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1. Zusammenfassung

Der Systemische Lupus Erythematodes (SLE) ist eine Autoimmunerkrankung mit einer
komplexen, multifaktoriellen Pathogenese und wird den Kollagenosen zugeordnet. Zur
Pathogenese des SLE tragen vor allem B-Zellen, Dendritische Zellen (DCs) und weitere Zellen
des angeborenen Immunsystems bei. Charakteristisch ist zudem die Infiltration von Organen
durch Immunzellen, die zu einer Entziindung und Schadigung fluhrt. Bei der Infiltration von
Organen spielen CD4" Zellen, insbesondere Th17 Zellen, eine wichtige Rolle. Es konnte
gezeigt werden, dass der G-protein signaling modulator 2 (GPSM2) an der T-Zell-Migration
beteiligt ist und bei SLE-Patient:innen in verringerter Phosphorylierung vorliegt.

Die vorliegende Arbeit analysiert die Rolle von GPSM2 und seiner 35 Kilodalton (kDa) Isoform,
die die regulatorischen Gain,—Loco (GolLoco)-Motive des Proteins enthalt, bei der T-Zell-
Migration in SLE. Die Erkenntnisse zum Einfluss von GPSM2 auf die T-Zell-Migration sollen
genutzt werden, um zu untersuchen, welche Auswirkungen eine Inhibition von GPSM2 auf die
Behandlung von SLE-Patient:innen haben kénnte.

Die GPSM2-Proteinexpressionsanalyse in CD4" Zellen bei SLE-Patient:innen und gesunden
Proband:innen erfolgte mittels Western Blot. Im nachsten Schritt wurde das
Migrationsverhalten der CD4* Zellen beider Gruppen mit und ohne GPSM2-spezifischer
Blockade mit Hilfe eines Migrations-Assays untersucht.

Die Experimente zeigten eine vergleichbare Expression von GPSM2 in CD4" Zellen von SLE
Patient:innen und von gesunden Personen, jedoch eine signifikant erhéhte Expression der 35
kDa Isoform von GPSM2 bei SLE-Patient:innen. Die Migration der CD4" Zellen war bei SLE-
Patient:innen im Vergleich zur gesunden Kontrolle erhoht. Bei einer gezielten
antikorpervermittelten GPSM2-Blockade der GolLoco-Motive in vitro fanden sich darlber
hinaus eine signifikant verringerte Migrationsfahigkeit der CD4* Zellen von SLE-Patient:innen.
Zusammenfassend konnten die Untersuchungen zeigen, dass GPSM2 zu einer verstarkten
CD4" T-Zell-Migration bei SLE-Patient:innen beitragt und dass die CD4" T-Zell-Migration mit
einer gezielten Blockade mit spezifischen Antikorpern verringert werden kann. Die Blockade
von GPSM2 konnte ein vielversprechender Ansatz sein, um die Infiltration von CD4" Zellen in
entziindetes Gewebe zu reduzieren und Organschaden bei SLE zu verhindern und somit

wichtige Folgeerscheinungen von SLE zu unterbinden.



2. Einleitung

2.1. Systemischer Lupus Erythematodes

2.1.1. Epidemiologie und Atiologie

Der systemische Lupus Erythematodes (SLE) ist eine seltene, chronisch-entziindliche
Autoimmunerkrankung mit einer Pravalenz von 20-150 Fallen auf 100.000 Menschen weltweit
und wird zu den Kollagenosen gezahlt'. Der SLE kann Menschen jeden Alters und
Geschlechts betreffen, tritt aber viermal haufiger bei Frauen auf, insbesondere bei Frauen im
gebarfahigen Alter>. Die Pravalenz ist bei Menschen afrikanischer, asiatischer und
hispanischer/lateinamerikanischer Abstammung erhéht'. Der Haufigkeitsgipfel der Erkrankung
liegt bei Menschen im Alter von 20-40 Jahren. Der SLE zeigt ein heterogenes Befallsmuster,

wobei alle Organe und Gewebe betroffen sein kdnnen.

2.1.2. Pathogenese

Die Ursache des SLE ist noch nicht vollstandig geklart, jedoch geht man von einer
multifaktoriellen Genese aus, die sich aus einer Kombination von genetischen,
umweltbedingten und hormonellen Faktoren zusammensetzt'**. Die Autoimmunkrankheit
basiert auf humoralen wie zellularen pathogenen Mechanismen des Immunsystems. Viele
genetische Veranderungen sind mit SLE assoziiert, jedoch fiihren erst mehrere veranderte
Gene kumulativ zu einem erhéhten Erkrankungsrisiko®®. Gene, die mit Funktionen des
Immunsystems in Verbindung stehen, wie zum Beispiel der B- und T-Zell-Signaltibertragung,
der Beseitigung von abgestorbenen Zelltrimmern und der Zytokin-Signallbertragung, machen
einen groRen Teil der mit SLE assoziierten genetischen Loci aus’.

Hauptséachlich wird SLE durch eine abnorme Aktivierung autoreaktiver B-Zellen angetrieben,
die zu einer pathogenen Autoantikdrperproduktion gegen zytoplasmatische, nukleare und
zelloberflachliche Antigene und einer damit einhergehenden Organ- und Gefalkschadigung
fuhrt®®. Zur Aktivierung und Bildung der dysfunktionalen B-Zellen kommt es durch
verschiedene Mechanismen. Das Fehlen von Komplementfaktor C4 wird beispielsweise mit
einer verminderten Eliminierung selbstreaktiver B-Zellen in Verbindung gebracht, wahrend
dendritische Zellen die B-Zellen aktivieren®. Aufgrund eines mangelhaften Abbaus toter Zellen
kénnen post-apoptotische Zellbestanteile das Komplementsystem aktivieren, welches
ebenfalls zu einem generellen Uberlebenssignal fir B-Zellen fiihrt. Ein weiterer Mechanismus,
der in die B-Zell-Aktivierung eingreift, ist der Toll like Rezeptor (TLR). Stérungen in den TLR
Signalwegen sind mit Autoimmunerkrankungen wie der Rheumatoiden Arthritis (RA) und dem
Diabetes Mellitus assoziiert, insbesondere wenn Polymorphismen in den TLR-Genen

10,11

vorliegen TLR-Signalkaskaden beeinflussen die Produktion von Antikérpern, die

Prasentation von Antigenen fur T-Zellen und die Produktion von Zytokinen, wodurch sie

9



sowohl auf B- als auch auf T-Zellen wirken'""*. TLRs, wie TLR4 und TLR7, sind nachweislich
in der Pathogenese des SLE involviert'. Vor allem Polymorphismen, die die TLR7-Expression
erhéhen, weisen ein erhdhtes SLE-Risiko fir Trager:innern auf'®"®,

Neben der humoralen Komponente der Autoimmunerkrankung wurden auch zellulare
Immunstérungen bei SLE identifiziert, die T-Zellen, dendritische Zellen, naturliche Killerzellen
(NK-Zellen) und Antigen-prasentierende Zellen betreffen'. Einzelnukleotid-Polymorphismen
die mit SLE assoziiert sind und mit der Immunantwort zusammenhangen wurden als Gene
identifiziert, deren Produkte zu einer abnormen T-Zell-Funktion beitragen®. Diese betreffen
vornehmlich die Humane Leukozytenantigen (HLA)-Klasse-lI-Molekile, die fur die T-Zell-
abhangige Antikorperreaktionen verantwortlich sind. Die Rolle von SLE-assoziierten HLA-
Klasse-ll-Allelen bei der Auslésung von SLE-relevanten Autoantikdrperreaktionen konnte in
humanisierten Mausen gezeigt werden’.

Das Immunsystem schadigt somit durch die Freisetzung von Entziindungszytokinen sowie
durch eine anormale Aktivierung autoreaktiver T- und B-Zellen und der damit einhergehenden

Autoantikdrperproduktion Gewebe und Organe im Kérper®.

2.1.3. Klinik

Die Symptome bei SLE konnen interindividuell sehr variabel und von unterschiedlicher
Intensitat sein. Allgemeinsymptome wie Fieber, Mudigkeit und Gewichtsverlust sind bei etwa
95% der Patient:innen zu beobachten. Haufige klinischen Merkmale bei SLE-Patient:innen
sind Arthralgien, Myalgien, Nierenbeteiligung, Serositis, hamatologische Stérungen,
neuropsychiatrische Funktionsstérungen und Herz-Kreislauf-Erkrankungen sowie eine
Hautbeteiligung, mit z.B. dem klassischen Schmetterlingserythem und L&sionen der
Schleimhaute?'. Hautbeteiligungen treten bei bis zu 75% der Patient:innen auf und sind haufig
Erstmanifestation der Erkrankung. Hier kdnnen haufig Unterformen wie der akut kutane Lupus
erythematodes (ACLE) und der chronische diskoide Lupus erythematodes (DLE), der in etwa
5% der Falle in einen SLE Ubergeht, unterschiedenen werden?.

Das Muskuloskelettale System ist bei 90% der SLE-Patient:innen betroffen. Schwerwiegende
Organbeteiligungen sind Lupus-Nephritiden, Pleuritiden sowie Perikarditiden und
Myokarditiden. Lupus-Nephritiden stellen mit einer Haufigkeit von 30-60% die haufigste und
schwerwiegendste Organkomplikation des SLE dar und sind mit einer hohen Morbiditat und
einer erhdhten Mortalitat verbunden?.Die Lupus-Nephritiden sind Glomerulonephritiden und
werden histologisch in sechs Klassen unterteilt. Pleuritiden stellen die haufigste pulmonale und
die Myokarditiden, Liebmann-Sachs-Endokarditis und Koronararteriitiden die haufigsten
kardialen Manifestationen dar®. Hauptsachlich tragt jedoch die Arteriosklerose zur verfriihten
Mortalitat bei. 15-50% der Patient:innen leiden an unspezifischen und diffusen neurologischen

Symptomen?.
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2.1.4. Diagnostik

Die SLE-Diagnostik setzt sich aus Klinik, Laborparametern, bildgebenden Verfahren und
Biopsien zusammen. Die Klassifikationskriterien, wie Krankheitsaktivitat und —schaden, leiten
sich daraus ab.

