1 Einleitung

1.1 Immunsystem

Das Immunsystem des Menschen hat die Aufgabe, den Organismusrperfkemden Stoffen zu
schitzen. Wenn Krankheitserreger wie Viren, Bakterien, Pilze und Parasitéuf@earen Barrie-

ren wie die Haut durchbrechen und in dearlder gelangen, werden sie vom Immunsysterar-

pruft. Werden sie alsfremd" erkannt, greift die unspezifische (angeborene) Abwehr an. Reicht
diese nicht aus, wird sie durch die spezifische (erworbene) Immunantwort ttae[$t. Sind

beide Systeme zu langsam oder nicht ausreichend, kommt es zum Ausbruch von Krankheiten, die
im weiteren Verlauf durch das Immunsystem kontrolliert werden. Das spezifische Immunsystem
erwirbt nach dem ersten Kontakt mit einem Antigen eine &edchtnis”, so dass nachfolgen-

de Reaktionen mit demselben Antigen schneller und aucharktstblaufen. Immunreaktionen
unterliegen einer Kontrolle, damit sie sich nur gegéemde” und nicht gegendtpereigene
Strukturen richten. Die Wahrung einer Toleranz gegen den eigebgueKist ein weiteres ent-
scheidendes Merkmal.

Im Immunsystem wirken unterschiedliche Organe, Zelltypen stidhe Proteine zusammen,

um den Schutzifr den Organismus zu géhrleisten. Zu den priaren oder zentralen Lymphor-
ganen gebiren das Knochenmark und der Thymus, in denen Zellen des Immunsystems gebildet
werden und reifen. Zu den sekuirén oder peripheren Lymphorganen @em Lymphknoten,

Milz, Tonsillen, Appendix sowie die Peyerschen Plaques amridarm, in denen die Zellen in-
teragieren und aktiviert werden. Bei der unspezifischen Abwehr besteht die humorale Seite aus
Zytokinen, Enzymen, Akute-Phase-Proteinen und dem Komplementsystemarzelitd die an-
geborene Immunantwort durch Granulozyten vermittelt, die ohne vorherigen Kontdkeauale*

Stoffe binden, diese aufnehmen und lysierénmen. Alle Zellen, die bei der angeborenen Im-
munitat eine Rolle spielen, sind auch an der spezifischen Immunantwort beteiligt. Die spezifische
oder adaptive Immurat wird durch Lymphozyten vermittelt. Zu den Lymphozyten @ein die

T- und B-Zellen. Die Antikbrper-produzierenden B-Zellen stellen das &ddnis des adaptiven
Immunsystems dar. Die Vaufer der Lymphozyten stammen aus dem Dottersack des heranwach-
senden Embryos, sie teilen sich und wandern in dlialé Leber. Von dort wandern einige Zellen

ins Knochenmark (B-Zelllinie) und andere in den Thymus (T-Zelllinie). Der Mensch besitzt mehr
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T- als B-Lymphozyten; im Blut befgt das Verhltnis etwa 5:1. Im adulten &tper entstehen
Lymphozyten aus dmatopoetischen Stammzellen und differenzieren in den zentralen lymphati-
schen Organen. Von dort wandern sie durch das Blut in die peripheren sekarigimphatischen
Gewebe, in denen die Aktivierung der Lymphozyten durch die Antigene erfolgt. Aus den Lymph-
knoten werden die aktivierten Lymphozyten mit der extrazatleh Flssigkeit (Lymphe)iber

die Lymphge#&Re und deductus thoracicusn die linke Vena subclaviaind so in den Blutstrom
zuriick geleitet. Im Blut zirkulierende Lymphozyten wandern durch dérpkr, bis sie erneut auf

ihr Antigen treffen (siehe Abl. 11.1).
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Abbildung 1.1:Darstellung zentraler und peripherer Lymphorgane. Der Weg der B-
Zellen ist in gelb, der der T-Zellen in @n dargestellt. Dieifr die Wanderung wichtigen Chemokine
und Chemokinrezeptoren sind in lila markiert. Lymphknoten (LnK), aktiviertes Endothel (engl.: high
endothelial venules, HEV). Abbildung von Melchers etlal. [2], dogkert.

1.2 Chemotaxis

Chemokine wirken auf Zellen, die Chemokinrezeptoren tragen und vermitteln eine Wanderung
(Migration) der Zellen in Richtung der Chemokine. Diese Wanderung der Zellen wird als Che-
motaxis bezeichnet. Es sind nicht alle Aufgaben des Signalsystems der Chemokine und Chemo-
kinrezeptoren gekrt, da es viel&lberschneidungen aufweist [2]. Ein Chemokin kann an mehrere
Rezeptoren binden und ein Rezeptor kann mehr als ein Chemokin binden; ein Zelltyp kann mehr
als einen Rezeptor tragen und verschiedene Chemokine produzieren.
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1.2.1 Chemokine

Chemokine getren zu den sekretierten Zytokinen. Sie sind kleiitggr Disulfidbiicken stabi-
lisierte Polypeptide mit einerdnge von 60-70 Amin@siren (s. Abb[ 1]2). Bis heute sind 50
Chemokine beim Menschen beschrieben [3, 4]. Chemokine wirlkerefrschiedene Zelltypen,

wie z. B. T- und B-Zellen, ndrliche Killerzellen, Basophile, Eosinophile, Neutrophile, Monozy-
ten und Makrophagen, die Chemokinrezeptoren tragen, chemotaktil. Sie vermitteln die Migration
von Lymphozyten (s. Abl. 1.1) in den zentralen Lymphorganen, von den zentralen zu den peri-
pheren Lymphorganen,afarend der humoralen Immunantwort, in und zwischen den sékend
Lymphorganen|[5,6,7/8]. Sie wirken aber auch bei normalen und pathophysiologischen Pro-
zessen, wie @Matopoetische Zellentwicklung, Wundheilung, Emdung, Infektionen, Allergie,
Autoimmunerkrankungen sowie der Entwicklung von Geweben (Angiogenese), Tumorwachstum
und Metastasierung|[9, 10].

