimalgewicht und das niedrigste Mediangewicht. Dazwischen
befanden sich die Messergebnisse fiir die Diatgruppe CONT. a) CONT vs. WD: p<0,001; CONT vs. CALR:
p<0,001, CALR vs. WD: p<0,001. b) 4 Monate: CONT vs. WD: p<0,001; CONT vs. CALR: p<0,001, CALR vs.
WD: p<0,001. ¢) 6 Monate: CONT vs. WD: p<0,001; CONT vs. CALR: p<0,001, CALR vs. WD: p<0,001.
Dargestellt mit ***p<0,001. Die statistische Datenanalyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-
Bonferroni Post-Hoc-Test.
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Tabelle 6: Gewicht bei den drei Didtgruppen je Untersuchungszeitpunkt

CALR CONT WD
n=319 n=219 n=315
Gewichtin g | Mittelwert +121,0+3,8 259+55 29,5+8,0
2 Monate Standardabweichung
Median 20,6 25,3 28,5
Minimum 11,2 14,6 11,1
Maximum 34,1 41,7 57,2
Gewichting | Mittelwert +1241+4,1 |30,2+6,1 |36,/+92
4 Monate Standardabweichung
Median 24,0 29,4 35,9
Minimum 13,8 17,0 20,1
Maximum 36,6 47,7 66,6
Gewichting | Mittelwert +1251+43 |319+6,3 |40,0+99
6 Monate Standardabweichung
Median 24,8 31,1 39,6
Minimum 15,9 19,5 20,9
Maximum 37,0 51,2 70,7

Insgesamt zeigte sich, dass die AlL-Mause, die mit der WD gefittert worden sind

im zeitlichen Verlauf die starkste Gewichtszunahme aufwiesen. Am geringsten fiel

die Gewichtsentwicklung bei den nach der CALR gefutterten AIL-M&ausen aus. Die

nach der CONT gefitterten Tiere befanden sich zwischen den beiden anderen

Diatgruppen. Ebenso folgten die Gewichtsmaxima und das mediane Gewicht

dieser Verteilung.

3.3.2 Gewicht und ANA im Serum zu den Zeitpunkten 2, 4 und 6 Monate

Es wurde untersucht, ob das Gewicht der AIL-Mause zu den Zeitpunkten 2, 4 und

6 Monate einen Einfluss auf die Entwicklung von ANA zu den jeweiligen

Zeitpunkten hatte.
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Nach 2 Monaten wiesen ANA-positive AlL-Méause (n=52) ein medianes Gewicht
von 27,7g auf, wahrend das mediane Gewicht ANA-negativer AlL-Mause (n=801)
bei 23,6 g lag. Die AlL-Mause, die nach 4 Monaten ANA-positiv waren (n=149),
hatten nach 4 Monaten ein medianes Gewicht von 32,1 g, ANA-negative AlL-
Mause (n=704), hatten zu diesem Zeitpunkt ein medianes Gewicht von 27,7 g.
Nach 6 Monaten ANA-positive AIL-M&ause (n=292) wiesen zu diesem Zeitpunkt ein
medianes Gewicht von 32,8 g auf, wahrend das mediane Gewicht ANA-negativer
AlL-Mause (n=561) bei 29,0 g lag.

Zusammenfassend zeigten ANA-positive AIL-Mause im Vergleich zu ANA-
negativen AlL-Mausen immer ein hdheres medianes Gewicht zum jeweiligen
Untersuchungszeitpunkt. Die Gruppenunterschiede waren zu allen drei Unter-
suchungszeitpunkten jeweils auf einem Niveau von p<0,001 statistisch signifikant.
Die Ergebnisse zeigt Abbildung 16a-c.
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Abbildung 16a-c: Gewicht und Inzidenz von ANA im Gesamtkollektiv zu den Zeitpunkten a) 2 Monate, b) 4
Monate und c) 6 Monate bei den drei Diatgruppen der AlL-M&use (n=853). Das Gesamtkollektiv wurde in zwei
Gruppen geteilt, ANA positiv und ANA negativ. Im Anschluss wurde das bereits ermittelte Gewicht der Tiere
im Alter von a) 2 Monaten, b) 4 Monaten und c) 6 Monaten, entsprechend der Gruppenaufteilung aufgezeigt.
Die Gewichtsangaben erfolgen in Gramm (g), die Darstellung der Daten als Box-Whisker-Plot. Zu allen drei
Messpunkten war das Mediangewicht der ANA positiv gemessenen Tieren am hdchsten, das Maximalgewicht
zeigten zu allen drei Messzeitpunkten die ANA negativen Tieren. a) 2 Monate: p<0,001, b) 4 Monate:
p<0,001, c) 6 Monate: p<0,001. Dargestellt mit ***p<0,001. Die statistische Datenanalyse erfolgte mittels
Mann-Whitney-U-Test.
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3.3.3 Préadiktiver Wert des Gewichtes auf die Entwicklung von ANA im

Serum im Verlauf

Es wurde untersucht, ob das Gewicht zum Zeitpunkt von 2 Monaten bzw. 4
Monaten einen Einfluss auf die Entwicklung von ANA im Serum im weiteren
Verlauf hat.

3.3.3.1 Gewicht bei 2 Monaten

Das mediane 2 Monatsgewicht der zum Zeitpunkt 4 Monate ANA-positiven AlL-
Mause (n=149) lag bei 25,6 g, wéhrend dieses bei zum Zeitpunkt 4 Monate ANA-
negativen AlIL-M&ause (n=704) bei 23,6 g lag. Das mediane 2-Monatsgewicht der
zum Zeitpunkt 6 Monate ANA-positiven AIL-Mause (n=292) lag bei 25,0 g,
wahrend dieses bei zum Zeitpunkt 6 Monate ANA-negativen AlL-Mause (n=561)
bei 23,3 g lag.