Die Klinik kann alle Organe betreffen, weshalb eine grindliche Anamnese und korperliche
Untersuchung die Grundlage der weiterflihrenden Diagnostik bildet. Weiterfihrend wird ein
Screening-Labor abgenommen. Dazu gehdren unter anderem eine
Blutsenkungsgeschwindigkeit, ein Blutbild, Kreatinin, Urinuntersuchungen und antinukleare
Antikérper (ANA). Die betroffenen Organe werden laborchemisch und mittels bildgebender
Verfahren oder Biopsien untersucht. Bei einem pathologischen Screening-Labor, vor allem bei
einem positiven ANA-Titer, wird eine weiterflihrende Labordiagnostik eingeleitet.

In der SLE-Diagnostik ist der ANA-Titer aufgrund der meist schleichend beginnenden und
unspezifischen Anfangssymptome von grof3er Bedeutung. Daher wurde ein erhdhter ANA-
Titer (= 1:80) in der 2019 Uberarbeiteten Version der European Alliance of Associations for
Rheumatology/American College of Rheumatology Kriterien (EULAR/ACR-Kriterien) als
obligatorisches Eingangskriterium eingefuhrt. Zur Klassifikation des SLE sind im klinischen
Alltag die 2019 Uberarbeiteten EULAR/ACR-Kriterien (Abbildung 1) sowie die Systemic Lupus
International Collaborating Clinics Kriterien (SLICC-Kriterien) (Abbildung 2) in Gebrauch.
Diese stutzen sich sowohl auf Organmanifestationen und die Klinik als auch auf
laborchemische Kriterien. Bei der Antikdrperdiagnostik beim SLE unterteilt man die ANA in
weitere Untergruppen. Hierzu zahlen insbesondere die Anti-doppelstrangige (ds) DNA-
Antikorper (AK). Weitere SLE-assoziierte Autoimmunantikdrper sind Anti-Smith (SM)-AK,
Soluble Substance A-Antigen/Robert-Antigen (SS-A/Ro)-AK und Anti-U1Ribonukleoprotein
(RNP)-AK, die eine unterschiedliche Haufigkeit und Spezifitat aufweisen. Weitere Antikorper
wie Anti-C1g-AK kénnen mit der Krankheitsaktivitat bei SLE korrelieren.
Photoprovokationstests gehoren zur weiteren eingesetzten Diagnostik. Die Lupus-Nephritiden
werden anhand eines Urinsediments, eines Sammelurins und der Histologie unterteilt.
Differenzialdiagnosen aller Organbeteiligungen sollten konsiliarisch abgeklart werden. Die
Weiterbehandlung sollte interdisziplinar von den jeweiligen Fachrichtungen erfolgen.

Die Krankheitsaktivitat wird insbesondere im Rahmen klinischer Studien mittels verschiedener
standardisierter Scores klassifiziert (SLEDAI, SLEDAI-2k, SLAM, BILAG, ECLAM). Aus ihnen
resultieren die Therapie sowie die Taktung weiterer Untersuchungen. Die EULAR empfiehit
daher die Erfassung der Krankheitsaktivitat bei jeder Patient:innenvorstellung und eine
jahrliche Erfassung von Schaden mittels SLICC/ACR Damage Index fir SLE.
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Entry criterion
Antinuclear antibodies (ANA) at a titer of 21:80 on HEp-2 cells or an equivalent positive test (ever)

.

If absent, do not classify as SLE
If present, apply additive criteria

Additive criteria
Do not count a criterion if there is a more likely explanation than SLE.
Occurrence of a criterion on at least one occasion is sufficient.
SLE classification requires at least one clinical criterion and 210 points.
Criteria need not occur simultaneously.
Within each domain, only the highest weighted criterion is counted toward the total score§.

Clinical domains and criteria Weight | Immunology domains and criteria  Weight
Constitutional Antiphospholipid antibodies

Fever 2 Anti-cardiolipin antibodies OR
Hematologic Anti-B2GP1 antibodies OR

Leukopenia 3 Lupus anticoagulant 2

Thrombocytopenia 4 Complement proteins

Autoimmune hemolysis 4 Low C3 OR low C4 3
Neuropsychiatric Low C3 AND low C4 4

Delirium 2 SLE-specific antibodies

Psychosis 3 Anti-dsDNA antibody* OR

Seizure 5 Anti-Smith antibody 6
Mucocutaneous

Non-scarring alopecia 2

Oral ulcers 2

Subacute cutaneous OR discoid lupus 4

Acute cutaneous lupus 6
Serosal

Pleural or pericardial effusion 5

Acute pericarditis 6
Musculoskeletal

Joint involvement 6
Renal

Proteinuria >0.5g/24h 4

Renal biopsy Class Il or V lupus nephritis 8

Renal biopsy Class IIl or IV lupus nephritis 10

Total score:

\

Classify as Systemic Lupus Erythematosus with a score of 10 or more if entry criterion fulfilled.

Abbildung 1: EULAR/ACR Klassifizierungskriterien SLE 2019%
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Klassifikationskriterien des SLE:
Systemic Lupus International
Collaborating Clinics (SLICC) Classifi-
cation Criteria*

® Klinische Kriterien

— akut kutaner Lupus erythematodes (inklusive
~Schmetterlingserythem®)

— chronisch kutaner Lupus erythematodes (z. B. lokalisier-
ter oder generalisierter diskoider Lupus erythematodes)

— orale Ulzera (an Gaumen und/oder Nase)

— nicht vernarbende Alopezie

— Synovitis (> 2 Gelenke) oder Druckschmerz (> 2
Gelenke) und Morgensteife (> 30 min)

— Serositis (Pleuritis oder perkardiale Schmerzen, die
langer als einen Tag anhalten)

— Nierenbeteiligung (Einzelurin: Protein/Kreatinin Ratio
oder Eiweifs im 24 h Sammelurin, > 0,5 g)

— neurologische Beteiligung (zum Beispiel Epilepsie,
Psychose, Myelitis)

— hamolytische Anamie

— Leukopenie (< 4 000/uL) oder Lymphopenie
(<1 000/uL)

— Thrombozytopenie (< 100 000/uL)

® |mmunologische Kriterien

— ANA-Titer oberhalb des Laborreferenzwerts

— anti-dsDNA Antikorper

— anti-Sm Antikorper

— anti-Phospholipid Antikorper (anti-Cardiolipin und an-
ti-B2-Glycoprotein | [IgA-, IgG- oder IgM-] Antikorper;
falsch-positiver VDRL [Venereal Disease Research
Laboratory]-Test)

— emiedrigtes Komplement (C3, C4 oder CH50)

— direkter Coombs-Test (ohne hamolytische Anamie)

* modifiziert (Kurzform) nach (9).
Fir eine Klassifizierung als SLE ist erforderlich, dass vier Kriterien (da-
von mindestens ein klinisches und ein immunologisches) erfiillt sind
oder bei positiven ANA oder anti-dsDNA-Antikérpern histologisch eine
Lupusnephritis diagnostiziert wird. Die SLICC-Kriterien sind keine Dia-
gnosekriterien. SLE: systemischer Lupus erythematodes

Abbildung 2: SLICC Klassifikationskriterien SLE 2012?

2.1.5. Therapie

Zurzeit gibt es keine Heilung der Erkrankung, weshalb die Vermeidung von Exazerbationen
und eine gute Kontrolle der Krankheitsaktivitat das Therapieziel darstellt. Durch eine frihere
Diagnosestellung und bessere Behandlungsmdglichkeiten des SLE konnte die Uberlebensrate
signifikant verbessert werden. 1955 lag die Funfjahreslberlebensrate bei 5 % und 2021 bei
91 %*%. Die Achtjahresiiberlebensrate stieg in diesem Zeitraum von 0 % auf 89 %*?°. Bei
Patientiinnen, die bereits bei Diagnosestellung eine Lupus-Nephritis hatten, lag die
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Zehnjahresiiberlebensrate im Jahr 2003 bei 88 %22° und bei einer Studie aus dem Jahr 2015
bei 96 %2’.

Bei leichten Verldufen ohne schwere Organbeteiligung werden Antimalariamittel
(Hydroxychloroquin oder Chloroquin) und Nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR) sowie
Glucocorticoide in niedriger Dosierung eingesetzt. Bei Krankheitsschiben kann die
Glucocorticoid-Dosis voriibergehend erhdoht werden. Antimalariamittel werden, sofern keine
Kontraindikationen vorliegen, bei allen SLE-Patient:innen empfohlen und sollten auch
wahrend der Schwangerschaft und Stillzeit weiter eingenommen werden. Durch sie wird die
Aktivierung der TLR inhibiert und sie zeigen einen positiven Effekt auf die Schubfrequenz,
Arthritiden, Hautveranderungen und Organbeteiligungen, wodurch der Glucocorticoidbedarf
herabgesetzt wird. Bei SLE-Hautverdnderungen koénnen Glucocorticoide sowie
Calcineurininhibitoren topisch appliziert werden.