Chemokine haben meist vier konservierte Cysteinreste (C1-C4), die zwei intramolekulare Di-
sulfidbriicken bilden (s. Abl. 1]2). Nach der Lage der beiden ersten Cysteinresten werden die
Chemokine in Subfamilien eingeteilt [11]. Es gibt die Gruppen CXC- (@dgrCC- (oderf-),

C- und CX3C-Chemokine.

NH2=— C(1) NHZ—C“ ] C[Q]

C(3]

C-Chemokine CC-Chemokine

cytoplasmatische

Chemokin Doméne

C(4) Domane XYY

C(A] _\"'\""—ﬂ— COOH

]
NH2— C(1) X C(2) NH2—C(1) XXXC[2) Mucm ahnllche
gﬁ (|3(3] ) : é(3) J Domane

ELR-Motiv

CXC-Chemokine CX3C-Chemokine

Abbildung 1.2:Schematische Darstellung der vier Chemokin-SubfamilienEinteilung
nach der Lage der Cysteinreste (C1-C4).

Bei der CXC-Subfamilie ist eine Aminasire zwischen den ersten zwei Cysteinresten lokalisiert.
Diese Subfamilie umfasst beim Menschen 16 verschiedene Chemokine. Sie werden weiter un-
terteilt durch das Auftreten des ELR (Glu-Leu-Arg) Sequenzmotivs nahe des ersten Cysteinrests
(s. Abb[1.2). Die ELR Chemokine beeinflussen Neutrophilealwend ELR Chemokine auf
Lymphozyten wirken. Sie haben aber auch Einfluss auf die Expression vdsidismoleldlen,
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Zell-Matrix-Interaktionen, die Reorganisation des Zytoskeletibngnd einer Entmmdungsreak-

tion [12]. Die meisten ELR CXC-Chemokine unterétzen, vahrend die ELR Neovaskulation
hemmen|[18, 14]. Eine Ausnahme bildet CXCL12, das als ElgRsitiv auf die Angiogenese
wirkt [15]. Zur grof3en Gruppe der CC-Chemokine, bei der die beiden konservierten Cysteinre-
ste durch keine weitere Aminasre getrennt sind, géhren 25 Chemokine [11]. Ziel-Zellen der
CC-Chemokine sind fast alle Leukozyten-Subpopulationeh [16]. Zu der C-Subfamilieegeh
beim Menschen zwei Chemokine. Beide wirken auf Lymphozyten unirlickte Killerzellen.

Die CX3C-Subfamilie besteht aus nur einem Vertreter (s. Tapelle 1.1). CX3CL1 wird auf zyto-
kinaktivierten Endothelzellen, aber von keinen peripheren Blut-Leukozyten expremiert [17].

Tabelle 1.1 Ausgewahlte Chemokine der Subfamilien und ihre Funktion

Systematischer Name Weitere Namen Funktion
C Chemokine
XCL1 Lymphotactin Homing
XCL2 SCM-13 Homing
CC Chemokine
CCL3 MIP-1x/LD78x Entzindung
CCL4 MIP-13 Entzindung
CCL5 RANTES Entéindung
CCL19 MIP-33/ELC/exodus-3 Homing
CCL20 MIP-3x/LARC/exodus-1 Entizndung
CCL21 6Ckine/SLC/exodus-2 Homing
CCL25 TECK Homing
CXC Chemokine
CXCL8 IL-8 Entzindung, Angiogenese
CXCL9 MIG Entzindung
CXCL10 IP-10 Entidndung
CXCL11 I-TAC EntZindung
CXCL12 SDF1 Homing, Angiogenese
CXCL13 BLC/BCA-1 Homing
CX3C Chemokine
CX3CL1 Fractalkin Entédndung

Systematische Nomenklatur nach Zlotnik etal|[11]

Neben der Einteilung nach den konservierten Cysteinresiendn die Chemokine nach ihrer
Funktion in zwei Gruppen unterteilt werden (s. auch Taljellé¢ 1.1)Uedtiche (induzierbare)
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bzw. konstitutive, lymphatischenéming Chemokine [[3, 18]. Untehomingversteht man das
Einnisten von Zellen in bestimmten Gewebe, wie z. B. von B-Zellen in lymphatischen Organen.
Die Chemokine, die die Wanderung von Zellen unter physiologischen Bedingungétonmialg
steuern, beeinflussen vor allem Zellen, die zum erworbenen Immunsystémeg¢h9]. Diese
Chemokine werden konstitutiv in bestimmten Regionen von lymphoiden und nicht-lymphoiden
Geweben expremiert (s. Tabglle[1.1). Die induzierbaren Chemokine werden von vielen verschie-
denen Gewebezellen und einwandernden Leukozyten nach einer Stimulation mit proinflamato-
rischen Zytokinen und Pathogenen produziert. Die Hauptaufgabe dieser Chemokine ist die Re-
krutierung von Effektorzellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems. Chemokine wie
z.B. CXCL8, CCL3, CCL5 und CCL20 unteigzen die Entandung. Chemokine wie CXCL9

und CXCL10 wirken dagegen hemmend|[20].

