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Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Das primire Sjégren-Syndrom (SS) ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung des

rheumatischen Formenkreises, die sowohl Kennzeichen einer organspezifischen als auch
einer systemischen Erkrankung aufweist. Thr Charakteristikum ist die lymphozytére
Infiltration, Schidigung und Zerstérung exokriner Driisen, insbesondere der Trdnen- und
Speicheldriisen, die sich klinisch als Sicca-Syndrom manifestiert. Schwerste Komplikation
der Erkrankung stellt das Auftreten eines malignen B-Zell-Lymphoms dar, das sich bei
etwa 4% Prozent der Patienten im Krankheitsverlauf entwickelt.

Trotz einer Vielzahl von Einzelbefunden ist die Pathogenese der Erkrankung derzeit
weitestgehend unklar. Eine addquate / kausale Therapie existiert dementsprechend bislang
nicht. Es wird aber allgemein angenommen, daf3 es sich beim SS um eine Erkrankung mit
einem multifaktoriellen Entstehungsprozel3 handelt, bei dem ein bislang nicht identifizierter
(z.B. viraler) Ausloser auf dem Boden einer entsprechenden genetischen und hormonellen
Préadisposition zu einer wechselseitigen chronischen Aktivierung von Driisenepithelien, T-
Lymphozyten (T-Zellen) und B-Lymphozyten (B-Zellen) fiihrt, dem Bild der systemischen
mautoimmunen Epithelitis®.

Ziel vorliegender Arbeit war eine genauere Charakterisierung der in diesen Prozef3

involvierten B-Zellen, da eine Vielzahl von Vorbefunden darauf hinwies, dal} diesen Zellen
eine besondere Rolle im Rahmen der Erkrankung und ihrer Komplikationen zukommt. Die
B-Zellen stellen damit ein potentielles Target einer differenzierten Therapie des SS dar. Die
genauere Charakterisierung dieser lymphozytiren Zellpopulation kdnnte aber auch helfen,
Krankheitsstadien und Patientensubgruppen, z.B. Patienten mit bestimmtem Risikoprofil,
besser zu identifizieren.

Die diesbeziiglichen Analysen der B-Zellen von Patienten mit primdrem SS und
Kontrollpersonen erfolgten hierbei mit Methoden der: 1.) Immunphénotypisierung (4-Farb-
Durchfluflzytometrie, Immunhistologie); 2.) Einzelzellsortierung mit anschliefender a)
Analyse der variablen Abschnitte der rekombinierten Immunglobulin-Schwerketten (IgVy)-
Gene (auf DNA und mRNA-Ebene), b) der mRNA-Transkripte fiir Chemokinrezeptoren
(CXCR3, CXCR4, und CXCRS5) und den intrazelluldren inhibitorischen Regulator RGS13;
sowie 3.) Transmigrationsassays.

Ausgangspunkt vorliegender Analysen war eine detaillierte durchfluzytometrische
Immunphénotypisierung B-zelluldrer Subpopulationen des peripheren Blutes von Patienten

mit SS und gesunden Kontrollpersonen. Hierbei konnte gezeigt werden, dal Patienten mit

SS eine charakteristische Verminderung des absoluten und relativen Anteils von peripheren
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Zusammenfassung

CD19°CD27" Gedichtnis-B-Zellen aufweisen, die insbesondere durch eine Verminderung
der CD19°CD27'1gM"IgD" (cB2) B-Zell-Subpopulation bedingt ist.

Hingegen zeigten erste Untersuchungen von Patienten mit SS und sekundérem B-
Zell-Lymphom eine markante Vermehrung der peripheren CD19°CD27" B-Zell-Fraktion
gegeniiber gesunden Kontrollen und, ausgeprégter, gegeniiber Patienten mit SS ohne
Lymphom. Ob einer Verlaufskontrolle peripherer CD19°CD27" B-Zellen bei Sjégren-
Patienten mit erh6htem Lymphomrisiko eine diagnostische Bedeutung zukommen konnte,
bleibt weiter zu kléren.

Im Gegensatz zur Verminderung der peripheren CD27 Gedichtnis-B-Zellen, wiesen
immunhistologische Untersuchungen auf eine Akkumulation dieser Zellen im Gewebe-
infiltrat der Patienten mit SS hin. Eine vergleichende Analyse der IgVy-Rearrangements
individueller B-Zellen des Blutes und des Driiseninfiltrates zeigte auch auf DNA-Ebene,
daB3 es sich bei den infiltrierenden B-Zellen iiberwiegend um (polyklonale) Gedéchtnis-B-
Zellen mit (z.T. hoch)mutierten IgVy-Rearrangements handelt.

Damit lag die Vermutung nahe, da3 eine Abwanderung von Gedéchtnis-B-Zellen in
das entziindete Gewebe zu einer Verminderung dieser B-Zell-Population im peripheren
Blut der Patienten mit SS fiihrt. Durch die Detektion klonal verwandter individueller B-
Zellen in Blut und Parotisinfiltrat einer Patientin mit SS gelang der direkte Nachweis einer
Beziehung der beiden B-Zell-Kompartimente (Blut / Driiseninfiltrat).

Chemokin-Chemokinrezeptor-Wechselwirkungen beeinflussen das lymphozytire
Wanderungsverhalten unter physiologischen wie auch unter pathologischen Bedingungen,
wie z.B. in Entziindungsprozessen, entscheidend. Um zu priifen, ob sich die oben genannte
Verschiebung B-zelluldrer Subpopulationen von Patienten mit SS in einem differentiellen
Muster ihrer Chemokinrezeptorexpression oder einem verdnderten Migrationsverhalten der
B-Zellen widerspiegelt, wurden weiterfithrende durchfluzytometrische, molekulare und
funktionelle Analysen durchgefiihrt.