Bei schweren Verlaufen unter Beteiligung lebenswichtiger Organe kdnnen auf Glucocorticoide
und den off-label Gebrauch von Azathioprin, Methotrexat (MTX), sowie weiteren
Immunsuppressiva und monoklonalen Antikorpern zurlickgegriffen werden. Kirzlich wurden
die monoklonalen Antikérper Belilumab und Anifrolumab von der europaischen
Arzneimittelbehérde EMA fir die Therapie des SLE zugelassen®2°.

Zusatzlich wird Patient:innen aufgrund der hohen Photosensibilitdt zur Vermeidung von
Lichtexposition und zum Gebrauch von Lichtschutzsalben geraten. Allgemein wird allen
Patient:innen eine Rauchabstinenz wegen der Interaktion mit den Medikamenten sowie aus
allgemeinen gesundheitlichen Aspekten empfohlen. Eine gute medikamentdse Einstellung der
einhergehenden Komorbiditaten des SLE, regelmafige Gewichtskontrollen und Impfungen im

Hinblick auf die Immunsuppression gehdren generell zur Therapie.

2.2. CD4" T-Helferzellen

T-Zellen gehéren zum spezifischen erworbenen Immunsystem des Menschen. Sie
entstammen hamatopoetischen Vorlauferzellen des Knochenmarks. AnschlieRend kommt es
zur Reifung der naiven T-Zellen (=Thymozyten) im Thymus®.

Im frihsten Entwicklungsstadium exprimieren die T-Zellen weder Cluster of Differentiation
(CD) 4 noch CD8 und werden als Doppelnegative (DN) Zellen klassifiziert. CD sind
immunphanotypische Oberflachenrezeptoren, die spezifisch von Zellklassen und Subgruppen
exprimiert werden und fur ihre Klassifizierung verwendet werden. Man kann vier Subklassen
der DN Zellen unterscheiden, die nacheinander auftreten: CD44*CD25 Zellen (DN1),
CD44'CD25" Zellen (DN2), CD44'CD25" Zellen (DN3) und CD44°'CD25 Zellen (DN4)
(Abbildung 3). DN1 und DN2 Zellen weisen noch grof3e Teile des Keimbahn-T-Zell-Rezeptors
(TCR) auf®'. Im DN3-Zell-Stadium kommt es durch die Neuanordnung der TCR-Ketten, die
sogenannte B-Selektion, zur Pra-TCR-Komplexexpression auf den Zelloberflachen. Dieser

Komplex wird aus einer TCR-B-Kette, einer Vorlaufer-Ta-Kette und einer CD3-Komponente
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gebildet. Bei gleichzeitiger CD44- und CD25-Unterdriickung auf diesen Zellen formen sich
DN4 Zellen. Fehlt der Pra-TCR-Komplex, flihrt dies zur Apoptose der Zellen. Die B-Selektion
verhindert die weitere DNA-Rekombination der TCR-Ketten und leitet die weitere Proliferation
und Differenzierung sowie die Hochregulierung von CD4 und CD8 auf den Zelloberflachen ein.

t3!. Binden

Zellen, die CD4 und CD8 exprimieren, werden doppelpositive Zellen (DP) genann
die DP nicht an Haupthistokompatibilititskomplexe (MHC), werden sie mittels Apoptose
abgebaut. Es kommt zu einer Positivselektion. Die Bindung an MHC-I unterdriickt die CD4-
Expression, die MHC-II-Bindung die CD8-Expression. In der Medulla des Thymus folgt die
Negativselektion der T-Zellen. Binden die T-Zellen Uber ihre TCR ihnen prasentierte
Autoantigene, wird die Apoptose eingeleitet. Haben die T-Zellen die intrathymale Reifung
durchlaufen, werden sie in CD4" T-Helferzellen (CD4" Zellen) und CD8" zytotoxische Zellen
(CD8" Zellen) unterteilt und in die Peripherie entlassen. Beide T-Zellsubgruppen sind CD3*

und erkennen Antigene Uber ihren TCR,
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Abbildung 3: Thymozyten Entwicklungsmodel. DN Zellen differenzieren sich stufenweise durch definierte CD44
und CD25 Zelloberflichenmolekiilexpression aus. Andere lymphatische Zellen, wie B-, NK-Zellen und DC reifen
ebenfalls im Thymus heran. An zwei Checkpoints der T-Zell-Entwicklung kann es zur Apoptose kommen, wenn im
spéten DN Stadium der Pra-TCR-Komplex nicht exprimiert wird oder es im spaten DP Stadium nicht zu einer
positiven Selektion mittels MHC | oder Il kommt. Nach einer finalen negativen Selektion werden immunkompetente
CD4* und CD8"* Zellen generiert und in die Peripherie entlassen (Adaptiert von Bommhardt et al®’ und Germain et
al 33, erstellt mit BioRender).

CD8" Zellen induzieren bei der Wiedererkennung von Antigenen auf befallenen oder

entarteten kdrpereigenen Zellen die Apoptose mittels proapoptotischer und zytotoxischer
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Substanzen oder direkt Uber ihren FS-7-assoziierten Oberflachenantigen-Liganden (FAS-
Ligand). CD8" Zellen erkennen Antigene, die ihnen tiber MHC-I prasentiert werden.

CD4" Zellen hingegen erkennen MHC-II-Komplex gebundene Antigene mit ihren TCR. Durch
Antigenprasentation und Zytokineinwirkung differenzieren sie sich in funktionelle Subtypen
aus®** (Abbildung 4).

CD4" Zellen regulieren das Immunsystem durch Aktivierung von B-Lymphozyten und
dendritische Zellen sowie weiterer Immunzellen und durch Sezernierung verschiedener
Interleukine. Diese wirken zum einen chemotaktisch auf Immunzellen zum anderen induzieren
sie weitere T-Zellen des gleichen Subtyps. Es werden Effektorsubtypen wie Tu1 (T-Helfer),
Th2, TH9, Tu17, Th22 und T-follikuldren Helfer(r) Zellen und regulatorischen T-Zellen (Treg)
unterschieden (Abbildung 4).

Die Hauptfunktion der Ty1 Zellen ist die Unterstiitzung des Immunsystems bei intrazellularem
Pathogenbefall. Sie produzieren hauptsachlich Interferon Gamma (IFNy)* und Interleukin-2
(IL-2). Dadurch kommt es bei B-Lymphozyten zum Antikérpergruppenwechsel; Makrophagen,
NK-Zellen, und CD8" T-Zellen werden aktiviert. Tu2 Zellen kommen hingegen vornehmlich bei
der Bekampfung extrazellularer Parasiten vor. Sie produzieren vor allem IL-4, IL-5 und IL-13
und interagieren somit mit B-Lymphozyten3. Tu9 Zellen produzieren vornehmlich IL-9 und IL-
10 und sind Mediatoren von Tu-Zellen und Mastzellen®. Inre Rolle in Autoimmunerkrankungen
ist noch nicht ganzlich verstanden, proinflammatorische Eigenschaften werden ihnen jedoch
zugeschrieben®. Ty17 Zellen produzieren als wichtigste Zytokine IL-17, IL-21 und IL-22 mit
denen sie Neutrophile, B-Lymphozyten und die Produktion antimikrobieller Substanzen
fordern®”. Tu22 Zellen sind charakteristisch in pathologische Geschehnisse wie Entziindungen,
Autoimmunreaktionen und Tumorpathogenese involviert, sie sezernieren vor allem IL-22,
Tumornekrosefaktoren alpha (TNFa) und IL-13%%2°, Tey Zellen sind bei der Affinitatsreifung
und Antikorperklassenwechsel der B-Lymphozyten im Lymphfollikel beteiligt und unabhangig
von den Pathogenarten*. T,y Zellen regulieren die verschiedenen Subtypen der CD4* Zellen,
um eine ausufernde Reaktion des Immunsystems zu verhindern und die Entstehung von
Autoimmunitét zu vermeiden. Trq Zellen produzieren in erster Linie das Zytokin IL-10344",
CD4" Subgruppen, wie Tu17, Tu22, Treg Und Ten Zellen, exprimieren den CC-chemokine
receptor type 6 (CCR6)*, der zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren (GPCR)
gehdrt. Neben den T-Zell-Subgruppen exprimieren B-Zellen, Dendritische Zellen, Naturliche
Killerzellen (NK) und Lymphozyten ebenfalls CCR6*. Unter physiologischen sowie
inflammatorischen Konditionen ist CCR6 in der Migration involviert und somit wichtig fur die
adaptive Immunantwort. Das Chemokin Cysteine—Cysteine motif chemokine ligand 20
(CCL20) bindet als einziger Ligand an CCR6. Uber die CCL20-CCR6-Achse wird die Migration

der CCR6%-Zellen induziert. Th17 und Trg Zellen exprimieren im Vergleich zu anderen T-Zell-
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Subgruppen hauptsachlich CCR6 und migrieren in CCL20 exprimierendes Gewebe*®. CCR6
fordert die Differenzierung in Ty17 Zellen und unterdriick die T.eg-Zellfunktion*® (Abbildung 4).
CD4
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Abbildung 4: Differenzierung von naiven CD4* Zellen in Effektorzellen und T,.4-Zellen in Abhédngigkeit vom
Zytokinmilieu. Naive aktivierte CD4* Zellen kbnnen in Treg-Zellen oder verschiedene T-Effektorzellsubtypen

differenzieren. Spezifische Zytokine induzieren die T-Zell-Differenzierung. Die Subgruppen sezernieren ihrerseits,

fiir ihre Subgruppen, charakteristische Zytokine und sind in verschiedenen Teilen der Immunantwort involviert. Es

wird eine Differenzierungsplastizitét der T-Zellen angenommen®4.