Die Unterschiede waren mit p<0,001 jeweils signifikant. Die Ergebnisse zeigt
Abbildung 17a-b.
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Abbildung 17a-b: Gewicht zum Zeitpunkt 2 Monate bei ANA positiven und ANA negativen AIL-Mausen zum
Zeitpunkt a) 4 Monate und b) 6 Monate (n= 853). Es wurden zwei Gruppen aus den zum Zeitpunkt a) 4
Monate und b) 6 Monate ANA positiv und ANA negativ gemessenen Tieren gebildet. Im Anschluss wurde das
Korpergewicht in Gramm (g) zum Zeitpunkt 2 Monate der Tiere der jeweiligen Gruppe betrachtet und
gegenubergestellt. Die Darstellung der Daten erfolgte als Box-Whisker-Plot. Hierbei zeigt sich, dass sowohl
zum Zeitpunkt a) 4 Monate, als auch zum Zeitpunkt b) 6 Monate, das Mediangewicht bei den ANA positiven
Tieren am hdchsten ist. Das Maximalgewicht hingegen ist zum Zeitpunkt a) 4 Monate und b) 6 Monate bei
den ANA negativ gemessenen Tieren zu verzeichnen. a) ANA 4 Monate: p< 0,001, b) ANA 6 Monate: p<
0,001. Dargestellt mit ***p<0,001. Die statistische Datenanalyse erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test.
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3.3.3.2 Gewicht bei 4 Monaten

Das mediane 4-Monatsgewicht der zum Zeitpunkt 6 Monate ANA-positiven AlL-
Mause (n=292) lag bei 30,7 g, wéhrend dieses bei zum Zeitpunkt 4 Monate ANA-
negativen AlL-Mause (n=561) bei 27,5 g lag. Die Gruppenunterschiede waren mit
p<0,001 signifikant (Abb. 18).
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Abbildung 18: Gewicht zum Zeitpunkt 4 Monate bei ANA positiven und ANA negativen AlL-Mausen zum
Zeitpunkt 6 Monate (n= 853). Es wurden zwei Gruppen aus den zum Zeitpunkt 6 Monate ANA positiv und
ANA negativ gemessenen Tieren gebildet. Im Anschluss wurde das Kérpergewicht in Gramm (g) zum
Zeitpunkt 4 Monate der Tiere der jeweiligen Gruppe betrachtet und gegeniubergestellt. Die Darstellung der
Daten erfolgte als Box-Whisker-Plot. Hierbei zeigt sich, dass zum Zeitpunkt 6 Monate das Mediangewicht bei
den ANA positiven Tieren am hdchsten ist. Das Maximalgewicht hingegen ist zum Zeitpunkt 6 Monate bei den
ANA negativ gemessenen Tieren zu verzeichnen. p< 0,001. Dargestellt mit ***p<0,001. Die statistische

Datenanalyse erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test.

3.3.4 Quantitatives Auftreten von ANA im Serum zum Zeitpunkt 6 Monate

Es wurde untersucht, ob das Gewicht zum Zeitpunkt 2, 4 und 6 Monate
Auswirkung auf den ANA-Titer in den Verdinnungen 1:1000 und 1:10.000 zum
Zeitpunkt 6 Monate hatte.

Von den 301 AIL-M&ausen des Gesamtkollektives, die zum Zeitpunkt 6 Monate
einen positiven 1:100 ANA-Titer aufwiesen, lagen bei 292 AlL-Mausen gultige

Daten zu der Gewichtsentwicklung zu den Zeitrdumen 2, 4 und 6 Monate vor
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(fehlende Angaben n=9). Bei 44,9 % dieser AlL-Mause (n=131 von 292) konnte
zum Zeitpunkt 6 Monate ein 1:1000 ANA-Titer gemessen werden. Im zeitlichen
Verlauf lie3 sich ebenfalls ablesen, dass AlL-Mause die zum Zeitpunkt 6 Monate
einen negativen ANA-Nachweis in der 1:10.000 Verdinnung hatten, zu allen drei
Messpunkten (2, 4 und 6 Monate) ein niedrigeres medianes und auch ein
niedrigeres Maximalgewicht aufwiesen als die ANA-positiven AlL-Mause. Die

Ergebnisse zeigt die Abb. 19a-c.
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Abbildung 19a-c: Gewicht zum Zeitpunkt a) 2 Monate, b) 4 Monate und c¢) 6 Monate bei ANA positiven und
ANA negativen AlL-Mausen in der Verdinnung 1:1000 (n=292). Es wurden zwei Gruppen aus den zum
Zeitpunkt a) 2 Monate, b) 4 Monate und c) 6 Monate ANA positiv und ANA negativ gemessenen Tieren
gebildet. Im Anschluss wurde das Kérpergewicht in Gramm (g) der Tiere zum jeweiligen Zeitpunkt mit dem der
jeweiligen Gruppe gegenubergestellt. Die Darstellung der Daten erfolgte als Box-Whisker-Plot. Hierbei zeigt
sich, dass zum Zeitpunkt a) 2 Monate, b) 4 Monate und c) 6 Monate, das Mediangewicht bei den ANA
positiven Tieren am hdchsten ist. Das Maximalgewicht ist zum Zeitpunkt b) 4 Monate und c¢) 6 Monate bei den
ANA positiv gemessenen Tieren zu verzeichnen, nur zum Zeitpunkt a) 2 Monate ist es bei den ANA negativ
gemessen Tieren zu verzeichnen. Gewicht a) 2 Monate: p= 0,002; b) 4 Monate: p=0,003, c) 6 Monate.

p=0,007. Dargestellt mit **p<0,01. Die statistische Datenanalyse erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test.

Ein Titer von 1:10.000 bei 6 Monaten war in 19,1% (n=25 von 131) nachweisbar.
Im Anschluss wurde untersucht, wie der Gewichtsverlauf der bei Monat 6 positiv
und negativ auf ANA im Serum gemessenen AlL-Mause, in der 1:10.000
Verdunnung war. Hier bildet sich ab, dass zu allen drei Messzeitpunkten die ANA-
negativen AlL-M&use sowohl héheres Median-, als auch hoheres Maximalgewicht

aufwiesen. Abbildung 20a-c bildet die Ergebnisse ab.
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Abbildung 20a-c: Gewicht zum Zeitpunkt a) 2 Monate, b) 4 Monate und c) 6 Monate bei ANA positiven und
ANA negativen AIL-M&usen in der Verdinnung 1:10.000 (n=131). Es wurden zwei Gruppen aus den zum
Zeitpunkt a) 2 Monate, b) 4 Monate und c) 6 Monate ANA positiv und ANA negativ gemessenen Tieren
gebildet. Im Anschluss wurde das Kérpergewicht in Gramm (g) der Tiere zum jeweiligen Zeitpunkt mit dem der
jeweiligen Gruppe gegenubergestellt. Die Darstellung der Daten erfolgte als Box-Whisker-Plot. Hierbei zeigt
sich, dass zum Zeitpunkt a) 2 Monate, b) 4 Monate und c) 6 Monate, dass das Mediangewicht und das
Maximalgewicht bei den ANA negativen Tieren am hdchsten ist. Gewicht a) 2 Monate: p= 0,144, b) 4 Monate:
p=0,260, c) 6 Monate: p=293. Die statistische Datenanalyse erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test.

3.4 Geschlechtsspezifische Unterschiede im Auftreten von ANA im Serum
der AlL-M&use

Aus diversen vorherigen Untersuchungen zum Thema Kollagenosen und
Autoimmunitat ist hinreichend bekannt, dass das weibliche Geschlecht eine
hohere Pradisposition fur das Auftreten von autoimmune rheumatic diseases
(ARD) hat (Sekigawa et al., 2004; Whitacre, 2001). Unser AlL-Mauskollektiv (n =
935) beinhaltete 42,4% mannliche Tiere (n = 396) und 57,6% weibliche Tiere (n =
539).