1.2.2 Chemokinrezeptoren

Chemokinrezeptoren werden auf einer grof3en Zahl verschiedener Zelltypen expremiert. Es sind
18 Chemokinrezeptoren beim Menschen beschrigben [3, 4,21, 22]. Chemokinrezeptoren sind G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren, die mit sieben Transmembitdalices die Zellmembran durch-
spannen und zur Rhodopsin-Superfamilied@en. Sie haben einen aul3erhalb der Zelle gelege-
nen N-Terminus, drei extrazellwle Don&anen, drei intrazelld@re Schlaufen und einen im Zy-
toplasma gelegenen C-Terminus, der Serin- und Threonin-Phosphorylierungsstelén Bigh
Signale werderiiber Pertussis Toxin sensitiveesheterotrimere G-Proteine vermittelt, zur Bil-

dung eines kurzlebigen intrazelfuen Signals. Die Signaltransduktidithft zur Aktivierung der
Protein-Kinase C und der Mitogen-aktivierten Protein-Kinase. Einige Chemokinrezeptoren, wie
z.B. CXCR4, lbnnen durch Aktivierung der Protein-Kinase B zur Erzeugamgér anhaltender
Signale tihren. Die Aktivierung der Proteinkinase hat letztlich eine auf die Chemokine gerichtete
Chemotaxis der Zielzelle zur Folge. Die Chemokinrezeptoren binden ihre jeweiligen Liganden
mit hoher Affinitat, mit Dissoziations-Konstanten im nanomolaren Bereich. Uibgedich fur
Mitglieder der sieben Transmembran-Rezeptor-Superfamilie ist, dass nahezu alle Chemokinre-
zeptoren mehrere Chemokine als Liganden mit hoher Adfirbinden Knnen. So bindet z. B.
CCRS5 sowohl CCL3, CCL4 als auch CCL5 (s. Tabgllg 1.2), diesglitht eine komplexe Re-
gulation.

Die Chemokinrezeptoren werden in Familien eingeteilt, die nach den Chemokin-Subfamilien be-
nannt sind, die sie binden. Zu den C-Chemokinrezeptoreidrgein Rezeptor (XCR1), zu den
CC-Chemokinrezeptoren géten elf (CCR1-CCR10), zu den CXC-Chemokinrezeptoren sechs
(CXCR1-CXCR®6). Der einzige Vertreter der CX3C-Chemokinrezeptor-Familie ist CX3CR1 [23].

In der Literatur ist die Expression der Chemokinrezeptoren CXCR3, CXCR4, CXCR5, CCRS5,
CCR6, CCR7 und CCR9 auf B-Zellen beschriebien [3, 24].
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Tabelle 1.2Chemokinrezeptoren der Subfamilien und ihre Liganden

Systematischer Name bindendes Chemokin

C Rezeptoren

XCR1 XCL1, XCL2
CC Rezeptoren
CCR1 CCL3, CCL5, CCL7, CCL14, CCL15, CCL16, CCL23
CCR2 CCL2, CCL7,CCL13
CCR3 CCL5, CCL7, CCLS8, CCL11, CCL13, CCL15, CCL24, CCL26
CCR4 CCL17,CCL22
CCR5 CCL3, CCL4, CCL5
CCR6 CCL20
CCR7 CCL19, CCL21
CCRS8 CCL1
CCR9 CCL25
CCR10 CCL27
CXC Rezeptoren
CXCR1 CXCL1, CXCL6, CXCL8
CXCR2 CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7,CXCL8
CXCR3 CXCL9, CXCL10, CXCL11
CXCR4 CXCL12
CXCR5 CXCL13
CX3C Rezeptor
CX3CR1 CX3CL1

Nomenklatur nach Zlotnik et al. [11].
1.3 Entwicklung und Funktion von B-Zellen

B-Lymphozyten sind bei der spezifischen Immunantwort durch die Produktion vontioikn
wichtig und stellen das Gagdhtnis des Immunsystems dar. Der Organismus kommt mit einer
Vielzahl von Pathogenen in Kontakt, gegen die spezifische Argiéer gebildet werden. Jede B-
Zelle expremiert nur Anti&@rper einer Spezifit. Die Entwicklung der B-Zellen kann in zwei
Abschnitte eingeteilt werden, in den Antigen-unabgigen und den Antigen-aéhgigen Tell,

bis die B-Zellen zur reifen Plasmazelle (Effektorzelle) ausdifferenzieren und grosse Mengen an
Antikorper sezernieren (s. Ab. 11.3). Naive und &attnis-B-Zellen sowie Plasmazellen lassen
sich durch die Expression verschiedener Obehfenmarker, z. B. CD19, CD20, CD27 und CD38
(engl.: cluster of differentiation, CD) unterscheiden.
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Abbildung 1.3:B-Zell Entwicklung. Expression der Obe#thenmarker auf den B-Zellen der
verschiedenen Differenzierungs-Stadien. Krzysiek et al. [25]atdert. Ag, Antigen.