2.2.1. Rolle der CD4" -T-Helferzellen in der Immunantwort bei SLE
Neben der erhdhten dysfunktionalen B-Zell-Aktivitdt, die eine wichtige Rolle in der
Pathogenese des SLE spielt, verstarken CD4" Zellen die Autoimmunantwort, stimulieren B-

4546 yund fordern die systemische Entziindung durch ihre Zytokinproduktion*’. Ebenfalls

Zellen
zeichnen sich CD4" Zellen bei SLE-Patient:innen durch eine erhohte Migrationsfunktion aus
und tragen so zusétzlich zu Autoimmunentziindungen und Organschaden bei*.

An der Pathogenese des SLE sind die verschiedenen CD4" Subtypen in vielen Aspekten
beteiligt. Trn Zellen sind notwendig fur die B-Zell-Entwicklung in den Keimzentren und
beeinflussen somit auch die Autoantikdrperproduktion. Auf3erhalb der Keimzentren beteiligen
sich extrafollikulére Tey Zellen bei der T-B-Zell-Interaktion*®. Hohe Tu1 Zellpoplationen wurden
bei SLE nachgewiesen und ihr Vorhandensein im Urin korreliert mit der Krankheitsaktivitat®>*-°".

Das von ihnen sezernierte IL-12 und IFNy wird mit dem Beginn und dem Fortschreiten von
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Lupus-Nephritiden in Zusammenhang gebracht. IFNy fiihrt zu einer Uberexpression von B-cell
lymphoma 6 (Bcl-6) in Trq Zellen. Dies aktiviert die Keimzentren und die
Antikérperproduktion®?®. Des Weiteren ist eine herabgesetzte IL-2-Produktion auf gestérte T-
Zell-Signalwege zuruckzufuhren, die eine Dysbalance der Tn17/T.eg-Zell-Differenzierung
vorantreibt und zur Beschleunigung der Organschaden beitragt®*>*. CCR6 fordert ebenfalls
die Differenzierung in Tu17 Zellen und hemmt die Ty Zellen Uber den Proteinkinase B
(AKT)/mammalian target of rapamycin(mTOR)/signal transducers and activators of
transcription 3(STAT3)-Signalweg. Die Gewebsveranderungen in den geschadigten Organen
tragen ihrerseits zu abnormen CD4" T-Zellphadnotypen bei, die wiederherum zu einer
Aggravation des SLE fuhren.

Sowohl die IL-Subtypen als auch die Tu1-, Th17- und Tn-22-Populationen sind bei SLE-
Patient:innen deutlich erh6ht*>*°. Ebenfalls konnte eine erhdhte IL-10-Sekretion detektiert
werden, die B-Lymphozyten aktiviert und zur Antikorperproduktion beitragt.

Die T-Zellpopulationen und IL-Sezernierung sind bei SLE verandert und fihren mit zur
autoimmunen Pathogenese der Erkrankung. Die Normalisierung der T-Zellsubtypen und ihrer

IL-Sezernierung ist ein Ziel der SLE-Behandlung.

2.3. G-Protein signaling modulator 2

G-Protein signaling modulator 2 (GPSM2) gehort zu der Gruppe der GPCR-Modulierenden-
Proteine®°8, Seine Funktion ist noch nicht vollstandig verstanden. GPSM2 ist auf Chromosom
1p13.3 lokalisiert und das Protein ist ubiquitar im Koérper vorhanden®%®, Aufgrund seiner zehn
Leucin-Glycin-Asparagin-Wiederholungen®® ist GPSM2 auch unter dem Namen Leucine-
Glycine-Asparagine-Repeat-angereichertes Protein (LGN) oder mammalian Pins bekannt.
Aufgebaut ist GPSM2 aus sieben N-Terminal-standigen tetratricopeptide repeats (TPR) und
vier C-Terminal-standigen Gaio—Loco-Motiven (GoLoco)®® (Abbildung 5). TPRs vermitteln
Protein-Protein-Interaktionen®’, wahrend die GolLoco-Motive mit Ga-Untereinheiten von

heterotrimeren G-Proteinen interagieren®%2,

N

Abbildung 5: Aufbau von GPSM2: GPSM?2 ist aus sieben N-terminalstdndigen TPRs und vier C-terminalsténdigen
GoLoco-Motiven aufgebaut (Adaptiert von McCudden et al®, erstellt mit BioRender).

GolLoco 1

Goloco 2

GolLoco 3

GolLoco 4
o0

GPSM2 ist an der Regulierung des Spindelapparates, der Mitose, der Zellteilung und der
Migration beteiligt>’ ¢354 Wahrend der Zellteilung wandert GPSM2 vom Zellkern in das

Zytoplasma der Zellen. Dort ist es mit F-Actin kolokalisiert®®°. Es existieren verkirzte
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Isoformen von GPSM2, darunter ein 35 kDa Protein, die die vier GoLoco-Motive enthalt, der
aber die N-terminale Region mit den LGN-Wiederholungen fehlt>®*® (Abbildung 6).

WT Lgn LgnAC

7S5 KD =
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35 — o e
25 — » »  —
15 ——
10 —

Abbildung 6: GPSM2 Isoformen: GPSM2 wird in seiner vollen Lédnge mit 72 kDa und der 35 kDa Isoform im
Westernblot gezeigt®.

Neben verschiedenen Langen des Proteins existieren auch unterschiedliche
Phosphorylierungsstadien von GPSM2°%7%5, Bei verschiedenen Erkrankungen sind
unterschiedliche Mengen an GPSM2 Isoformen zu finden. Unterschiedliche
Phosphorylierungen treten in den unterschiedlichen Zellzyklusstadien auf®®. Bei
Erkrankungen wie der RA oder dem SLE wurden im Vergleich zu gesunden Proband:innen
grundsatzlich ein anderes Phosphorylierungsniveau von GPSM2 gefunden®"®° (Abbildung 7).
Die Bedeutung der verschiedenen Formen ist noch nicht abschlieRend verstanden. Jedoch
ist die Aktivitat von GPSM2 abhangig von Lange, Menge und dem Grad der

57,65,66

Phosphorylierung
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Abbildung 7: Kinomprofil verschiedener Kinasen bei gesunden Kontrollen (HC), RA, RA unbehandelt (ut),
Ankylosierende Spondylitis (AS), Psoriasis-Arthritis (PsA) und SLE. Das Kinomprofil zeigt eine ausgeprégte
Kinaseaktivitat/Phosphorylierungsniveau bei HC, RA, RA ut, AS, PsA und SLE. Die Behandlung mit IL-6-Rezeptor-
Inhibitoren (IL-6-R-I) hebt die verdnderte Kinaseaktivitdt bei RA auf. GPSM2 ist im schwarzen Kasten
hervorgehoben®”.

Erkrankungen, die mit GPSM2-Mutationen assoziiert sind, sind der autosomal rezessive nicht-
syndromale Hérverlust und Taubheit und Gehirnfehlbildungen®*°. Eine veranderte GPSM2-
Expression wurde in verschiedenen Karzinomentitdten, wie dem hepatozelluldrem

)°® oder dem Pankreaskarzinom’®, sowie in Autoimmunerkrankungen wie

Karzinomen (HCC
der RA beschrieben®. Die vermehrte GPSM2-Expression erhoht die Invasivitat von
Karzinomen und die Migrationsfahigkeit der Karzinomzellen Uber die Aktivierung

63,71

verschiedener Signalwege Die verringerte GPSM2-Expression in RA setzt die

Migrationsfahigkeit der Treg Zellen herab®’.

2.3.1. GolLoco-Motive

Die vier verschiedenen GoLoco-Motive stellen Untereinheiten von GPSM2 dar. Sie binden an
die Ga-Untereinheiten von GPCR und regulieren dadurch deren Funktion und die Dauer der
intrazellularen Signaliibertragung®®. GolLoco-Motive weisen eine hohere Affinitat zu Goi- im
Vergleich zu Goo-Untereinheiten auf und binden nicht an andere Go-Untereinheiten®.
GoLoco-Motive besitzen eine guanosine nucleotide dissociation inhibitor (GDI)-Aktivitat, Gber
welche sie die Dissoziation von Guanosindiphosphat (GDP) von der Ga-Untereinheit des
GPCR verhindert’>™ (Abbildung 8). Die GolLoco-Motive binden direkt lber ihre Arginin-
Seitenkette der Asparaginsaure-Glutaminsaure-Arginin-Triaden, den sogenannten ,Arginin
Finger“, an GDP. In der GoLoco- Ga-GDP-Kristallstruktur wird das intrinsische Arginin der Ga-

Untereinheit aus den o- und p-Phosphaten von GDP verdrangt. Es entstehen
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Wasserstoffbriicken zwischen der Guanidiniumgruppe und dem Ribosezucker des GDP sowie
eine Salzbricke mit Glu43. Diese Paarungen sind sonst in Ga-GDP-Gpy-Heterotrimeren zu
beobachten. In der GoLoco-gebundenen Ga-Struktur binden zwei Arginin-Reste an GDP. Die
Ga-Untereinheit bindet in cis- und das GoLoco-Motif in trans-Konformation mit ihren Arginin
Fingern an GDP"®. Durch die Bindung des GDPs anstatt Guanosintriphosphats (GTP) ist die
Signalkaskade der Ga-Untereinheit blockiert. Durch die Bindung des GoLoco-Motives an die
Ga-Untereinheit kommt es jedoch zu einer Konformationsanderung in der Ga-Untereinheit und
somit zu einer Dissoziation der Gpy-Untereinheit. Infolge der Dissoziation kommt es zu einer
Aktivierung der  Gpy-Untereinheitssignalkaskade. = Normalerweise = werden  beide
Signalkaskaden durch die Bindung von GTP, anstatt von GDP, an der Ga-Untereinheit aktiviert
oder inhibiert, wahrend die a- und By-Untereinheiten dissoziieren”’® (Abbildung 8). Durch die
Hydrolyse von GTP zu GDP wird die Aktivitat unterbrochen und die Untereinheiten o, und y
nehmen ihre urspriingliche, gemeinsame Struktur an’®.