3.4.1 ANA im Serum der AlL-Mause nach 2, 4 und 6 Monaten

Das Gesamtkollektiv (n=935) wurde entsprechend der Geschlechter in zwei
Gruppen geteilt, weiblich (n=539) und méannlich (n=396). In der Verdiinnung 1:100
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wurde das Auftreten von ANA im Serum zum Zeitpunkt 2, 4 und 6 Monate fir das
jeweilige Geschlecht gemessen.

Nach zwei Monaten entwickelten 5,3% (n=21 von 396 Tieren) der mannlichen und
5,9% (n=32 von 539 Tieren) der weiblichen AIL-Mause ANA im Serum, dieser
Unterschied war statistisch nicht signifikant.

Nach vier Monaten zeigten 13,1% (n=52 von 396 Tieren) der mannlichen und
18,9% (n=102 von 539 Tieren) der weiblichen AIL-Mause fur ANA positive IIF-
Tests. Diese Unterschiede waren statistisch signifikant.

Nach sechs Monaten konnten bei 25,8% (n=102 von 396 Tieren) der mannlichen
und bei 36,9% (n=199 von 539 Tieren) der weiblichen Tiere ANA im Serum
gemessen werden. Diese Ergebnisse waren statistisch signifikant. In der
Gesamtschau war zu beobachten, dass die Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen im zeitlichen Verlauf zunahmen.

Abb. 21a-c und 22 stellen diese Ergebnisse graphisch dar.
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Abbildung 21a-c: Geschlechtsspezifische Unterschiede im Auftreten von ANA im Serum der AlL-Mause zum
Zeitpunkt a) 2 Monate, b) 4 Monate und c) 6 Monate (n=935). ANA wurden in einer 1:100 Verdinnung mittelt
IIF-Test auf Hep-Zellen bestimmt. Die Angaben der positiven ANA erfolgt in Prozent (%) und die Darstellung
der Daten als Saulendiagramm. Im gesamten Beobachtungszeitraum zeigte sich ein starkerer Anstieg der
Pravalenz der ANA im Serum zugunsten des weiblichen Geschlechts. a) 2 Monate: p=0,679, b) 4 Monate:
p=0,018, c) 6 Monate: p<0,001. Dargestellt mit ***p<0,001, *p<0,05. Die statistische Datenanalyse erfolgte
mittels Chi-Quadrat-Test.
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Abbildung 22: Geschlechtsspezifische Unterschiede im Auftreten von ANA im Serum der AlL-M&use im
zeitlichen Verlauf (n=935). Gegeniiberstellung der in der 1:100 Verdiinnung ANA-positiv gemessenen Seren
des jeweiligen Geschlechts, wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes. Die Angaben der positiven
ANA erfolgt in Prozent (%) und die Darstellung der Daten als Liniendiagramm. Es zeigte sich in der
chronologischen Abfolge eine stetige Zunahme der ANA im Serum bei beiden Geschlechtern. Das weibliche
Geschlecht zeigt im gesamten Beobachtungszeitraum das héchste Maximalgewicht. Bei beiden
Geschlechtern stieg die Pravalenz fortwéhrend an.

3.4.2 Quantitatives Auftreten von ANA im Serum zum Zeitpunkt 6 Monate

Alle AIL-Mause die zum Zeitpunkt 6 Monate in der 1:100 Verdinnung positiv auf
ANA im Serum getestet worden sind (n=301), wurden entsprechend dem
Geschlecht in zwei Gruppen aufgeteilt. 34% mannliche Tiere (n= 102) und 66%
weibliche Tiere (n= 199). Die Seren dieser AlL-Mause wurden anschliel3end in die
Verdinnung 1:1000 uberfuhrt und mit Hilfe des lIF-Tests auf ANA getestet.

Dabei konnten bei 45,1% (n=46 von 102 Tieren) der mannlichen Seren positive
ANA-Nachweise erfolgen und bei 45,2% (n=90 von 199 Tieren) der weiblichen
Seren. Die Unterschiede zeigten keine statistische Signifikanz. Im Anschluss
wurden die in der 1:1000 positiv auf ANA getesteten Seren in die Verdlinnung
1:10.000 Uberfuhrt. Ein positiver ANA-Nachweis gelang bei 17,4% (n=8 von 46
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Tieren) der méannlichen und bei 20,0% (n=18 von 90 Tieren) der weiblichen Tiere.

Eine graphische Ubersicht der Ergebnisse bietet Abb. 23a-b.
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Abbildung 23a-b: Titirierung der, in der Verdiinnung 1:100 ANA-positiv getesteten Seren der AlL-M&use bei
den beiden Geschlechtern am Endpunkt. In der Verdiinnung 1:100 positiv auf ANA getestete Seren wurden
auf a) 1:1000 (n=301) und b) 1:10.000 (n=136) titriert und die ANA mittels lIF-Test auf Hep-Zellen bestimmt.
Die Angaben der positiven ANA erfolgt in Prozent (%) und die Darstellung der Daten als Saulendiagramm.
Sowohl in a) als auch in b) zeigt sich keine signifikanter Unterschied im ANA-Titer der beiden Geschlechter. a)

p= 0,983, b) p=0,714. Die statistische Datenanalyse erfolgte mittels Chi-Quadrat-Tests.
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4 Diskussion