Der B-Zell-Rezeptor (engl.: B cell receptor, BCR) ist der wichtigste Oaeninmarkeriir die
Funktion der B-Zellen. Er géirt zu den Immunglobulinen (lg) und ist die Membran-gebundene
Form des Antikrpers, den die zu Plasmazellen ausdifferenzierten B-Zellen sezernieren. Der
BCR ist ein Heterodimer und besteht aus zwei schweren (engl.: heavy, H) und zwei leichten
(engl.: light, L) Polypeptidketten, digber Disulfidbticken verbunden sind (s. Ab. [L.4). Ami-
noterminal enthalten beide Ketten variable Ami@aensequenzen (V-Region), die die Antigen-
Bindungsstelle bilden. Carboxyterminal von H- und L-Ketten ist die konstante Region. Diese
Region besitzt bei den H-Ketten Effektorfunktion wie die Komplementfixierung. Nach der kon-
stanten Region der H-Kette werden die Aftiger in Klassen eingeteilt (IgM, 1gG, IgA, 1gD und
IgE). Die konstante Region ist bei einem Isotyp immer gleich, uaagly von der Spezifit des
Antikorpers. Bei der L-Kette besteht diese Region entweder aus ainederA-Isotyp.

1.3.1 Antigen-unabh &angige Entwicklung von B-Zellen

In der Antigen-unab@ingigen Entwicklung werden die in begrenzter Zahl vorhandenen Keim-
bahngeneiir den BCR kombiniert und durch Mutationen weiter variiert, um die Divatsles
Antikorper Repertoires zu ebhen. Im Knochenmark entstehen aéastatopoetischen Stammzel-

len friihe pro-B-Zellen (s. Abl. 1].3), sie tragen unter anderem CD19 als @tegfimarker [26]

und den Chemokinrezeptor CXCR4 [25] (s. Abschhit 1.2). In diesem Stadium sind die Gene
fur den BCR noch in der Keimbahn Konfiguration (s. Abb] 1.4, oberste Reihe). Die @ene f
die variable Region der H-Kette des BCR bestehen aus drei Genabschnitten V, D, und J (von
engl.: variability, diversity, joining). Von jedem der Genabschnitte gibt es mehrere Varianten, die
sich in ihrer Nukleotidsequenz unterscheiden. Die Ainger-Vielfalt wird durch die zullige
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Verknipfung unterschiedlicher Genabschnitte erzeugt. Dialkgé Verkriipfung der Kopien der
VDJ-Segmente wird als Rearrangierung bezeichnet. Die zwischen derupéiemm Gensegmen-

ten liegenden Bereiche werden dabei deletiert (s. Abb. 1.4, zweite Reihe). Gleichzeitig wird die
Rearrangierungsmaschirigr die leichte Kette eingeschaltet [27].
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Abbildung 1.4:Schema der V-Gen Rearrangierung und Prozessierung einer schweren
Antik orper-Kette. Die Genumordnungeriif die schwere Kette sind dargestellt. Im ersten Schritt
wird ein D mit einem J Gensegment verbunden, bevor ein V-Segment dazu kommt. Die dazwi-
schen liegenden DNA Bereiche werden herausgeschnitten. Die fatdierung erfolgt auf Ebene

der RNA. Abbildung aus Janeway [28], @edert.

Da die DNA-Rearrangierung und die Kombinationen der H- und L-Kettalkgé und ungerich-

tete Prozesse sindpknen dabei auch autoreaktive Formen der Lymphozyten entstehen. Noch im
Knochenmark werden die BCR auf Autoreaktatifiberpiift und die Zellen negativ selektioniert.

Bei der negativen Selektion werden B-Zell Klone mit einer Spézifjegen ubiquitre, multiva-

lente Liganden durch Apoptose eliminiert oder funktionell inaktiviert. Die unreife B-Zelle kann
ihren autoreaktiven Rezeptor durch einen neuen Rezeptor ersetzen, um dem Apoptose-Signal zu

entkommen|[[29, 30].
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1.3.2 Antigen-abh &ngige Differenzierung von B-Zellen

Nur ein kleiner Teil der im Knochenmark produzierten B-Zeliderlebt die Selektionierungen.
Die Zellen verlassen das Knochenmark als naive B-Z€llen [8]. Die naiven B-Zellen zirkulieren in
der Blutbahn und der Lymphe (s. ApbJL.1 1.3))r Bie Wanderung in der Peripherie ist das
Zusammenspiel von Adtsionsmolellen und Chemokinen wichtig. Naive B-Zellen sind positiv
fur die Chemokinrezeptoren CCR6, CXCR4|[25] und CCR7, CXCR5 [31]. Alle zirkulierenden
reifen B-Lymphozyten tragen CXCR5 [32,/33, 34} 35]. Werden sie durch ihr Antigen aktiviert,
wird z. B. CCR7 hochreguliert [31] und sie wandern in die selkwad Lymphorgane ein. CCR7

ist wichtig, damit die B-Lymphozyten aus dem Bliityer das aktivierte Endothel (HEV) in die
sekuné@ren Lymphorgane gelangen. In den sekared Lymphorganen sind B-Zell-Follikel und
extrafollikulare T-Zell-Regionen lokalisiert [36]. Die Positionierung der T- und B-Zellen in den
Primarfollikel erfolgt durch die Chemokine CXCL13, CCL19 und CCL21, die unter anderen von
Stromazellen produziert werden [8)37), 38]. Eine wichtige Rolle spielt dabei der Chemokinrezep-
tor CXCRS5 und dessen Ligand CXCL13[39/40,41,42].