Eine veranderte Expression von GPSM2 bzw. der GolLoco-Motive beeinflusst die

Signalkaskadenaktivierung und somit Migration, Proliferation und Mitose.

-Effect -Effector -
« ector By-Effector By-Effector

RGS

Abbildung 8: Gegeniiberstellung des Standard-GDP-GTP-Zyklusmodells mit dem Einfluss von GolLoco-
Motiven auf diesen. Im Standardmodell der heterotrimeren G-Protein-Signallibertragung sind GPCRs mit sieben
Transmembrandomédnen eng mit einem membrangebundenen Heterotrimer verbunden, das aus den
Untereinheiten Ga, Gpund Gybesteht. GS und Gy bilden ein obligates Heterodimer, das eng an GDP-gebundene
Ga-Untereinheiten bindet. GBy-Dimere weisen eine GDI-Aktivitéat auf. Bei der Bindung GTPs statt GDPs an die Go-
Untereinheit dissoziiert die Gpgy-Untereinheit und die Ga-und Gpy-Signalkaskaden werden aktiviert. Die Bindung
von GolLoco-Motiven an Ga-GDP schliel3t die GSy-Bindung aus und erméglicht so eine spezifische Aktivierung von
Gpy-Signalkaskaden ohne gleichzeitige Aktivierung von Signalkaskaden, die durch Ga-GTP moduliert werden’>.

2.4. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Die erhéhte CD4" T-Zell-Migration und Organinfiltration bei SLE ist noch nicht vollstéandig
verstanden, konnte jedoch grundlegend zur Erkrankung beitragen. GPSM2 beeinflusst die
Zellteilung und Migrationsfahigkeiten von Zellen und wird in unterschiedlichen Isoformen und
Phosphorylierungsstadien exprimiert. Bislang ist die potenzielle Rolle von GPSM2 und der 35
kDa Isoform in SLE unbekannt.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Erforschung der GPSM2-Expression in CD4" T-Zellen von SLE-
Patient:innen und gesunden Proband:innen sowie die Analyse des Einflusses von GPSM2 auf
die Migrationsfahigkeit von CD4" Zellen bei SLE. Des Weiteren beschaftigt sich diese Arbeit
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mit der gezielten Inhibition von GPSM2 auf die Migrationsfahigkeit von CD4" Zellen und welche
Auswirkungen diese auf die Behandlung von SLE-Patient:innen haben kdnnte.

Die Ergebnisse dieser Studie sollen dazu beitragen, das Verstandnis von GPSM2 sowie
mogliche Behandlungsansatze bei SLE und anderen mit GPSM2 verbundenen Erkrankungen

zu vertiefen.
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ABSTRACT
Objective SLE is an autoimmune disease with a complex
pathogenesis. T-cell infiltration into organs contributes
to inflammation and organ damage in SLE. Recently, G-
protein signalling modulator 2 (GPSM2) has been shown to
be implicated in T-cell migration.

ethods We analysed the expression levels of GPSM2
and of a truncated isoform of GPSM2 containing the
GoLoco motif region in CD4* T cells from patients with
SLE and from healthy individuals by western blot. In a next
step, we studied the role of the truncated GPSM2 isoform
using a CD4" T-cell migration assay.
Results Our experiments revealed comparable levels of
GPSM2 in CD4* T cells from patients with SLE and healthy
controls. In contrast, the truncated 35 kDa isoform of
GPSM2 was significantly more highly expressed in CD4*
T cells from patients with SLE as compared with healthy
subjects. Antibody-mediated blockade of the 35 kDa
GPSM2 isoform reduced the in vitro capacity of CD4* T
cells to migrate towards the chemokine CCL20.
Conclusions A truncated GPSM2 isoform containing the
GoLoco motif region is upregulated in CD4* T cells from
patients with SLE and promotes CD4* T-cell migration.
Targeting this isoform with specific antibodies might be a
promising approach to reduce CD4* T-cell infiltration into
inflamed tissues and to prevent organ damage in SLE.

INTRODUCTION

Organ damage induced by immune cells is
a common and severe complication in SLE.
CD4" T cells from patients with SLE are char-
acterised by increased migratory functions and
contribute to autoimmune inflammation and
organ damage.' > Recently, G-protein signal-
ling modulator 2 (GPSM2) was identified as a
promoter of CD4" Ticell migration.” GPSM2
is also known as Leu-Gly-Asn repeat-enriched
protein (LGN) and modulates the activation
of G proteins which transduce extracellular
signals into integrated cellular responses.* The
N-terminal part of GPSM2 contains 10 copies of
LGN repeats, and the C-terminal part consists
of four GoLoco motifs. These GolLoco motifs
are short polypeptide sequences that bind to
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What is already known on this topic

= CD4" T-cell infiltration into organs contributes to
organ damage in SLE. The mechanisms underly-
ing enhanced T-cell migration in SLE are not fully
understood.

What this study adds

= A truncated 35 kDa isoform of G-protein signalling
modulator 2 (GPSM2) containing the GoLoco motif
region is overexpressed in CD4* T cells from patients
with SLE and facilitates CD4* T-cell migration.

How this study might affect research, practice or

policy

= Targeting the truncated 35 kDa isoform of GPSM2
might help to reduce organ infiltration by CD4* T
cells in SLE.

specific Go subunits, thereby regulating the
duration of intracellular signalling and the
function of GPSM2.*® Several isoforms of
GPSM2 have been identified in human subjects,
including a 35 kDa protein which is a truncated
version of GPSM2 containing the four GoLoco
motifs but lacking the N-terminal region with
the LGN repeats.” 7 So far, the potential role of
this isoform is unknown. In this study, we aimed
to reveal possible alterations in the expression
of full-length GPSM2 and of the truncated 35
kDa isoform of GPSM2 which could affect the
migratory capacity of CD4" T cells in SLE.

MATERIALS AND METHODS

Patients and public involvement

Patients with SLE treated at the Univer-
sity Hospital Cologne were able to volun-
tarily contribute to this research project by
providing blood samples.

Samples and CD4* T-cell isolation

Peripheral blood (20 mL) was drawn from
patients with SLE and from healthy individ-
uals in the outpatient clinic of the University

BM)
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Hospital Cologne. All patients with SLE fulfilled the
2019 EULAR/ACR classification criteria.® None of the
patients reported hearing loss. Peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMCs) from patients with SLE and from
healthy subjects were isolated using density gradient
centrifugation (Pan Biotech, Aidenbach, Germany). In
average, about 4x10” PBMCs were obtained from each
donor (from about 20 mL of whole blood). CD4" T cells
were isolated using MACS T-cell isolation kit (Miltenyi
Biotech, Bergisch-Gladbach, Germany). Cell numbers
were assessed using the CellCountess (Life Technologies
GmbH, Darmstadt, Germany). CD4" T cells were puri-
fied by negative selection using the CD4" T-cell isolation
kit using the QuadroMACS device (all Miltenyi Biotec).
Purity of the CD4" cell population was verified by flow
cytometry and was at least 96%. Viable cells were counted
using the automated cell counter CellCountess (Life Tech-
nologies GmbH). In average, about 5x10° CD4" T cells
were obtained from each donor. No significant difference
in CD4" T-cell numbers was observed between healthy
individuals and patients with SLE, but we obtained lower
numbers of CD4" T cells from a few patients with SLE,
including one patient with only 1x10° CD4" T cells.

Western blot analysis

Purified human CD4" cells were lysed with cell lysis buffer
(BioLegend, San Diego, USA), and protein concentra-
tion was detected with the BCA Protein Assay Kit (Cell
Signalling Technology, Danvers, USA). Lysates were run
on 4%-15% gradient polyacrylamide gels (Bio-Rad Labo-
ratories, Munich, Germany). Blotting was performed with
the TransBlot Turbo Transfer System (Bio-Rad Laborato-
ries). Protein (25 pg) was loaded per well. Proteins were
detected with the following antibodies: HRP murine anti-
human B2-Actin antibodies (Abcam, Cambridge, UK),
rabbit anti-human GPSM2 antibodies (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA; cat. no. PA5-52555), and anti-
rabbit IgG HRP-linked antibodies (Cell Signaling Tech-
nology). GPSM2 overexpressing lysate served as a positive
control (Novus Biologicals, Centennial, USA; cat. no.
NBL1-11310). Detection was performed by Image] soft-
ware (NIH, USA).

Migration assay

CD4" T cells were cultured for 48 hours and stimulated
with plate-bound anti-CD3 (5 pg/mL) and soluble anti-
CD28 (1 pg/mL) antibodies. After 48 hours, cells were
treated with blocking antibodies binding to the trun-
cated GPSM2 isoform or control antibodies (Thermo
Fisher Scientific; cat. no. PA5-115322 and MAbH-16384,
respectively). To study the specific function of the 35
kDa GPSM2 isoform and neutralise effects of full-length
GPSM2, full-length GPSM2 was blocked with rabbit anti-
human polyclonal antibodies recognising an N-terminal
region of GPSM2 (amino acids 380-490) which do not
bind to the 35 kDa isoform (Novus Biologicals, Centen-
nial; cat. no. NBP3-05001). Cells (7.5x10*) were seeded
to 6.5 mm transwell with 5 pM pore size (Corning Costar,

New York, USA) under cell culture conditions (5% CO,,
37°C) for 4 hour. CCL20 (BioLegend) was used as a
chemoattractant. Migrated cells were counted for 60 s
using the Gallios 10/3 flow cytometer (Beckman Coulter,
Krefeld, Germany).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS V.28. Where
indicated, data were analysed by unpaired or paired
Student’s t-test and are presented as the mean+SEM. A p
value of <0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

Truncated 35 kDa isoform of GPSM2 is upregulated in CD4* T
cells from SLE

We used western blot analysis to determine the expres-
sion levels of GPSM2 and its truncated 35 kDa isoform in
CD4" T cells from healthy individuals and from patients
with SLE. The patients’ characteristics are summarised
in table 1. Our analysis revealed no difference between
full-length GPSM2 expression levels in CD4" T cells from
patients with SLE and healthy individuals. The rela-
tive expression of full-length GPSM2 was 10.571+1.543
in SLE compared with 9.249+1.821 in healthy controls
(p=0.5845) (figure 1A,B). In contrast, we found an almost
10 times increased expression of the truncated 35 kDa
isoform of GPSM2 containing the GoLoco motif region
in CD4" T cells from patients with SLE as compared with
healthy subjects (2.311£0.401 in SLE vs 0.257+0.184 in
healthy controls, p=0.0001) (figure 1C).