Es konnte gezeigt werden, dal3 Patienten mit SS gegeniiber gesunden Kontrollen
ein differentielles Expressionsmuster B-zelluldrer Chemokinrezeptoren und des Regulators
der Chemokinrezeptor-vermittelten intrazelluldren Signalgebung, RGS13, aufweisen.
Insbesondere fanden sich Hinweise, da3 beim SS die CXCR4/CXCRS5-koexprimierenden
CD19'CD27" Gedichtnis-B-Zellen, nicht aber die CXCR4/CXCRS5-koexprimierenden
CD19'CD27 naiven B-Zellen, im peripheren Blut reduziert sind und im Driiseninfiltrat
akkumulieren. Spiegelbildlich wiesen die im peripheren Blut der Patienten verbliebenen,

zirkulierenden CD19°CD27" Gedichtnis-B-Zellen in in-vitro-Transmigrationsassays eine
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Zusammenfassung

verminderte migratorische Kapazitit gegeniiber den korrespondierenden Liganden der
Rezeptoren CXCR4 und CXCRS5, CXCL12 und CXCL13, auf.

Weitere Hinweise auf Storungen der im peripheren Blut der Patienten mit SS
verbliebenen bzw. (re-)zirkulierenden Gedichtnis-B-Zell-Fraktion lieBen sich durch eine
detaillierte Analyse der IgVy-Rearrangements individueller B-Zellen auf mRNA-Ebene
nachweisen. Hierfiir wurden periphere CD19°CD27 und CD19'CD27" Einzel-B-Zellen
von gesunden Normalpersonen und Patienten mit SS durchfluBzytometrisch sortiert und
anschlieBend auf die Expression der IgVy-mRNA-Transkripte der Isotypen IgM (cp), IgG
(cy) und IgA (ca) untersucht.

Gegentiber den gesunden Kontrollpersonen fanden sich hierbei fiir Patienten mit SS:
1) ein vom Ig-Isotyp unabhéngiges Mutationsverhalten mit untypisch hoch mutierten cp-
Transkripten der IgVy-Rearrangements CD27" Gedichtnis-B-Zellen 2.) eine Population
CD27 ,,Gedichtnis-B-Zell-dhnlicher* B-Zellen mit mutierten cp-Transkripten, und 3.)
periphere (ex-vivo-sortierte) individuelle Geddchtnis-B-Zellen, die gleichzeitig IgVp-
mRNA-Transkripte aller drei der untersuchten Isotypen (IgM, IgG, IgA) enthielten.

Zusammenfassend konnen die Befunde vorliegender Arbeit damit insbesondere im

Sinne einer Storung der B-Zell-Homdostase im Rahmen des SS gewertet werden. Als
diesbeziiglich wesentliche Befunde sind zu nennen: e die priferentielle polyklonale
Abwanderung von (CXCR4'CXCR5")CD19°CD27" Gedichtnis-B-Zellen in das entziindete
Gewebe, o die (Re-)Zirkulation von B-Zellen, die Hinweise fiir Reifungsstdrungen zeigen,
wie CD19°'CD27",,Geddchtnis-B-Zell-dhnliche® Zellen und B-Zellen mit Retention von Ig-
mRNA verschiedener Schwerketten-Isotypen, sowie e die resultierende charakteristische
Dominanz CD27~ und Reduktion CD27" B-Zellen im peripheren Blut der Patienten.

Mit den CD19"CD27 IgMIgD" Gedichtnis-B-Zellen und den CD19"CD27 (IgM")
,Gedichtnis-B-Zell-dhnlichen* Zellen wurden zwei Subpopulationen identifiziert, die
insbesondere in diese Storung involviert zu sein scheinen. Es bleibt zu kliren, ob und, wenn
ja, welche Bezichung diese Zellen z.B. zu den CD19°CD271gM 'IgD""~ Marginalzonen-B-
Zellen der ektopen lymphatischen Strukturen besitzen, die mehrheitlich den Ausgangspunkt
des malignen B-Zell-Lymphoms der Patienten mit SS bilden. Die weitere Charakterisierung
der B-zelluldren Subpopulationen konnte damit moglicherweise helfen, Ansatzpunkte fiir

differenziertere B-Zell-gerichtete Therapien fiir Patienten mit SS zu entwickeln.

122



Abkiirzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ANA
BAFF
B-CLL
CCL
CCR
CD
CXCL
CXCR
DNA
FACS
FSC
uCDR3
Ig

IgH
IgVu
IgVL
kDa
LESA
MALT
mRNA
PCR

RGS
RT-PCR
SLE

SS

SS-A
SS-B
SSC

antinukledre Antikorper

B-Zell aktivierender Faktor

B-chronic lymphocytic leukemia

Chemokin (Ligand) mit einem CC-Motiv
Rezeptor fiir ein Chemokin mit einem CC-Motiv
cluster of differentiation

Chemokin (Ligand) mit einem CXC-Motiv
Rezeptor fiir ein Chemokin mit einem CXC-Motiv
desoxyribonucleic acid

fluorescence-activated cell sorting

forward scatter

heavy chain complementarity determining region 3
Immunglobulin

immunoglobulin heavy chain

variable region of immunoglobulin heavy chain
variable region of immunoglobulin light chain
kiloDalton

lymphoepitheliale Sialadenitis
mucosa-associated lymphoid tissue

messenger ribonucleic acid

polymerase chain reaction

Rheumatoide Arthritis

regulator of G-protein signaling

reverse transcriptase-polymerase chain reaction
Systemischer Lupus Erythematodes
Sjogren-Syndrom

Sjogren-Syndrom Antigen A

Sjogren-Syndrom Antigen B

side scatter
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