Die Keimzentrumsreaktion beginnt, wenn naive B-Zellen durch die spezifische Bindung ihres
Antigens an den BCR aktiviert werden und kostimulatorische Signale von T-Helferzellen erhal-
ten [43/44,45]. Es kommt zu somatischen Hypermutationen in den V-Genen der B-Zellen. In die-
sem Prozess werden meist einzelne Nukleotide substitlitiert [46], wogegen Insertion und Deletion
von Nukleotiden selten sind [47,48]. Es kommt durchschnittlich zo®1Qukleotidaustausch-
vorgangen pro Basenpaar und Generatjon|[48, 50, 51]. Somatische Mutationen finden normaler-
weise nicht in den Genen der konstanten Region des BCR|statt [52]. Obwohl alle Nukleotide in
den V-Genen mutierbar sind, werden Mutationen in den Antigenbindungsstellen (engl.: comple-
mentarity determining region, CDR#abfiger gefunden als in den umgebenen Bereichen.

Die grol3e Fraktion der B-Zellen, die durch die Mutationen eine niedrige Bindung zum Antigen
erlangt oder es nicht mehr binden kann, wird apoptotisch. B-Zellen, die durch somatische Mu-
tationen eine bhere Affiniit zum Antigen erzielen, werden positiv selektioniért [53]. Diesen
Vorgang bezeichnet man als Affiatsreifung [54]. lar das Weiterleben der B-Zellen und ihre
Differenzierung ist sowohl die antigenspezifische Interaktion als auch eine kostimulatorische In-
teraktion zwischen Zellobe#&thenmoleldlen von T- und B-Zellen wichtig. Diedihrt zur Diffe-
renzierung der B-Zellen zu Gadhtniszellen [55, 56, 57]. In diesem Stadium der B-Zelle kommt
es zum Isotypenwechsel. Die Gagihtnis B-Zellen sind z@gzlich zu CD19 und CD20 positiv

fur CD27 [58] 59]. Die Chemokinrezeptoren CCR7, CXCR4, CXCR5 werden expremiert [34],
CCR6 wird hoch regulier{ [25] (s. Abb. 1.3). Auf3er den zélheh Interaktionen von T- und B-
Zellen spielen auctokliche Proteine wie CD23, InterleukineXIL-1 ) und IL-10, TNF« oder
Lymphotoxin«, aber auch B-Zell-Aktivierungsfaktoren wie BAFF (engl.: B cell activating factor
belonging to the TNF family) in der Ausdifferenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen eine Rol-
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le [60,61,62, 683, 64]. Ausdifferenzierte Plasmazellen expremieren auf der &iber{CD38. Der
Oberflachenmarker CD27 wird hoch expremiert (s. Abb| 1.3) [65]. Der Chalr@nmarker CD20

geht verloren. Br den Chemokinrezeptor CCR6 sind sie negativ uid@XCR4-positiv [25].

Die Rezeptoren CXCR5 und CCR7 werden bei der Ausdifferenzierung zu Plasmazellen runter
reguliert [66]. Langlebige, Antirper sezernierende Plasmazellen wandern wieder ins Knochen-
mark [67]68].

1.4 Autoimmunerkrankungen

Durch das Versagen der Mechanismen der Selbsttoleranz des ImmunsyStgras Rutoimmu-
nerkrankungen entstehen. Da Autoimmunerkrankungeaugeim Familien auftreten, ist eine ge-
netische Padisposition vorhandeh [69]. An &isen konnte gezeigt werden, dass wenn es zu Mu-
tationen in dem Transkriptionsregulator AIRE kommt, diademtation von Gewebe-spezifischen
Antigenen im Thymus beeiréchtigt ist [70]. Im AIRE-Mausmodel wird dieser Vorgang durch
die unvollstindige Elimination aller autoreaktiven T-Zellen éunitl|[71]. Auch beim Menschen
kommt es infolge mangelnder zentraler Toleranzinduktion zu einer Reihe von Autoimmunerkran-
kungen|[[72]. Normalerweise werden im Organismus autoreaktive T-Zelléiztigd durch eine
klonale Deletion nach Antigenerkennung [[73] oder durch suppremierende Zytokine von regula-
torischen T-Zellen [74, 75] und Anergie [76] kontrolliert.

Autoimmunerkrankungendanten aber auch ihren Ursprung in Kreuzreaktion haben. Dies be-
deutet, dass Antilrper oder T-Zellrezeptor, die urgprglich pathogene Strukturen erkannt ha-
ben, krpereigene odeahnliche Struktur-Motive erkennen und spezifische Immunreaktionen
ausbsen. Zu den Autoimmunerkrankungen gedn u.a. Multiple Sklerose, Diabetes mellitus
Typ |, Hashimoto-Thyreoiditis, rheumatoide Arthritis und systemischer Lupus erythematodes.
Beim Diabetes und Hashimoto-Thyreoiditis gibt es einen direkten Einfluss der Autigo@ik

Sie sind beim Diabetes Typ | gegen die Insulin produzierenden Inselzellen und beim Hashimoto-
Thyreoiditis gegen Thyroglobulin und Schildgen-Peroxidase gerichtet, wodurch die betroffe-
nen Gewebe ihre Funktion nicht mehrig@hén kdonnen|[77]. Beim systemischen Lupus erythema-
todes (SLE) bilden sich reaktive Autoariiifper gegen zytoplasmatische und nék&Antigene.