35 kDa isoform of GPSM2 is facilitates CD4* T-cell migration
Because GPSM2 is involved in CD4" T-cell migration, we
studied the influence of the truncated 35 kDa isoform on
the migratory function of CD4" T cells from patients with
SLE. CD4" T cells were activated for 48 hours with anti-CD3
and anti-CD28 antibodies, and their capacity to migrate
towards the chemokine CCL-20 was studied in an in vitro
migration assay (figure 1D). Migration of CD4" T cells was
significantly inhibited by antibodies binding to the trun-
cated 35 kDa isoform of GPSM2 as compared with healthy
controls (1185+190 migrated cells vs 2094+227 migrated
cells in the control group, p=0.0073) (figure 1E).

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first report showing that
a truncated isoform of GPSM2 containing the GoLoco
motif region is significantly upregulated in CD4" T cells
from patients with an autoimmune disease. We have
previously shown that full-length GPSM2 is downregu-
lated in CD4" T cells from patients with active rheuma-
toid arthritis as compared with healthy individuals.” In
contrast, our recent results revealed no difference in full-
length GPSM2 expression between patients with SLE and
healthy subjects. However, we found a significantly higher
expression of the truncated 35 kDa isoform of GPSM2
containing the GoLoco motif region in CD4" T cells from

2 Esser RL, et al. Lupus Science & Medicine 2022;9:€000742. doi:10.1136/lupus-2022-000742
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Table 1

Patients’ characteristics

Characteristics of
patients with SLE (n=10)

Normal range

Sex (male/female)

Age (years)

Systemic Lupus
Erythematosus Disease
Activity Index 2000
(SLEDAI-2K) score

2/8
38.6 (21-68)
12 (8-24)

Table 1 Continued

Characteristics of
patients with SLE (n=10) Normal range

Sex (male/female) 2/9
Age (years) 31.6 (24-62)

patients with SLE as compared with healthy individuals.

,(T(TJ}E:)ISDNA antibodies 327 (42-1286) <100 A 4 - 4 - HC  siE
C3 (g/L) 0.65 (0.42-1.9) 0.9-1.8 250 -
C4 (g/L) 0.08 (0.07-0.3)  0.1-0.4 133 L4
= = - =¢—f II-length GPSM2 (79 K
Treatment (number of 75 R E—- —— uliteng (SR
atients) 50 -
P ) . 37 ‘ s e w —— GPSM2 isoform (35 kDa)
Hydroxychloroquine 8 25
Prednisolone 5 }2 ’ —_—
Azathioprine 2 10
——— o g beta-actin (42 kDa)
Organ involvement
Fever (>38.3°C) 1 B C
Delirium 0 s, P =0.0001
Psychosis 1 g % B °
o @ o
Seizure 0 g g.°
Non-scarring alopecia 3 % % :
° ° 1
Oral ulcers 2 h T,
Subacute cutaneous or 7 HE  SLE
discoid lupus
Acute cutaneous lupus 2 D peripheral blood E
Pleural or pericardial 2 from SLE pafients 40009 60073
effusion ficoll density gradient
i " 3000
Acute pericarditis 0 s =
" 4 hours incubati 3
Joint involvement 5 ACS soparator wit antbodies 5 2000
Proteinuria (>0.59/24 2 activation fj,’ 48 hrs rotshe cell count 1000
hours) CD4+ T cells A Ta N nzjfijts::‘e?y
Lupus nephritis 1 migration assay \ i 7 analysis T e
Laboratory parameter wsﬁng
ANA >1:80 10 antibodies
— Figure 1 A truncated isoform of GPSM2 promotes CD4* T-
Leucopenia (<4.000/ 3 cell migration in SLE. (A) Representative example of western
mm3) blot analysis of GPSM2 and the truncated 35 kDa GPSM2
Thrombocytopenia 2 isoform in CD4* T cells from patients with SLE (SLE) and
(<100.000/mm?) HCs. GPSM2 overexpressing lysate served as a positive ctrl
Autoimmune 0 (+); no protein served as a negative ctrl (-). (B) Comparison
haemolysis of GPSM2 expression in CD4* cells from patients with SLE
= — (n=10) and healthy individuals (n=9). (C) Expression of the
Antiphospholipid 3 truncated GPSM2 isoform in CD4* cells from patients with
antibodies SLE (n=10) and healthy individuals (n=9). (D) Schematic
Low C3 or low C4 6 view of the experimental set-up of an in vitro T-cell migration
Low C3 and low C4 3 assay. (E) Inhibition of the truncated GPSM2 isoform with
. . blocking antibodies (block) or ctrl antibodies leads to
Anti-dsDNA or anti-Sm 10 decreased migration of CD4+ T cells from patients with SLE
antibodies (n=9). Data are presented as mean+SEM. Significance was
Characteristics of healthy calculated using unpaired (B,C) or paired (E) Student’s t-test.
controls (n=9) ctrl, control; GPSM2, G-protein signalling modulator 2; HC,
Continued healthy control; n.s., not significant.
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Moreover, our data indicate that the truncated 35 kDa
isoform of GPSM2 is implicated in CD4" T-cell migration
in SLE.

We used CCL20 as a chemoattractant in the in vitro
migration assay because upregulation of GPSM2 has
been linked to elevated CCL20 expression.’” In addi-
tion, the CCL20 receptor CCR6 is abundantly expressed
on Th17 cells, T helper 22 (Th22) cells, Treg cells and
a small percentage of follicular T-helper cells. Growing
evidence suggests that these cell types are involved in
the pathogenesis of SLE, and it has been shown that the
amount of kidney-infiltrating Th17 cells is associated with
clinical parameters like urine protein level in glomeruli,
serum creatinine and creatinine clearance in active lupus
nephritis.m'12 Moreover, elevated levels of CCR6+ Th22
cells correlate with skin and renal impairment in SLE."
Enhanced migration of CCR6+CD4" T cells towards
CCL20 due to elevated expression of the 35 kDa isoform
might therefore represent a possible pathogenic mecha-
nism of immune infiltration and organ damage in SLE.

Truncated isoforms of GPSM2 have been recently iden-
tified in human subjects and have been linked to hearing
loss.” Interestingly, hearing loss occurs significantly more
often in patients with SLE as compared with healthy indi-
viduals."" Here we show that the truncated isoform of
GPSM2 containing the GoLoco motif region promotes
CD4" T-cell migration and is overexpressed in patients
with SLE. This mechanism may explain the enhanced
migratory capacity of CD4" T cells in SLE. Targeting of
the truncated GPSM2 isoform with specific antibodies
could therefore represent a possible strategy to inhibit
CD4" Tecell infiltration into inflamed tissues and to
reduce organ damage in SLE.
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4. Diskussion

4.1. Die 35 kDa GPSM2 Isoform bei SLE

In der aktuellen Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass bei SLE-Patient:innen
GPSM2 sowohl in der vollen 79 kDa Isoform, als auch in einer verklrzten 35 kDa Isoform in
CD4" Zellen vorkommt. Diese 35 kDa Isoform enthalt weiterhin die Region mit einem GolLoco-
Motiv.

Die Verkurzung eines Proteins kann dazu flhren, dass seine Funktion erhdht, erniedrigt oder
nicht beeinflusst wird. Ebenso kann das Protein im Resultat autoreaktiv oder krebserregend
sein’®’""® Verkirzte Isoformen kdnnen haufig als Biomarker oder fiir eine zielgerichtete
Therapie genutzt werden’®. Beim HCC ist GPSM2 ein unabhangiger Prognosefaktor und wird
als Biomarker diskutiert”®. Die verkiirzte 35 kDa Isoform von GPSM2 ist bei Patient:innen mit
SLE im Vergleich zu gesunden Proband:innen signifikant vermehrt exprimiert, wohingegen es
keinen Unterschied in der Expression von GPSM2 in seiner vollen Lange zwischen den beiden
Gruppen gibt. Somit kénnte die 35 kDa Isoform ein Biomarker fur SLE darstellen. Ob die 35
kDa Isoform eine Rolle als Prognosefaktor spielen kénnte, kann derzeit noch nicht beurteilt
werden. Auch ab welchem Zeitpunkt im Krankheitsverlauf die Isoform auftritt und ob sie
konstant oder abhangig von der Krankheitsaktivitat vorliegt, ist noch nicht bekannt. Um dies
herauszufinden, musste zunachst die GPSM2 Expression im Krankheitsverlauf analysiert
werden und eine mégliche Korrelation mit der Krankheitsaktivitat und dem Uberleben tiberpriift
werden.