4.1. Indirekter Immunfluoreszenztest und Anstieg von ANA im Serum im

zeitlichen Verlauf

Das gewahlte Testverfahren des IIF-Test ist sehr sensitiv zur Diagnosesicherung
einer Erkrankung aus dem Formenkreis der ARD, speziell fur SLE liegt er bei 95-
100% (Agmon-Levin, 2013; Kavanaugh et al.,, 2000). Allerdings ist zu
berticksichtigen, dass er nicht als Screeningtest geeignet ist, sondern bei zuvor
erfolgter Diagnostik hilft, eine Verdachtsdiagnose zu sichern. Als Screeningtest
eingesetzt kann es zu falsch positiven Ergebnissen je nach Alter und Geschlecht
kommen (Kavanaugh et al., 2000). Auch Mierau und Genth beschrieben, dass
,<der Immunfluoreszenztest auf Hep-2-Zellen auch heute noch der Standardtest
der ersten Stufe in der Antikérper-Diagnostik® von ARD ist (Mierau und Genth,
2002). Da die in unserer Untersuchung verwendeten AlL-Mause bereits aufgrund
ihrer Zucht eine genetische Pradisposition fir ARD zeigten, ist eine Erkrankung
aus dem ARD-Formenkreis sehr wahrscheinlich (Howie und Helyer, 1968;
www.jax.org). Die Ergebnisse unserer Untersuchungen zeigten, dass die Anzahl
der AlL-Mause, die positiv auf ANA im Serum getestet worden sind, im zeitlichen
Versuchsverlauf stieg. Mit 2 Monaten waren zunachst 5,7% des Gesamtkollektivs
ANA positiv, wohingegen nach 4 Monaten bereits 16,5 % und nach 6 Monaten
32,2% der untersuchten Tiere einen positiven ANA-Nachweis erbrachten. Diese
Ergebnisse wurden jeweils in einer Verdiinnung von 1:100 gemessen. Kavanaugh
et al. beschreiben, dass bei einer Verdinnung von 1:40, 20% gesunde Individuen
einen positiven indirekten Immunfluoreszenztest zeigen, bei einer Verdiinnung von
1:160 noch etwa 5% der gesunden Individuen (Kavanaugh et al., 2000). Je héher
der Verdunnungstiter gewahlt wird, umso sicherer wird es, wenn der IIF-Test
positiv ausfallt, dass das Individuum an einer ARD leidet (Mariz et al., 2010). Aus
diesem Grund erstellten wir Verdinnungen von 1:1000 und 1:10.000 bei den
Seren zum Zeitpunkt 6 Monate. Hier zeigte sich, dass bei einer Verdinnung von
1:1000 noch 45,2% der zuvor in der 1:100 Verdinnung positiv getesteten Seren
ein positives Ergebnis des IIF-Test zeigten. In der Verdiinnung 1:10.000 zeigten
noch 19,1% der in der 1:1000 Verdlinnung positiv getesteten Seren einen

positiven IIF-Test. Das zeigte deutlich, dass die in den Versuch eingeschlossenen,
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positiv getesteten AlL-Mause an einer Erkrankung aus dem Formenkreis der ARD

litten.

4.2 Diat-Unterschiede bei 2, 4 und 6 Monaten

Es ist bekannt, dass ARD durch aufRere Einwirkungen, wie beispielsweise die
Ernahrung eines Individuums, beeinflusst werden kénnen (Fernandes et al., 1973,
1976, 1978). Hierbei zeigt sich vornehmlich, dass eine Modulation der Erndhrung
sowohl den Zeitpunkt des Auftretens einer phanotypischen Manifestation einer
ARD als auch den Schweregrad der Erkrankung positiv verandern kann
(Fernandes et al., 1978). Auch die Letalitat in Folge einer ARD ist durch
diatetische Modulation, im Sinne einer Kalorienrestriktion, signifikant zu senken
(Alexander et al, 1987; Fernandes et al., 1976).

42.1 Auftreten von ANA im Serum nach 2, 4 und 6 Monaten

Im Rahmen unserer Untersuchungen teilten wir das Gesamtkollektiv in drei
Diatgruppen, CONT, WD und CALR. Im Anschluss wurde untersucht, ob sich die
drei Diatgruppen hinsichtlich des Auftretens von ANA zu den Untersuchungs-
zeitpunkten 2, 4 und 6 Monate unterschieden. Bereits nach zwei Monaten zeigte
sich ein deutlicher Unterschied zwischen den drei Diatgruppen. CONT unterschied
sich gegenuber der WD nur geringfugig (CONT 6,8% vs. WD 8,9%), verglich man
jedoch die CONT mit der CALR, so zeigte sich ein signifikanter Unterschied im
Auftreten von ANA im Serum (CONT 6,8% vs. CALR 1,7%). Noch deutlicher war
der Vergleich zwischen CALR und der WD (WD 8,9% vs. CALR 1,7%). Hier war
das Signifikanzniveau noch hoher. Somit lie3 sich ableiten, dass ein
kalorienreduziertes Erndhrungsregime bereits frih Vorteile beim Auftreten von
ARD gemessen an ANA im Serum aufweist. Ein &ahnliches Verteilungsmuster
zeigte sich ebenfalls nach 4 Monaten (CONT 20,0% vs. CALR 5,4% vs. WD
25,3%). Zum Messzeitpunkt 6 Monate hingegen war ein deutlicher Anstieg der
ANA im Serum fiur die kalorienreduzierte Subgruppe erkennbar. Der Unterschied
zu den beiden anderen Diatgruppen war weiterhin signifikant (CONT 33,2% vs.
CALR 19,8% vs. WD 44,4%). Diese Zunahme der ANA im Serum der CALR in

Abb. 1la-c, zeigte allerdings dass sich zwar eine kalorienreduzierte Ernahrung
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protektiv auf das Auftreten von ANA im Serum ausubte, jedoch eine dauerhafte
vollstandige Suppression nicht mdglich war (Safai-Kutti et al., 1980). Nicht nur
gemessen an ANA zeigte sich ein Einfluss eines kalorienreduzierten Erndhrungs-
regimes auf die Entwicklung immunmodulierender Faktoren mit zum Teil
autoimmuner Komponente, wie Fernandes et al. und Safai-Kutti et al. am Beispiel
von 1gG, IgA, Immunkomplexen und Komplementfaktoren aufzeigten (Fernandes
et al., 1973, 1978; Safai-Kutti et al, 1980). Die auf das Lebensalter bezogene frihe
Kalorienreduktion war nicht nur wichtig fur die Modulation des Immunsystems,
sondern hat auch Auswirkung auf das allgemeine Uberleben von AIL-M&usen
(Safai-Kutti et al, 1980). Jedoch wirkte sich auch eine erst im Lebensverlauf
begonnene Kalorienrestriktion positiv auf das Immunsystem aus (Weindruch et al.,
1979). Alexander et al. stellten in ihrem Mausmodell heraus, dass mehrfach
ungesattigte Fettsauren, wie Omega-3-Fettsauren, einen reduzierenden Einfluss
auf den Ausbruch von ARD hatten, im Gegensatz zu gesattigten Fettsauren
(Alexander et al. 1987). Lopez et al. zeigten, dass der Krankheitsverlauf bei SLE
durch eine Uberexpression der Gene, welche fiir Tumornekrosefaktor a (TNF-a)
und IL-10 kodieren, zu einer deutlich hoheren autoreaktiven Aktivitat fuhrten
(Lopez et al., 2010). Daraus resultierte eine erhtéhte Bildung von zirkulierenden
Immunkomplexen (Lopez et al., 2010). Adam et al. hingegen erkannten, dass sich
neben dem positiven Effekt mehrfach ungesittigter Fettsduren auch eine
vegetarische Erndhrung positiv auf ARD, gemessen an CRP, LTB4 und TNF-q,
auswirkt (Adam et al., 2003). Somit liel3 sich die genetische Pradisposition positiv
beeinflussen. Das Gesamtniveau der kalorienreduzierten Diatgruppe blieb jedoch
stets unter dem der anderen beiden Diatgruppen (Abb. 11la-c). Somit konnten wir
deutlich zeigen, dass eine kalorienreduzierte Ernahrung positiv auf den
frihzeitigen Ausbruch einer ARD wirkt und im Lebensverlauf ebenfalls einen

gewissen protektiven Einfluss zeigt.

