4 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die Akkumulation von B-Zellen in Synovialgeweben von RA-Patienten
analysiert. Die Lokalisation und Differenzierungs-Stadien der B-Zellen im Synovialgewebe und
der Anteil der Chemokinrezeptor tragenden B-Zellen im peripheren Blut von RA-Patienten wur-
den bestimmt. Die Anteile der Chemokinrezeptor tragenden B-Zellen wurden mit denen der ge-
sunden Kontrollen und zwei anderen Patientengruppen verglichen, um Aussagen zur Einwande-
rung der B-Zellen aus der Peripherie ins Gewebe, vermittelt durch Chemokine und Chemokinre-
zeptoren, zu treffen.

4.1 Lokalisation der B-Zellen im Synovialgewebe

Die Lokalisation der B-Zellen im chronisch efitmleten Synovialgewebe der RA-Patienten wur-
de untersucht, um Aussag@her die Verteilung und Proliferation der B-Zellen sowie benachbar-
ter Zellen im Synovialgewebe zu treffen.

Die untersuchten RA-Synovialgewebe decken alle &mizingsgrade (Einteilung nach Krenn
[139]) von null bis drei ab (s. Tabelle 4.1). Drei ist deidhste Grad und ist gekennzeichnet
durch eine deutlich verdickte Deckzellschicht, grofl3e lymphoide Aggregate und eine Zunahme der
Stromazellschicht. Die Bestimmung der Himdungsgrade wurde durch Dr. L. Morawietz vom
Institut fur Pathologie der Chaétvorgenommen und die Daten freundlicherweise zurigrhg
gestellt.

In den RA-Synovialgeweben wurden mit immunohistochemischen Methoden Zellen des Im-
munsystems wie B-Zellen (CD20), Plasmazellen (CD38), T-Zellen (CD4) und Makrophagen
(CD68), aber auch Fibroblasten und follikoé dendritische Zellen (FDC) angelbt. In allen
RA-Synovialgeweben waren im gesamten Gewebe verteilt liegende Makrophagen nachzuweisen.
T- und B-Zellen lagen in gfderen Gruppen zusammen, die als Aggregate bezeichnet werden
(s. Abb[4.1 (A)) oder einzeln im Gewebe verteilt (diffus) vor (s. Abb] 4.1 (B)). Die Verteilung
der B-Zellen in den Geweben ist in Tabglle]4.1 angegeben. Diffus im Gewebe verteilt liegende
Plasmazellen wurden in allen Geweben aadait
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Abbildung 4.1: B-Zell-Verteilung im Synovialgewebe. Gefrierschnitte von RA-
Synovialgewebe wurden mit einem Anbiper gegen CD20 géfbt. CD20 positive B-Zellen

in Aggregaten (A) oder diffuser Verteilung (B) im Gewebe. Positive Zellen wurden durch Neufuch-
sin als Substrafisung fir die alkalische Phosphatase rot ardgef (200fache Ver@fierung).

In keinem der untersuchten Gewebe wurden FDC nachgewieseriirdierf Aufbau von Keim-
zentren und deren Funktion bei der B-Zell-Differenzierung wichtig siria. éinige T- und B-
Zell-Aggregate konnte Zellproliferation mit dem anti-Ki67-Ariilper gezeigt werden (s. Abb.
4.2 und im Anhang Seife #4). Sechs RA-Synovialgewebe wurden mit @mpgkn gegen den B-
Zell-Aktivierungsfaktor BAFF gedrbt. In zwei der Gewebe konnte BAFF nachgewiesen werden

(s. Abb[Z:D).

Tabelle 4.1Charakterisierung des Synovialgewebes von Patienten mit RA

Patient Gelenk Entmndungsgrad Verteilung B-Zellen [%)]
M Bakerzyste 3 diffus 35,2
EZ Ellenbogen 3 diffus 2,4
WK  Knie 2 Aggregate 4,3
WB  Knie 1 diffus 37,3
MO  Hifte 1 diffus 1,7
IM Sprunggelenk 0 diffus 2,3

Verteilung der B-Zellen im Gewebe; B-Zellen, durchflul3zytometrisch be-
stimmter Anteil der B-Zellen an den Lymphozyten.