Ergibt sich hier ein richtungsweisender Zusammenhang, kdnnte in einem weiteren Schritt eine
Therapie zur Normalisierung oder Blockierung von GPSM2 entwickelt werden, die sich

méglicherweise positiv auf die Krankheitsaktivitat und das Uberleben auswirken kénnte.

4.2. GPSM2 und Migration der CD4* Zellen

Die Migration von CD4" Zellen in Organe ist bei SLE erhéht und fiihrt zu deren Schadigung*.
Um die Korrelation twischen einer erhohten GPSM2 Expression und vestarkter CD4"* Zell-
Migration bei SLE nachzuweisen, wurde der Zusammenhang mittels Migrationsassay
untersucht. Die CD4" Zellen migrierten bei SLE verstarkt im Vergleich zu der gesunden
Kontrollgruppe. Bei der spezifischen antikdrpervermittelten Blockade von GPSM2 konnte die
Migration der CD4" Zellen signifikant vermindert werden. Die Ergebnisse sind konkordant zu
der herabgesetzten Migration von regulatorischen T.eg Zellen durch die verringerte Expression
von GPSM2 bei RAY.

Die gezielte Blockade von GPSM2 koénnte folglich einen Behandlungsansatz gegen die
gesteigerte Migration der CD4" Zellen bei SLE bieten. Zurzeit sind keine GPSM2-Blocker in

vivo verfugbar, sodass in einem nachsten Schritt ein SLE-Mausmodell mit und ohne GPSM2
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Knockout etabliert werden misste. Parameter kdnnten hier die CD4" Zell Migration in die
Organe sowie Nebenwirkungen des Knockouts darstellen.

Wie zuvor genannt, ist GPSM2 signifikant erhoht exprimiert in einigen Tumorentitaten®®70-80.81,

die eine erhéhte Proliferations- und Migrationsfahigkeit der Tumorzellen aufweisen®® 782,

Falls bei den Experimenten ebenfalls die Migration reduziert werden kdnnte, ware dies ein
moglicher Ansatz der Behandlung von metastasierenden Karzinomen bzw. Hochrisiko-
Patient:innen sowie weiteren Erkrankungen, die eine vermehrte GPSM2 Expression

aufweisen.

Weshalb bei der gesunden Kontrollgruppe keine signifikante Blockade erreicht werden konnte,
ist unklar. Bei der spezifischen antikérpervermittelten Blockade von vasodilator-stimulated
phosphoprotein (VASP) bei RA wurden die Ty Zellen nicht jedoch andere Te Zellen
blockiert®. Eine Analyse der CD4" Zell-Untergruppen bei SLE und des Einflusses der GPSM2-
Blockade auf diese sollte folgen. Der unterschiedliche Einfluss einer Blockade auf die CD4"
Zell-Untergruppen koénnte mit einer unterschiedlichen T Zell-Zusammensetzung erklart
werden.

Eine andere Erklarung kénnte das gesamt erhéhte GPSM2 bei SLE oder ein effektiveres
Bindungsverhalten der Antikérper an die verklrzte Isoform darstellen. Fir ein besseres
Verstandnis sollten Bindungskurven der 35 kDa und 79 kDa Isoform mit den Antikérpern
erstellt werden. Falls die unterschiedliche Effektivitdt auf das Bindungsverhalten oder die
Menge von GPSM2 zuriickzufihren ware, kdnnte man von einer spezifischeren Wirkung
entweder auf die Isoform und/oder auf die Zellen mit erhdhtem GPSM2 ausgehen. Des
Weiteren kdnnte die Modellierung eines nur an die 35 kDa Isoform bindenden Antikdrpers bei
SLE von Vorteil sein. Andere Erkrankungen mit einer veranderten Expression der Isoform mit

voller Lange wirden davon nicht beeinflusst.
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4.3. Rolle von GPSM2 bei der CD4* Zellproliferation bei SLE

GPSMz2 ist an der Mitose, der Proliferation und der Migration von Zellen beteiligt. Dies wirft die
Frage auf, wie die Proliferation der CD4" Zellen bei SLE bei einer gezielten GPSM2-Blockade
beeinflusst wird. Bei einer primaren in vitro Analyse sollte sich zum Einen auf die Gesamtheit
der CD4" Zellen und zum Anderen auf die verschiedenen Untergruppen konzentriert werden,
um zu klaren, ob diese in unterschiedlichem Maf3e von der Blockade betroffen sind.

In einem weiteren Schritt sollten die Experimente in vivo wiederholt werden. Die zu klarende
Frage ist, ob die Proliferation der CD4* Zellen sowie der Untergruppen bei einem SLE-
Mausmodell durch einen GPSM2 Knockout signifikant geandert wird und ob dies einen

Einfluss auf die Krankheitsaktivitat hat.

4.4. GPSM2 bei Tumoren und SLE
In manchen Studien wird ein erhdhtes Krebsrisiko bei SLE beschrieben®8. GPSM2 ist
signifikant erhdht exprimiert in Tumorentitaten wie Pankreas-, Hepatozellularen- und duktalen

Mammakarzinomen®370:80.81

, damit einhergehend wurde eine erhohte Proliferations- und
Migrationsfahigkeit der Tumorzellen gezeigt®®’®®. GPSM2 kénnte somit auch bei den
Tumorentitaten, die bei SLE auftreten, eine Rolle spielen. Fur eine klaren Zusammenhang gibt
es jedoch zurzeit zu wenig Daten, die beide verbinden. Tumore, die bei SLE auftreten, sollte
auf GPSM2-Veranderungen uberpruft werden, um einen Zusammenhang zu erforschen.

Bei den zuvor genannten Tumorentitdten sowie bei RA ist bisher nur von einer veranderten
Expression des Proteins mit voller Lange bekannt®’%*7988! Djes kénnte jedoch auch auf ein
Nicht-Beachten der 35 kDa Isoform zurtickzufiihren sein. Die 35 kDa Isoform beinhaltet das
GoLoco-Motif und kann somit andere Proteine regulieren bzw. mit ihnen interagieren®® und ist
somit eine aktive Isoform von GPSM2. Eine Westernblot-Uberpriifung der anderen

Erkrankungen konnte klaren, ob die 35 kDa Isoform dort ebenfalls vermehrt vorliegt.

Hu et al. fanden bei Pankreaskarzinomen-Zellen eine veranderte Phosphorylierung®, ahnlich
wie Meyer et al. u.a. bei RA und SLE*. Hu et al. konnten des Weiteren verschiedene
genetische Veranderungen bei GPSM2 zeigen und Mutationsstellen identifizieren, die vor
allem gehauft bei Endometriumkarzinomen auftraten®®. Bei SLE sind solche Mutationsstellen
bislang unbekannt. Hier konnte analog eine Mutationsstellen-Analyse erfolgen, die ggf. einen
Behandlungsansatz auf genetischer Basis bieten kénnte. Ein Hindernis kénnte eine zu hohe
Varietat der Mutationsstellen darstellen, was die hohe Variabilitat bei Karzinom vermuten

|asst®®.

4.5. GPSM2 Signalweg bei SLE
Die Studie ist erst ein Anfang zum Verstandnis der Rolle von GPSM2 in SLE. Der Signalweg

von GPSM2 in SLE ist noch nicht verstanden.
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In verschiedenen Tumorentitdten konnte jedoch der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/AKT-
Signalweg identifiziert werden. In HCC aktiviert GPSM2 uber den PI3K/AKT-Signalweg eine
gesteigerte Migration und Invasivitat des Tumors. Der PI3K-AKT-Signalweg spielt eine Rolle
fiir die Zellproliferation und das Uberleben im gesunden Zustand sowie bei einer Vielzahl von
Karzinomentitaten, wenn dieser dysreguliert ist. Interessanterweise ist bei SLE-Mausmodellen
AKT2 stark Uberexprimiert und hauptverantwortlich fir die Veranderung des PI3K-AKT-
Signalweges®”. Weiterhin wurden erhohte Tu17-Zellen und Autoantikérper mit einer
Aktivierung des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges assoziiert. Rapamycin ist ein wirksamer
Inhibitor der Antigen-induzierten Proliferation von T-Zellen und der Antikdrperproduktion. Eine
solche Blockade der T-Zell-Aktivierung hat sich als wirksam erwiesen, um die Entwicklung
einer systemischen entzindlichen Autoimmunerkrankung sowohl in Tiermodellen als auch bei
Patient:innen mit SLE zu hemmen®®° Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg ist von zentraler
Bedeutung fiir die Krankheitsaktivitat bei SLE*.

Im Gegensatz zu den anderen Tumorentitdten konnte bei Non Small Cell Lung Cancer
(NSCLC) eine herunterregulierte GPSM2-Expression mit einhergehender extracellular signal-
regulated kinases (ERK)/glycogen synthase kinase-3B(GSK3B)/Snail pathway Aktivierung und
Metastasierung gezeigt werden’".