Die entstehenden Antigen-Antikper-Komplexe lagern sich in zahlreichen Organen ab und rufen
dort EntZindungsreaktionen hervor [78].
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1.5 Rheumatoide Arthritis

Die chronische Polyarthritis oder rheumatoide Arthritis (RA) ist mit einévRienz von etwa

2 % die haufigste der entmdlichen Gelenkserkrankungen. Die Erkrankurdgsigkeit ist bei
Frauen ungefhr drei bis vier mal bher als bei Minnern, der Altersgipfel liegt im vierten Le-
bensjahrzehnt [79]. Die RA wird zu den Autoimmunerkrankungeragkzdurch das Auftreten
von Autoantilorpern [80, 81, 82]. Neben Umweltfaktoren (Nahrung, Medikamente, Toxine aber
auch Infektionen) werden aufgrund deguffigeren Auftretens bei Frauen auch endokrine (hor-
monelle) Faktoren diskutiert.

1.5.1 Gelenkaufbau

Das Gelenk wird durch eine Gelenkkapsel allseitig umschlossen, die ausaai®deren Faser-
schicht und einer spezialisierten Innenschicht (Synovialmembran) bestehfuRere Faser-
schicht wird an beanspruchten Stellen duré@m@er versirkt. Die ge&l3reiche Synovialmembran
(s. Abb[1.5) besteht in gesunden Gelenken aus nur ein bis drei Zelllagen, inréCteisit durch
Ausstilpungen in den Gelenkspalt veéfert. Sie besteht vor allem aus Bindegewebe und weni-
gen Makrophagen. Die Synoviozyten produzieren Synousssigkeit, die sie in den Gelenksspalt
sezernieren. Diesdilit den kapil&ren Spalt der Gelenkhle aus und dient als Gleitmittél [83].

Faserschicht
Muskel Knorpel

Synovial-

Gelenk- membran

kapsel Gelenkspalt
mit Synovial-
flussigkeit

Abbildung 1.5:Anatomie des GelenksAufbau in vereinfachter Form [78].
Es sind prinzipiell alle Gelenke von der chronischen Entilung der RA betroffen [78, 79]. Im

fruhen Stadium sind typischerweise die kleinen und mittleren Gelenke, wie Fingergrund- und
-mittelgelenke betroffen, gper auch grol3e Gelenke. Die Himizlungen &nnen sich aber auch
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auf gelenknahe Gewebe wie Bindegewebe, Sehnen und Muskeln und sehr selten auch auf Nerven
und innere Organe wie Herz, Blutgd¥e, Lunge, Lymphknoten und Augen auswirken.

Die Verteilung auf die Gelenke und der Verlauf unterscheiden sich deutlich von der Osteoarthrose
(OA). OA fuihrt zu degenerativen, prim nicht entiandlichen Veanderungen der Knorpel- und
Knochenstruktur von Gelenken mit erheblichen Funktionsbehinderungen. Sie betrifft vor allem
die gewichtstragenden Gelenke der unteren Extéemt (Hift-, Knie-, und Grol3zehengrundge-
lenk), selten die Ellenbogen-, Schulter-, Hand- und Fingergelenke [78]. Die Krankheitsursache
der OA wird als altersbedingter Verschleil3 verstanden.

1.5.2 Krankheitsverlauf

Die Krankheitsursache der RA ist weitgehend ungekDie in Scliben verlaufende RA beginnt
in der Regel schleichend. Das Erscheinungsbild kann im Einzelfall stark variieren.

Im Zentrum der Pathologie der RA steht die chronischi@miiete Synovialmembran (s. Apb.]1.5).

Es kbnnen drei pathophysiologische Hauptmechanismen unterschieden werdémdenig, mo-
dulierte Immunantwort und synoviale Hyperplasie|[84]. Diese Mechanismen greifen eng inein-
ander und beeinflussen sich gegenseitig duishdhe Mediatoren wie Zytokine und Chemokine,
aber auch durch direkte Zell-Zell-Kontakte. In einem Brkihgsmodel [83]dst eine unbekann-

te Noxe (evtl. Bakterien, Viren, Kreuzreaktigtf moglicherweise eine Permealkilissbrung oder
mechanische Zellsédigung) eine Entmdungsreaktion in der Synovialmembran aus. Durch die-
se Startreaktion kommt es zur Antigenfreisetzung, die das humorale unéeehldwehrsystem
aktiviert. Unter der Beteiligung von Komplementfaktoren bilden sich Immunkomplexe, die von
Granulozyten und Zellen der Synovialmembran phagozytiert werden. Dabei kommt es zur Frei-
setzung von lysosomalen Enzymen und Zytokinen, wie IL-1, IL-6 und BNBei Patienten mit
aktiver RA sind sowohl die Serums- als auch die Synovial-Konzentrationen der ZytokinexTNF-
und IL-1 ertoht, in der Synovialfissigkeit kbnnen sie nachgewiesen werden [85]. TiBtimu-

liert die Bildung von Prostaglandinen und untéitrdamit den Entzndungsprozess.