4.2.2 Quantitatives Auftreten von ANA im Serum der AlIL-Mause zum

Zeitpunkt 6 Monate

Die Titration aller in der 1:100 Verdinnung positiv gemessenen Seren auf 1:1000
ergab ein fast identisches Ergebnis fuir CONT und WD (CONT 50,6% vs. WD
49,0%). Lediglich bei den AlL-Mausen, denen CALR dargeboten wurde, fielen die
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[IF-Tests deutlich seltener positiv aus (30,4%). Im Anschluss wurden alle in der
1:1000 positiv gemessenen Seren wiederum in die Verdunnung 1:10.000
Uberfuhrt. Hierbei zeigte sich, dass sich alle drei Diatgruppen nahezu glichen
(CONT 19,1% vs. CALR 19,1% vs. WD 19,2%). Sowohl Egner et al., als auch
Kavanaugh et al. beschrieben, dass eine Verdinnung von 1:40 eine hohe Rate an
falsch positiven Ergebnissen aufweist und erst ab einem Titer von 1:160 eine
genauere Trennung zwischen falsch positiven Ergebnissen und tatséchlich
erkrankten Individuen mdoglich sei (Egner, 2000; Kavanaugh et al., 2000). Daher
wahlten wir zunachst die Verdinnung 1:100 als allgemeines Screeningverfahren.
Alle in dieser Verdinnung positiv getesteten Seren wurden anschliel3end, wie
oben beschrieben, weiter verdinnt, da Mariz et al. in ihrer Arbeit darlegten, dass je
hoher der Titer sei, desto héher auch die Sicherheit sei, dass kein falsch positives
Ergebnis gemessen werde (Mariz et al., 2010). Die in der Verdunnung 1:1000
gewonnenen Daten bildeten, unter Ausschluss der moglichen falsch positiven
Screeningtest Ergebnisse, den positiven Effekt einer Kkalorienreduzierten
Ernahrung auf das Auftreten von ARD ab. Zwar war der Unterschied nicht mehr so
deutlich wie in der 1:100 Verdinnung, jedoch weiterhin signifikant. Kritisch bleibt
die 1:10.000 Verdunnung zu betrachten, da diese vermutlich zu hoch gewahlt
wurde, um verwertbare Aussagen daraus schlieBen zu koénnen.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass nach Ausschluss falsch positiv
getesteter Seren, die CALR einen positiven Effekt auf das Auftreten von ARD

gemessen an ANA im Serum hat.

4.3 Gewichtsspezifische Unterschiede im Auftreten von ANA im Serum der
AlL-Mause

Im Rahmen der Blutentnahme zu den Zeitpunkten 2, 4 und 6 Monate erfolgte die
Bestimmung des Kdrpergewichts der jeweiligen AIL-Maus. Es fiel dabei auf, dass
das Kdrpergewicht der Versuchsméause sich entsprechend den drei Diatgruppen
CONT, WD und CALR unterschied. Zu allen drei Messpunkten zeigte die
Diatgruppe CALR das geringste mediane Gewicht (exemplarisch nach 6 Monaten
24,89) und die Diatgruppe WD das hdchste mediane Gewicht (exemplarisch nach
6 Monaten 39,6g). (Abb. 15a-c). Die Messwerte der Diatgruppe CONT befanden
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sich zwischen den beiden anderen Diatgruppen (exemplarisch nach 6 Monaten
31,19).

4.3.1 Gewichtsentwicklung im zeitlichen Verlauf bei den einzelnen

Diatgruppen

Die Daten zum Gewicht der Versuchsmause waren fur alle drei Diatgruppen
unvollstandig, allerdings fehlten insgesamt weniger als 10% der Daten, sodass
dennoch ein das Gesamtkollektiv reprasentierendes Ergebnis erzielt werden kon-
nte. Insgesamt gestaltete sich die Diatgruppenaufteilung inhomogen. Im gesamten
Versuchszeitraum zeigten alle drei Diatgruppen vom initialen Messzeitpunkt 2
Monate zum finalen Messzeitpunkt 6 Monate eine Zunahme des Kdrpergewichts.
Sowohl die starkste Gewichtszunahme als auch das hdchste Endgewicht zeigte
die Diatgruppen WD (Abb. 15a-c). Toller-Kawahisa et al. und Sampey et al.
konnten ebenfalls zeigen, dass ein hochkalorisches Erndhrungsregime zu einer
starken Gewichtszunahme fuhrt (Sampey et al.,, 2011; Toller-Kawahisa et al.,
2015). Im Gegensatz dazu zeigte die Subgruppe CALR die geringste Gewichts-
zunahme und das niedrigste Endgewicht. Die Messwerte des Kdrpergewichts der
Subgruppe CONT befanden sich zwischen den beiden anderen Subgruppen.
Versini et al. stellten in ihrer Arbeit heraus, dass nicht alle Erkrankungen aus dem
Formenkreis der ARD durch ein hohes Kdrpergewicht begiinstigt werden (Versini
et al., 2014). Daher ist nicht klar zu sagen, ob ein héheres Gewicht allein

Erkrankungen aus dem Formenkreis der ARD beginstigt.

4.3.2 Gewicht und ANA im Serum zum Zeitpunkt 2, 4 und 6 Monate

In unserer Arbeit konnten wir zeigen, dass AlL-Mause, die in der Verdinnung des
Serums 1:100 einen ANA positiven IIF-Test aufwiesen, durchgehend ein hdheres
medianes Korpergewicht zeigten als das ubrige Kollektiv. Dieses Resultat lief3 sich
zu allen drei Messzeitpunkten signifikant ablesen (Abb. 16a-c). Daraus lasst sich
folgern, dass ein hohes Kdrpergewicht das Auftreten von Erkrankungen aus dem
Formenkreis der ARD gemessen an ANA beginstigt. Auch Toller-Kawahisa et al.

konnten in ihrer Studie eine Korrelation zwischen dem Auftreten von ANA und
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dem Korpergewicht aufzeigen (Toller-Kawahisa et al., 2015). Jedoch nicht nur
gemessen an ANA liel3 sich der entzindliche Prozess der ARD darstellen,
sondern auch an allgemeinen Entzindungsmarkern, wie das CRP und IL-6
(Oesner et al., 2005). In der Arbeit von Rizk et al. wurde gezeigt, dass nicht nur
das Gewicht gemessen am Body-Mass-Index einen krankheitsfordernden Einfluss
allein hat, sondern auch das Alter, die Dauer der Erkrankung und eine im Verlauf
gesteigerte Einnahme von Steroiden einen negativen Einfluss auf ARD hat (Rizk
et al., 2012).