Hier gilt es in einem weiteren Schritt den genauen Signalweg, den GPSM2 bei SLE auslost,
zu erforschen. In Anbetracht der erhéhten Expression von GPSM2-Isoformen, wie bei dem
HCC, erscheint der PI3BK/AKT/mTOR-Signalweg der naheliegendere zu sein und sollte daher
zuerst im Fokus weiterer Forschung stehen. Hier konnte zuerst in vitro und folgend in vivo in
SLE-Mausmodellen die Auswirkung einer Rapamycinbehandlung gemessen werden. Aktiviert
GPSM2 ebenfalls den PI3BK/AKT/mTOR-Signalweg, wirde die Behandlung mit AKT/mTOR-
Inhibitoren, die schon klinisch erprobt und zugelassen sind, beispielsweise beim Mamma-
Karzinom, Nierenzellkarzinom oder zur Prophylaxe einer Transplantatabstoung nach

allogener Organtransplantation, eine weitere Ansatzmdglichkeit bieten®'%,

4.6. IL-6 und GPSM2 bei SLE

Bei SLE-Patient:innen wird eine erhohte IL-6-Ausschiittung gemessen®. Diese wird mit der B-
Zell-Hyperaktivitat sowie der T-Zell-Aktivitat in der Pathogenese bei SLE in Verbindung
gebracht und korreliert mit der Krankheitsaktivitat®™**. IL-6 gehért zu den proinflammatorischen
Interleukinen und wird als Reaktion auf Infektionen und Gewebeverletzungen gebildet. IL-6
tragt durch die Stimulierung von Akutphasenreaktionen, Hamatopoese und Immunreaktionen
zur Pathogenbekampfung bei®. Eine dysregulierte kontinuierliche Synthese von IL-6 fordert
jedoch chronische Entziindungen und Autoimmunitat®®®’. Beim Einsatz von IL-6-
Rezeptorinhibtoren (IL-6-R-1) konnte ein positiver Effekt auf den Krankheitsverlauf bei SLE
gezeigt werden. In Studien wurden verringerte Titer von anti-dsDNA, eine verringerte B-Zell-

Proliferation und eine partielle T-Zell-Herabregulierung festgestellt. Bei RA konnten Anja
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Meyer et al. mit IL-6-R-l eine normale Phosphorylierung von GPSM2 bei den Patient:innen
erreichen®”. Weiterhin fiihrte die Behandlung zu einer Normalisierung der zuvor reduzierten
Treg-Zell-Migration und einer Verringerung der Erkrankungsaktivitat. Der Einsatz von IL-6-R-I
bei SLE-Patient:innen kénnte die Krankheitsaktivitat wie auch die Phosphorylierung von
GPSM2 normalisierend beeinflussen. Sollte dies wie bei RA eintreten, kénnte die
Phosphorylierung von GPSM2 als Kontrollparameter der IL-6-R-I-Therapie genutzt werden. In
weiteren Studien sollte es von Interesse sein, die Phosphorylierung von GPSM2 bei IL-6-R-I
behandelten Patient:innen oder vorab in vitro zu messen und deren Einfluss auf das
Migrationsverhalten von den CD4" Zellen.

IL-6 ist ebenfalls in Pankreas- und Hepatozellularen Karzinomen signifikant erhdht
exprimiert’” . In duktalen Mammakarzinomen ist es ebenfalls erhéht exprimiert und korreliert
mit dem Tumor-, Lymphknoten-, Ostrogenrezeptor- (ER), und human epidermal growth factor
receptor 2 (Her2/neu)-Status'®. GPSM2 liegt in diesen Tumorentitdten vermehrt vor. Die
Phosphorylierung von GPSM2 in Tumoren ist bisher noch unbekannt. Welche genaue
Bedeutung die zu Gesunden abweichende Phosphorylierung von GPSM2 hat, ist ebenfalls
noch nicht ganzlich verstanden. Der Einsatz von IL-6-R-I bei Tumoren sollte wegen der anti-
inflammatorischen Wirkung sowie den positiven Effekten in vielen Studien, auch in Bezug auf
GPSM2, diskutiert und erforscht werden.

In den Experimenten wurden CD4" Zellen untersucht. Die verschiedenen Subgruppen
unterscheiden sich in ihrer Interleukin-Sezernierung und ihren Effekten in der Immunantwort.
Eine Analyse der Migration der Subgruppen bei GPSM2-Blockade und/oder IL-6-R-l kénnte
somit weiteren Aufschluss auf die Haupteffekte der Blockaden geben. Weiterhin kénnte man
den Einfluss von IL-6-R-I auf die Tu17/TgRatio messen. Dies konnte einen weiteren
Behandlungsansatz bei SLE bieten, sowie neue Einblicke in die Pathogenese und Signalwege

liefern.

4.7. CCL20 und GPSM2 bei SLE

CCR6 und CCL20 sind in eine Vielzahl von Entziindungs-, Autoimmun- und malignen
Prozessen involviert. Die Chemokin-Achse ist auch bei der Regulierung der humoralen
Immunreaktionen beteiligt. Die CD4™ T Zell-Subgruppen exprimieren, ebenso wie B-Zellen,
Dendritische Zellen, Naturliche Killerzellen (NK) und Lymphozyten, den CCR6. CCR6 bindet
als einziger Rezeptor das Chemokin CCL20*. CCR6 und CCL20 liegen in einer erhdhten
Expression bei SLE vor. Die Expression von CCR6 korreliert mit der Krankheitsaktivitat und
serologischen Markern fur den Schweregrad der Erkrankung, was auf eine mdgliche Rolle bei
der Krankheitsentstehung hindeutet. Eine erhdhte CCL20 Expression wird ebenfalls bei
Pankreaskarzinomen mit einer Hochregulierung von GPSM2 in Verbindung gebracht. Wir
verwendeten CCL20 als Chemokin im in vitro Migrationsassay'"'%?. Der CCL20 Rezeptor,

CCR6, wird auf Tu17 Zellen, Th22 Zellen, T.eq Zellen und einem kleinen Prozentsatz von Try
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Zellen reichlich exprimiert. Diese Subgruppen der CD4" Zellen werden mit der Pathogenese
des SLE in Zusammenhang gebracht*?. Erhdhte Konzentrationen von CCR6" Tu22 Zellen
wurden bei Haut- und Nierenschaden bei SLE gefunden*?. Die Menge niereninfiltrierender
Tu17 Zellen korrelieren mit klinischen Parametern wie dem Urinproteinspiegel, dem
Serumkreatinin und der Kreatinin-Clearance bei aktiver Lupusnephritis®*'91% T,17 Zellen
produzieren ihrerseits CCL20, was vermehrt Ty17 Zellen induziert und als Chemokin auf alle
CCRG6" Zellen wirkt. Eine verstarkte Migration von CCR6°CD4" Zellen in Richtung CCL20,
aufgrund der erhdhten Expression der 35 kDa Isoform, kdénnte daher ein mdglicher
Pathomechanismus der CD4" T-Zellinfiltration und Organschadigung bei SLE sein. Die
gezielte Bekampfung der verkirzten GPSM2 Isoform mit spezifischen Antikérpern kénnte eine
mdgliche Strategie zur Hemmung der Infiltration von CD4" Zellen in entziindetes Gewebe und
zur Verringerung von Organschaden bei SLE darstellen. Da CCR6 die Tu17 Zell-
Differenzierung fordert und die Teg Zell-Funktion unterdriickt, kdnnte auch eine Blockade des
CCR6 in Betracht gezogen werden**. CCR6 unterdriickt die Trg Zell-Funktion (ber den
AKT/mTor/STAT3-Signalweg, sodass auch hier der Einsatz von AKT/mTOR-Inhibitoren

gepruft werden sollte.

4.8. GPSM2 bei SLE und die Verbindung zu Horverlust

Verkurzte Isoformen von GPSM2 beim Menschen wurden identifiziert und mit Horverlust in
Verbindung gebracht®®. Horverlust tritt signifikant vermehrt bei SLE-Patient:innen im Vergleich
zur gesunden Bevélkerung auf'®. Ob dem jedoch die vermehrt vorliegende GPSM2 Isoform
zugrunde liegt, ist nicht bewiesen. Zur Aufklarung der Rolle von GPSM2 bei dem Hoérverlust
bei SLE-Patient:innen kénnte ein Mausmodell mit SLE Mausen mit und ohne GPSM2
Isoformen helfen. Dies kénnte in Anlehnung an den Versuchsaufbaus von Y. Bohnker et al.
erfolgen, wobei hier klarerweise nicht die CD4" Zellen von belangen waren, sondern eine

Analyse der inneren Haarzellen bei SLE-Patient:innen.

32



4.9. Zusammenfassung

Die verringerte Phosphorylierung von GPSM2 bei SLE im Kinomprofil bei Meyer et al. flhrte
zur weiteren Untersuchung von GPSM2 bei SLE in dieser Arbeit®. Hierbei wurde zum ersten
Mal eine erhéhte Menge an der 35 kDa Isoform bei SLE nachgewiesen. Die erh6hte Migration
von CD4" Zellen bei SLE konnte durch eine gezielte GPSM2 Antikdrperblockade in vitro
reduziert werden.

Diese Arbeit bietet damit ein besseres Verstandnis fir GPSM2 bei SLE. Die noch nicht
vollstandig verstandenen Signalwege und Interaktionsweisen von GPSM2 bedurfen jedoch
weiterer Forschung, um im Sinne eines konkreten Behandlungsansatzes gezielt in dessen
immunologische Funktion einzugreifen.

Daflr sollten die in vitro durchgefiihrten Versuche im nachsten Schritt in einem SLE-
Mausmodell wiederholt werden. Zur Analyse, ob bei SLE der PI3K-AKT-Signalweg betroffen
ist, kbnnte in vitro wie in vivo eine Rapamycin-Behandlung durchgefihrt werden, um
anschlieftend die Teg-Zell-Funktion, die Tu17-Zell-Anzahl und Autoantikdrper zu analysieren.
(Sollte nicht diese Signalachse betroffen sein, kann in einem weiteren Schritt der GSK3B/Snail
pathway Uberprift werden.)

Ebenfalls gilt es, ein Augenmerk auf die IL-6-R-I bei SLE in vivo und in vitro zu legen und zu
analysieren, ob diese die Phosphorylierung von GPSM2 normalisiert und welche Einflisse das
auf die Migration von CD4" Zellen in die Organe und somit auf die Krankheitsaktivitat hat.
Zusatzlich sollte der Einfluss von GPSM2 auf die Proliferation der CD4* Zellen bei SLE gepruft

werden.
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