Die Synovialmembran der gesunden Kontrollprobe weist keine T- und B-Zellen oder Plasma-
zellen auf. Es waren sehr wenige einzelne Makrophagen in der Deckzellschicht hachzuweisen
(s. Abb.[4.3 (A-C)). In den zwei Synovialgeweben der OA-Patienten wurden vor allem Makro-
phagen nachgewiesen, die in der Deckzellschicht liegen. Es waren nur sehr wenige T-, B- und
Plasmazellen zu finden, die im Gewebe verteilt liegen (s. Abb. 4.3 (D-F)).
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A

Abbildung 4.2:Histologisches Bild von SynovialgewebeDas Synovialgewebe eines RA-
Patienten wurde immunohistochemisch mit Abtiger gegen Plasmazellen (A), B-Zellen (B), pro-
liferierende Zellen (C), BAFF (D), T-Zellen (E) und Makrophagen (F) aad#f Positive Zellen
wurden durch Neufuchsin als Substéatling fir die alkalische Phosphatase rot bzw. BAFF positive
Zellenuber DAB und Peroxidase in braun visualisiert, 200fache \é&grung.
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Abbildung 4.3:0A Synovialgewebe und Synovialmembran einer KontrolleSynovialge-
webe eines Unfallopfers (A-C) und eines OA-Patienten (D-F) wurden mittels immunohistochemi-
scher Methoden mit Antikrper gegen Makrophagen (A, D), B-Zellen (B, E) und T-Zellen (C, F)
gefarbt. Visualisierung der positiven Zellen durch Neufuchsin als Sulistratly tir die alkalische
Phosphatase (rot). 200fache Vé&@erung

4.2 V-Gen Repertoire von B-Zellen aus verschiedenen

Kompartimenten

Um zu untersuchen, ob die im Synovialgewebe lokalisiertenaGetthis B-Zellen und Plasma-
zellen eine Keimzentrumsreaktion durchlaufen haben und somit somatische Mutationen in den
V-Genen akkumulieren, wurden die V-Gene sequenziert. Die RNA sortierter B-Zellen aus Blut,
Synovialgewebe und ifksigkeit von RA-Patienten wurde in einer RT-PCR amplifiziert und dann
sequenziert (Beispiel-Sequenz auf Seite 96 im Anhang). Das Keimbahngen aus der V-BASE Da-
tenbank mit der éichsten Homologie wurde als Referenz verwendet. Die Referenzgenaisind f
die V-, D-, und J-Gene in Tabelle 4.2 angegeben. Der Isotyp wiilvde einen weiteren Sequenz-
vergleich bestimmt. & eine Sequenz konnte der Isotyp nicht bestimmt werden, da die Sequenz
zu kurz war, um gesicherte Aussagen treffen @oren.
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Tabelle 4.2Ergebnisse der V-Genanalyse der H-Kette der Antikrper

Sequenz Kompartiment Zelle V D J Isotyp
WK-7H1 SF Plasma 3-53 22 b5a IgG
WK-8H4 SF Plasma 4-30.1 4-23 4b IgG
WK-8H8 SF Plasma 1-03 1-07 6¢c ()

JM-H7 SG Gedchtnis 4-61 4-17 4b 1gG

P2-5H6 SG Gedlchtnis 1-02 3-03 4b IgG

P1-1H1 Blut Gedchtnis 4-b  1-26 3b IgA
81-11H4 Blut Plasma 1-69 4-23 3b 1gG

Nach V-Base Sequenzvergleich bestimmte VH-Gene der B-Zellen aus Blut,
Synovialgewebe (SG) und Synovi@sigkeit (SF) von RA-Patienten.

In der Tabelld 4]3 ist die Anzahl der Mutationen der V-Gene der H-Kette im Vergleich zu der
Referenzsequenz angegeben. Neben der Gesamtzahl von Mutationen ist die Anzahl von Basen-
austauschen, die zu einer ¥aderung in der Amin@resequeniihren (engl.: replacement, R)

und stillen Mutationen (S) zusammengefasst. Die Werte wurigietié CDR (engl.: complemen-

tarity determining region) und FR (engl.: framework region) angegeben und dadivisider R-

und S-Wertefir diese Regionen gebildet.