4.3.3 Pradiktiver Wert des Gewichtes auf die Entwicklung von ANA im

Serum im zeitlichen Verlauf

Dass ein erhohtes Korpergewicht mit dem Auftreten von ANA im Serum
vergesellschaftet war, konnten wir im vorherigen Unterpunkt darlegen. An dieser
Stelle haben wir untersucht, ob ein héheres Koérpergewicht zum Messzeitpunkt 2
Monate einen Prognosefaktor fir das Auftreten von ANA im Serum nach 4 bzw. 6
Monaten war. Die Seren der AlL-Mause, die zum Messzeitpunkt 4 Monate positive
ANA aufwiesen, zeigten bereits zum Messzeitpunkt 2 Monate ein signifikant
hoheres medianes Korpergewicht als die ANA negativen AIL-Mause. Toller-
Kawahisa et al. stellten in ihrer Untersuchung am Mausmodel heraus, dass eine
Zunahme des Korpergewichts im Verlauf eine Erhohung der ANA im Serum
verursache (Toller-Kawahisa et al., 2015). Eine klare Aussage uber den
Vorhersagewert eines zu Beginn der Untersuchung aufgezeichneten Korper-
gewichts fand sich jedoch nicht. Auch die zum Messzeitpunkt 6 Monate ANA
positiv gemessenen Seren zeigten zum Messzeitpunkt 2 Monate ein signifikant
hoheres Korpergewicht als die ANA negativ gemessenen AlL-Maus Seren. Die
Tiere, deren Seren zum Messzeitpunkt 6 Monate positiv gemessenen wurden,
zeigten ebenfalls zum Messzeitpunkt 4 Monate ein signifikant hoheres medianes
Korpergewicht als die Seren der ANA negativ gemessenen Tiere. Daraus lasst
sich ableiten, dass eine frihzeitige Erh6éhung des Korpergewichts einen
Voraussagewert fur das spatere Auftreten von ANA im Serum und somit auch fur
Erkrankungen aus dem Formenkreis der ARD ist. Wo allerdings der exakte Punkt

ist, ab dem es ein krankheitsforderndes Kérpergewicht ist und bis zu welchem
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Korpergewicht kein erhohtes Risiko fur das zuklnftige Auftreten von ANA im
Serum von AlL-Mausen herrscht, kann diese Arbeit nicht beantworten.

4.3.4 Quantitatives Auftreten von ANA im Serum zum Zeitpunkt 6 Monate

Die Beobachtung des Korpergewichts zu den jeweiligen Messzeitpunkten 2, 4 und
6 Monaten zeigte in allen drei Messreihen, dass ein geringeres Korpergewicht mit
einem geringen ANA-Titer in der Verdinnung 1:1000 und ein erh6htes
Korpergewicht mit im Vergleich hoheren ANA-Titern vergesellschaftet war.
Fernandes et al. haben in ihrer Arbeit am Mausmodel dargelegt, dass eine
hochkalorische, fettreiche Ernédhrung zu einer Zunahme des Korpergewichts fihrte
und die Zunahme des Koérpergewichts somit zu einer Erhéhung des ANA-Titers im
Serum (Fernandes et al., 1973). Bardana et al. haben vergleichbare Ergebnisse
durch Untersuchungen an Makaken erhalten (Bardana et al., 1982). Toller-
Kawahisa et al. beschrieben ebenfalls den Zusammenhang zwischen einer durch
hochkalorische Ernahrung herbeigefiihrte Gewichtszunahme und der daraus
resultierenden vermehrten Produktion von ANA im Serum (Toller-Kawahisa,
2015). Auch diese Tatsache untermauert nicht nur den Einfluss des
Korpergewichts auf den grundsatzlichen Krankheitsausbruch einer Erkrankung
aus dem Formenkreis der ARD sondern auch auf die Intensitat. Die Intensitét liefl3
sich auch an anderen Markern, wie zum Beispiel der Entzindungsaktivitat im
Serum oder einzelner Organe bzw. Organsysteme in der histopathologischen
Untersuchung darlegen (Fernandes et al., 1973; Oesner et al., 2005; Rizk et al.,
2012; Safai-Kutti et al., 1980; Sampey et al., 2011). In der Verdinnung 1:10.000
zeigte sich ein gegenteiliges Bild. Hier flhrte ein niedriges Korpergewicht zu
hoheren medianen und maximalen ANA-Titern im Serum. Zu erklaren wére dieses
Messergebnis lediglich mit einem im Versuch aufgetretenen Messfehler, da alle
Ubrigen erhobenen Ergebnisse eindeutig den Zusammenhang zwischen einem
erhohten Korpergewicht und dem Auftreten bzw. mit einem intensivierten
Krankheitsverlauf von ARD beschreiben. Diverse am Mausmodel durchgefiihrte
Studien belegten ebenfalls den Zusammenhang zwischen einem erhdhten
Korpergewicht und dem Auftreten von ARD (Fernandes et al., 1973; Toller-
Kawabhisa et al., 2015).
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4.4 Geschlechtsspezifische Unterschiede im Auftreten von ANA im Serum
der AlL-M&ause

Geschlechtsspezifische Unterschiede bei Erkrankungen aus dem Formenkreis der
ARD konnten bereits in vielen Untersuchungen dargelegt werden (Sekigawa et al.,
2004; Whitacre, 2001). Es besteht ein Verhdaltnis von 9:1 zugunsten des
weiblichen Geschlechts beim Auftreten von SLE (Soto et al., 2004; Whitacre,
2001). Dieses ist unter anderem auf die Tatsache zurtickzufihren, dass das
weibliche Geschlecht im Gegensatz zum mannlichen Geschlecht eine gesteigerte
Immunreaktivitat aufweist (Fairweather et al., 2008; Terres et al., 1968; Zandman-
Goddard et al., 2007).