Die synoviale Hyperplasie ist charakteristis¢in flie Erkrankung und wirdifr die Deformation

der Gelenke mitverantwortlich gemacht [86]. Unter dem Einfluss dediBdtmgsprozesses und

die Einwanderung der Zellen beginnt die Synovialmembran zu wucherralAgifind typisch ist

die Verdickung der so genannten Deckzellschicht, der zum Gelenkspalt orientierten Schicht der
Synovialmembran, auf bis zu 10 Schichten (s. Abb. 1.6). In dem chronischneieten Synovi-
algewebe sind einerseits eingewanderte Immunzellen, wie T-Zellen, B-Zellen, Plasmazellen, Ma-
krophagen, dendritische Zellen, Neutrophile, Granulozyten und Mastzellen, andererseits Gewebe-
typische nicht-immunologische Zellen wie synoviale Fibroblasten, Chondrozyten, Osteroblasten
und Osteoklasten miteinander vergesellschaftet. Einige dieser Zellen weisen auf eine Aktivierung
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verdickte Synovialmembran Pannusgewebe  versteiftes Gelenk
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Abbildung 1.6:Veranderungen am Gelenk bei rheumatoider Arthritis. Durch das Ein-
wandern von mononuklearen Zellen verdickt sich die Synovialmembran. Es entsteht, Pannusgewebe
das zur Zerstrung von Knorpel und Knocheiilfirt; das Gelenk versteift [78].

hin [87,88]. Den Grof3teil stellen synoviale Makrophagen dar|[89, 90, 91]. Auch in den tieferen
Schichten finden sich neben dem vorher lockerem Bindegewebe Infiltrate von moréeuokle
Zellen, in erster Linie T-Zellen, Makrophagen, B-Zellen und Plasmazellen [92]. Im weiteren Ver-
lauf wird das Synovialgewebe ebenso wie die Knorpeloaehn# mit Fibriniberzogen. Es bildet

sich ein zotterirmiges Granulationsgewebe, das man als Pannus bezeichnet (5. Abb. 1.6). An-
fangs ist dieses Gewebe hawguilich aus mononuk#en Zellen und Fibroblasten zusammenge-
setzt und produziert gro3e Mengen Matrixmetalloproteinasen, vor allem durch Zellen der Deck-
zellschicht[[93, 94]. Die lysosomalen Enzyme des Pannusterstie Knorpelschicht, so dass

in spateren Stadien die knorpelfreien Gelenkelemente miteinander verschmelzen (5. Abb. 1.6).
Es kommt zu fibbsen oder kiacherne Gelenksversteifungen. Weitere Folgen sind terdfe
Knochenzerstrung und Schrumpfung der Gelenkkapsel durch Narbenbildung.

1.5.3 Therapie der rheumatoiden Arthritis

Es steht bis heute keine kausale Therapie zur Behandlung der RA zughfed. Es kommen drei
Wirkstoffgruppen zum Einsatz, Nichtsteriodale Antirheumatika (NSAR), Opioide und Glucocor-
ticoide [95]. Im Vordergrund steht die Linderung der Schmerzen durch Opioide oder NSAR, die
gleichzeitig schmerzlindernd und eatldungshemmend wirken. Wie sich aus dem Krankheits-
verlauf zeigt, ist der andere Ansatzpunkt in der Therapie die Uritekdng der Entazndungsreak-

tion durch Glucocorticoide, um die BindegewebszZiaatg zu minimieren und die Funktion der
Gelenke zu erhalten. Sogenannte Basistherapeutika wie Methotrexat (Mhbknhzzu der Grup-

pe der langsam wirkenden Antirheumatika und haben eine komplexe Wirkungsweise| [79, 96].
Diese beinhaltet oft auch eine immunmodulierende bzw. immunsuppressive Komponente. Bei
der RA werden auch Wirkstoffe eingesetzt, die unter dem Beghiiblogicals* zusammenge-
fasst werden. Gemeint sind Antikper, Rezeptorfusionsproteine oder Rezeptorantagonisten zur
Blockade der Zytokine TNFee und IL-1, die in der Pathogenese der Erkrankung eine wichtige
Rolle spielen|[79]. Da Basistherapeutika uyiiologicals® nicht unmittelbar schmerzlindernd
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und entzindungshemmend wirken, sollten sie zumindest mit NSAR und/oder Glucocorticoiden
kombiniert werden.

1.5.4 B-Zellen in der rheumatoiden Arthritis

Befunde aus der eritndeten RA-Synovialis weisen auf eine Beteiligung von B-Lymphozyten
hin. Bislang konnten bei 10-30 % aller Biopsien grosse lymphatische Infiltrate gezeigt werden,
die in ihrer follikelahnlichen Organisationsform an Keimzentren in lymphatischen Organen erin-
nern [97]. Da diese Keimzentren nicht in den typischen lymphatischen Organen auftreten, werden
sie als ektope Keimzentren bezeichnet. Die B-Zellen in den ektopen Keimzentren weisen auf eine
klonale Expansion und Affingttsreifung durch somatische Hypermutationen |hin [98,99]. Weitere
Untersuchungen zu VDJ-Rearrangierungen der B-Zellen aus f@lénlRegionen zeigten eine
schrittweise Akkumulation von einzelnen somatischen Mutationémand der klonalen Expan-

sion im Synovialgewebe [100]. Dies weist auf eine Keimzentrumsreaktion hin, die sonst nur in
sekunéren lymphatischen Geweben zu finden ist und auf eine lokale Entwicklung von Plasma-
zellen [98].