441 ANA im Serum der AlL-Méause nach 2, 4 und 6 Monaten

In unserer Untersuchung konnten wir ebenfalls zeigen, dass die weiblichen AIL-
Mause ein gehauftes Auftreten von ARD aufwiesen, gemessen an den ANA im
Serum. Zum Messzeitpunkt 2 Monate war das Geschlechterverhaltnis zuvor noch
nahezu gleich (Abb. 21a), bereits nach 4 Monaten zeigte sich jedoch ein
signifikanter Geschlechterunterschied zugunsten des weiblichen Geschlechts
(Abb. 21b). Zum Messzeitpunkt 6 Monate war der Geschlechterunterschied noch
eindeutiger (Abb. 21c). Zandman-Goddard et al. und Soto et al. beschrieben
ebenfalls, dass weibliche Individuen in jingerem Alter als mannliche an ARD
erkranken, hingegen bei maéannlichen Individuen ein fulminanterer Verlauf zu
verzeichnen war (Soto et al.,, 2004; Zandman-Goddard et al., 2007). Hierzu
werden mehrere Ursachen diskutiert. Wasef et al. vermuteten einen Zusammen-
hang mit einer Hyperprolaktinamie, einem gesteigerten Ostrogenstoffwechsel und
mit der Ausschittung von Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) (Wasef,
2004). Selmi et al. beschrieben, dass weibliche Individuen, die an einer
Erkrankung aus dem Formenkreis der ARD leiden, mit einem der beiden X-
Chromosome eine deutlich héhere Anzahl an Leukozyten generieren, als
mannliche Individuen mit dem Y-Chromosom (Selmi, 2008). Specker et al.
zeigten, dass mannliche, an SLE erkrankte Individuen, haufiger einen schwereren

Organbefall mit daraus resultierender gesteigerter Mortalitat aufwiesen, als
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weibliche an SLE erkrankte Individuen (Specker et al., 1994). Cunningham et al.
beschrieben, dass der Ostrogen-Rezeptor ER-alpha einen protektiven Effekt bei
SLE hat und als mdgliches Ziel fir zuklUnftige Therapien geeignet sei
(Cunningham und Gilkeson, 2011). Insgesamt scheint es sich hier um eine
multifaktorielle Einflussnahme des weiblichen Hormonhaushaltes zu handeln. All
diese Faktoren bieten auch zugleich Ansatzpunkte fur gerichtete Therapien.
Roubinian et al. und Lucas et al. behandelten weibliche NZB/NZW F1 Mause mit
5-a-Dihydrotestosteron und konnten damit das Uberleben verlangern und die
Bildung von Immunkomplexen reduzieren (Lucas et al., 1985; Roubinian et al.,
1979a). Roubinian et al. und Jeffries et al. untersuchten ebenfalls am Mausmodel,
wie die Modulation von Sexualhormonen Einfluss auf den Krankheitsverlauf des
SLE nehmen. Dabei fanden sie heraus, dass méannliche Sexualhormone protektiv
und weibliche Sexualhormone krankheitsfordernd wirken (Jeffries und Sawalha,
2011; Roubinian et al., 1977).

4.4.2 Quantitatives Auftreten von ANA im Serum zum Zeitpunkt 6 Monate

Malleson et al. fanden heraus, dass im Serum von allen in ihrer Studie
untersuchten Kindern bereits bei niedrigen Verdinnungen positive IIFII-Tests fir
ANA auffielen, egal ob sie an einer Erkrankung aus dem Formenkreis der ARD
erkrankt waren oder nicht (Malleson et al., 1997). Ebenfalls unabhéngig von dem
Vorliegen einer ARD wiesen mehr weibliche Probanden ANA-positive IIFII-Tests
auf als méannliche Probanden (Malleson et al., 1997). Weiterhin zeigte sich, dass
eine niedrige Verdinnung eine niedrige Sensitivitat und einen schlechten
pradiktiven Vorhersagewert bedeuteten (Malleson et al., 1997). Ab einer
Verdinnung von 1:160 stieg die Sensitivitdt auf 98% bei weiterhin schlechterem
pradiktiven Vorhersagewert (Malleson et al., 1997). In unserer Untersuchung
kristallisierte sich in der Verdinnung 1:1000 und 1:10.000 kein klarer Unterschied
zwischen den Geschlechtern heraus. Eine mdgliche Erklarung dafur ist, dass zum
Untersuchungszeitpunkt keine Ergebnisse beziglich der Entziindungsaktivitat z.B.
gemessen an der histologischen Untersuchung des Nierenparenchyms auf
Glomerulonephritis, der positivn gemessenen AlL-Mause vorlagen. Unter
Zuhilfenahme dieser Ergebnisse liel3e sich im Verlauf eine verbindlichere Aussage
Uber den Zusammenhang des ANA-Titers und der Entziindungsaktivitat zwischen
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weiblichen und maénnlichen Individuen treffen. In der Verdinnung 1:10.000
konnten wir einen nicht signifikanten Unterschied im Auftreten von ANA im Serum
zwischen weiblichen und mannlichen Tieren feststellen, mit einem etwas hdheren
Wert zugunsten der weiblichen Tiere. Craig et al. kamen in ihrer Arbeit zu
vergleichbaren Ergebnissen beziglich des Geschlechterunterschieds des ANA-
Titers, jedoch zeigte sich, dass mit zunehmendem Alter die ANA-Konzentration bei
weiblichen Individuen signifikant stieg (Craig et al., 1999). Eben diese Aussage
konnten wir durch unsere Untersuchungen bestédtigen. Dass jedoch eine
Verdunnung uber die in anderen Studien haufig gewahlte Verdiinnung von 1:320
hinaus eine hohere Genauigkeit bzw. Differenzierbarkeit bedeutet, konnten wir
nicht bestatigen (Egner, 2000; Kavanaugh et al., 2000; Malleson et al., 1997).

45 Klinische Relevanz und Ausblick

In Deutschland leiden etwa 10 Millionen Menschen an Kklinisch manifesten,
behandlungsbedurftigen, chronischen Erkrankungen des Stitz- und Binde-
gewebeapparates (https://dgrh.de/Start/DGRh/Presse/Daten-und-Fakten/Rheuma-
in-Zahlen.html).

1,5 Millionen Menschen leiden unter entzindlich-rheumatischen Erkrankungen,
wie z.B. dem SLE (https://dgrh.de/Start/DGRh/Presse/Daten-und-Fakten/Rheuma-
in-Zahlen.html). Amerikanischen Daten zufolge wird das Lebenszeitrisiko an einer
entztindlich-rheumatischen Erkrankung zu erkranken fir Frauen auf 8% und fir
Manner auf 5% geschatzt (Crownson et al., 2010; https://dgrh.de/Start/DGRh/
Presse/ Daten-und-Fakten/Rheuma-in-Zahlen.html).

All diese Daten zeigen, dass Erkrankungen aus dem rheumatoiden Formenkreis
einen hohen Stellenwert im klinischen Alltag eines Arztes haben. Die Atiologie der
einzelnen Erkrankungen, die unter dem Sammelbegriff ARD zusammengefasst
werden, ist bislang nicht abschlieRend geklart (Agmon-Levin et al.,, 2013;
Amberger et al., 2012; Riede und Schaefer, 2001). Da es sich um eine
multifaktorielle Genese handelt, ist es Uberaus schwierig, Ruckschlisse auf die
exakte Atiologie zu ziehen (Amberger et al., 2012; Melchers, 2011).

Daher finden sich auch unterschiedliche Behandlungsansatze, wobei sich eine

multimodale antiinflammatorische und immunsupprimierende Therapie, bestehend
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aus Glukokortikoiden, Azathioprin, Cyclophosphamid und MTX, etabliert hat
(Amberger et al., 2012).

Eine Weiterentwicklung dieser Therapien bietet der monoklonale Antikérper
Belimumab, der bei schweren, therapierefraktaren Verlaufen eingesetzt wird
(Amberger et al., 2012; https://de.gsk.com/). Dieser bindet am BLyS-Protein von
B-Lymphozyten und verkurzt die physiologische Lebenszeit dieser Lymphozyten
(https:/lwww.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/benlysta). Folglich sinkt
dadurch unter anderem die Produktion von ANA durch die pathologischen B-
Lymphozyten (https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/benlysta).
Ferner sind weitere, alternative Therapieansatze Gegenstand aktueller
Forschungsbestrebungen. Ebenso auch der Einfluss von Sexualhormonen auf den
Krankheitsverlauf, da weibliche Individuen bekanntlich ein hoheres Lebens-
zeitrisiko haben an ARD zu erkranken (Crownson et al., 2010;
https://dgrh.de/Start/DGRh/Presse/Daten-und-Fakten/Rheuma-in-Zahlen.html).

In mehreren Untersuchungen konnte der Einfluss von Sexualhormonen auf den
Ausbruch und den Krankheitsverlauf von ARD dargestellt werden (Lucas et al.,
1985; Roubinian et al., 1979a, 1979b, 1977). Durch die Heterogenitat des
Hormonhaushaltes zwischen den Geschlechtern ergibt sich ein weiterer
Therapieansatz. Dabei konnte man im Mausmodel zeigen, dass die Behandlung
mit 5a-Dihydrotestosteron und Testosteron, positiv auf Ausbruch und Krankheits-
verlauf bei ARD wirkt (Lucas et al., 1985; Roubinian et al., 1979b). Hingegen zeigt
eine Therapie mit Estradiol-17-B einen schwereren Krankheitsverlauf und eine
erhohte Sterblichkeit (Roubinian et al., 1979b). Diese Erkenntnisse bieten

Potential fUr eine zukUinftige zielgerichtete Therapie.

Ein weiterer Ansatzpunkt fir eine ,targeted therapy“ von ARD ist die Epigenetik
(Robertson; 2005). Vornehmlich durch Methylierungsprozesse des Pyramidin-
ringes der DNA und/oder der Histone wird die Proteinbiosynthese in z.B. Lympho-
zyten geférdert oder gehemmt (Jeffries und Sawalha, 2011; Robertson, 2005).
Somit lasst sich Einfluss auf die Bildung von ANA nehmen. Unter anderem kénnen
eine Veranderung der Ernédhrung oder auch bestimmte Retroviridae die Methyl-
ierung der DNA beeinflussen (Jeffries und Sawalha, 2011). Die retrovirale
epigenetische Modulation ist eine eventuelle Méglichkeit zukiinftig gezielt Einfluss

auf den Krankheitsverlauf von ARD zu nehmen.
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In unserer Arbeit beleuchten wir den Einfluss des Umweltfaktors Erndhrung auf
das Auftreten von ARD. Hieraus lasst sich wie oben gezeigt ableiten, dass sich
eine Modulation der Erndhrung positiv auf den Krankheitsausbruch und den
Krankheitsverlauf zeigen kann. Hervorzuheben ist, dass das Resultat dieser
Ergebnisse fir jeden Patienten, der an einer ARD leidet, zur Verfigung steht und
fur das Gesundheitssystem keine Kosten verursacht. Somit ist dies ein zumindest
supportiver Therapieansatz zu den bereits etablierten immunsupprimierenden und
antiinflammatorischen Therapien und hat das Potential das Outcome der Patien-

ten langfristig zu verbessern.
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5 Zusammenfassung

Diverse Umweltfaktoren beeinflussen das Auftreten von Erkrankungen aus dem
Formenkreis der autoimmune rheumatic diseases (ARD). In den letzten Jahr-
zehnten konnte ein starker Anstieg der Inzidenz von ARD in den westlichen
Industrielandern verzeichnet werden (Versini et al., 2014). Zudem fiel im gleichen
Zeitraum ein ebenso starker Anstieg an deutlich Gbergewichtigen Individuen in der
beobachteten Population auf (Versini et al., 2014). Am Mausmodel untersuchten
wir an n=935 Individuen den Zusammenhang zwischen dem Anstieg des Korper-
gewichts und dem Auftreten von ARD am Beispiel der Kollagenose systemischer
Lupus erythematodes (SLE). Hierzu testeten wir die Seren der in den Versuch
eingeschlossenen autoimmunity-prone intercross line (AlL)-M&use mit Hilfe des
indirekten Immunfluoreszenztests (lIF-Test) auf Hep-2-Zellen auf antinukleare
Antikdrper (ANA). Daflr teilten wir das Mauskollektiv in drei Diatgruppen mit drei
unterschiedlichen Erndhrungsregimen. Eine Kontrollgruppe mit normaler Tier-
haltungsnahrung (CONT), eine 60 % kalorienreduzierte Tierhaltungsnahrung
(CALR) und eine hochkalorische Western-Diat (WD).

Es zeigte sich zu allen drei Untersuchungszeitpunkten, nach 2, 4 und 6 Monaten,
dass das allgemeine Auftreten von ARD gemessen an ANA bei den AlL-Mausen,
die mit WD gefittert worden sind, am hochsten war. CALR zeigte die niedrigste
Auftrittsrate von ANA im Serum im untersuchten Zeitraum (Abb. 11a-c). Ebenso
wiesen die mit WD gefutterten AlL-Mause im Beobachtungszeitraum 2, 4 und 6
Monate das hochste mediane und absolute Koérpergewicht auf. Das niedrigste
mediane und absolute Korpergewicht konnte bei den mit CALR gefitterten Tieren
festgestellt werden (Abb. 15a-c). Geschlechtsspezifische Unterschiede zu Lasten
des weiblichen Geschlechts zeigten sich besonders nach 6 Monaten mit einem

hohen Signifikanzniveau (Abb. 21a-c).

Zusammenfassend zeigte sich, dass das weibliche Geschlecht auch in unserer
Untersuchung eine Pradisposition fur das Auftreten von ARD aufweist. Als
Kernaussage konnten wir die Hypothese von Mierau und Genth mit unserer Arbeit
belegen, da wir zeigen konnten, dass eine kalorienreduzierte Ernahrung mit

daraus resultierendem geringerem Koérpergewicht, einen protektiven Einfluss auf
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die Inzidenz und die Schwere von Erkrankungen aus dem Formenkreis der ARD
gemessen an SLE bedeutet (Mierau und Genth, 2002).

Somit ergeben sich durch unsere Arbeit weitere Ansatze in der Préavention und

Therapie von ARD.
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