Im Synovialgewebe sind viele der CD19-positiven B-Lymphozyten Plasmazellen mit Rheumafak-
tor (RF) Spezifiit [101]. Als RF werden spezifische Autoarittker gegen @érpereigenes IgG
bezeichnet [102]. B-Zellen mit einem RF spezifischen BEORren IgG-Antigen-Komplexe bin-

den und auf diesem Wege eine Vielzahl verschiedener Antigene internalisierén [103]. Es kommt
dadurch zu einer vei&tkten Antigen Risentation [104]. Prozessierung und Antigé&sentati-

on von Peptiden an T-Zellerbknten auf diese Weise zu T-Zell-Hilfe und weiterer Aktivierung
von (auto)antigenspezifischen B-Zelleihfen. B-Zellen, die positivifr RF sind, knnen bei
RA-Patienten aus verschiedenen Kompartimenten wie Blut, Knochenmark, Syrisgigkeit

und Synovialmembran isoliert werden [105, 106]. Nicht alle RA-Patienten sind RF-posiiiv, daf
konnen RF aber auch in geringen Mengen bei gesunden Personen gefunden werden [107].

Eine Reihe weiterer Autoanitkper mit teilweise deutlichdherer Spezifit fur die RA als RF

sind in den letzten Jahren charakterisiert worden: z. B. gegen Thyreoglobulin [108], HLA-DR
[109], Calpastin/ [110], antinukéee Antikorper und antineutrophile zytoplasmatische Aatper

[111], Calreticulin [112], Filaggrin[[113] und Endoplasmatisches Retikulum-Chaperon Prote-
in [114], um nur einige zu nennen. Durch die Produktion dieser und anderer Autgetilschei-

nen B-Zellen @ir die Aufrechterhaltung des Krankheitsgeschehens wichtig zu sein [115, 1it6]. F
diese Antigene &nnen neben den Autoandipern auch eine T-Zell Reaktiét nachgewiesen
werden. Da keines der Antigene eine gelenkspezifische Expression aufweist, ist ihr unmittelbarer
Beitrag zur Pathogenese der Gelenksdestruktion unklar. Da diese Antigéberdainaus intra-
zellular lokalisiert sind, bleibt die Frage offen, ob diese Adtigerin vivo tatsachlich zu ihren
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Antigenen vordringendnnen und welche Konsequenzen sich daraus ergebiedab ubiquire

Enzym Glucose-6-Phosphat-lsomerase [117, 118] konnte in einem Mausmodel gezeigt werden,
dass es in Form von Immunkomplexen auf der Knorpelobeht abgelagert wird und darber

den alternativen Aktivierungsweg der Komplementkaskade und weitere Mechanismen des ange-
borenen Immunsystems zur Gelenkpathologlat|[119]. Das Mausmodel ist aber nicht auf den
Menschenibertragbar [120, 121].

1.5.5 Chemokine in der rheumatoiden Arthritis

Es gibt viele Daten zu Chemokinen und Chemokinrezeptoren im Synovialgewebe, Synovial-
flussigkeit und im Blut bei RA-Patienten. Die meisten Untersuchungen beziehen sich aber auf
T-Zellen oder Makrophagen und Monozyten [122,123]124]. Chemokine und ihre Rezeptoren ha-
ben einen Einfluss auf Zellaktivierung, interzeditgd Adrasion, Angiogenese, Gewebezérang,

in der Rekrutierung und Positionierung der einwandernden Zellen sowie Prozesse der Synovi-
tis [20,80};125]. CXCL8, CXCL5, CXCL1, CXCL6 und CXCL12 untditten die Entandungs-
reaktion, vahrend CXCL4, CXCL9 und CXCL10 sie eher hemmen und der Angiogenese entge-
gen wirken [124, 126, 127]. In den efitzdeten Gelenken sind hohe Konzentrationen verschiede-
ner Chemokine nachweisbar [128,129,/130]. Synoviale Fibroblasten, Makrophagen und Monozy-
ten geldren zu den Chemokin-Produzenten in der Synovialmempran [16, 18]. Die Produktion der
Fibroblasten kann durch eine Stimulation mit IL-1 und TNFoch erldoht werden|[131]. Daher

wird vermutet, dass diese Zytokin-Chemokin-Wechselwirkungen am Beginn und im Verlauf der
Synovitis wichtig sind|[20].

Fur Chemokinrezeptoren konnte eine unterschiedliche Expression auf Lymphozyten in der RA
gezeigt werden. i CD4 positive Gedchtnis T-Zellen in der Synovialmembran konnten die Che-
mokinrezeptoren CXCR3, CXCR4, CXCR6 und CCR5 gezeigt werden [[121], 132, 133]. Wobei
CXCR3 und CCR5 vorherrschend auf T-Zellen in RA-Synovialgewebe uiidsifikeit expre-

miert werden|[134]. Dateriif B-Zellen liegen kaum vor [135].