Tabelle 4.3Mutationsanalyse der VH-Sequenzen H-Kette der Antilorper

Sequenz WK JM P2 P1 81
Region Mutation 7H1 8H4 8H8 H7 5H6 1H1 11H4
FR1 R/S 212 2/3 10/5 2/4 -/- 3/3 8/1
FR2 R/S -4 -1 2 - - 2- 32
FR3 R/S 211 4/5 6/4 6/2 1- T7/3 12/4
CDR1 R/S /- 1/~ 4,1 3/- -~ 11l 4
CDR2 R/S 212 -/~ 5/3 5/2 3/- 93 4/2

Anzahl 13 16 41 25 4 32 40

FR Verhaltnis R/S 1 0,7 18 15 1 2 3,3
CDR Vertaltnis R/S 1,3 1 23 4 3 2,5 4

Anzahl der Mutationen und Angabéiber stille Mutationen (S) oder Austausch (R).

Die untersuchten H-Ketten-Sequenzen der Airfiler aus allen Kompartimenten zeigen zwischen
vier und 41 Mutationen. Die Akkumulation der Mutationen weist auf eine durchlaufene Atfnit
reifung hin. Das Muster der Mutationen ist typiséh Eelektionierte B-Zellen, da mehr Mutatio-
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nen in den CDR auftreten als in den FR, bezogen auf die Anzahl der Nukleotide der Regionen.
Das Verfaltnis der Aminoaureaustausche zu stillen Mutationen (\@this R/S) besitigt diese
Selektion.

Fur die untersuchten L-Kette-Sequenzen der Airiler wurden aus Synovialgewebe drei, aus
Synovialfissigkeit und Blutiinf k-Ketten in Sequenzen bestimmtifA waren es aus dem Syn-
ovialgewebe eine und aus dem Blut vier.

4.3 Bestimmung des B-Zell-Anteils

In der Durchflusszytometrischen-Analyse wurde der prozentuale Anteil der B-Zellen innerhalb
der Lymphozyten-Fraktion bestimmt. Die erste Eingrenzung der Zellpopulationen auf Lympho-
zyten erfolgteliber die GoRe und Granulagét der Zellen (s. Abl. 414 (A), Region 1 (R1))uF

diese Bestimmungen wurde die Lichtbrechung der Zellen ausgenutzt. Die B-Zellen werden durch
die Oberfichenexpression von CD19 bestimnity flen die Zellen positiv sind (Abbp. 4.4 (B),
Region 2 (R2)). Durch die Zugabe von Prodidiumjodid (PI) zu den Proben wurden tote Zellen
markiert und sie liegen in der Darstellung der RIHsung gegen die CD19aFbung in der Diago-

nale. Durch die Eingrenzung R2 wurden tote Zellen und T-Lymphozyten von weiteren Analysen
ausgeschlossen (s. Apb. 4.4 (B), R2).
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Abbildung 4.4:Beschreibung der B-Zellen in der FACS-AnalyseB-Zellen wurdentber
GroRRe und Granulagt (A) und CD19-Expression (B) beschrieben. Die Subpopulationen der B-
Zellen wurderiiber die Expression von CD20 und CD27 (C) aufgetrennt. Plasmazellen R5 sind um
etwa eine Zehnerpotenz heller in ihrer CD28HBuUng als Geachtnis Zellen.

Die Unterteilung der lebenden B-Zellen (Kombination der Regionen R1 und R2) in die Subpopu-
lationen erfolgte auf Grund der Expression von CD20 und CD27 (s.[AQDb. 4.4 (C)). Naive B-Zellen
sind negativ iir CD27 aber positivifr CD20 (s. Abb[ 44 (C), R3). Gédhtnis B-Zellen sindiifr
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beide Marker positiv (s. Ablj. 4.4 (C), R4) und Plasmazellen sind negaticD20 und stark
positiv fliir CD27 (s. Abb[ 44 (C), R5).

4.3.1 Anteil der B-Zellen und Subpopulationen im peripheren Blut

Es wurde der Anteil der B-Zellen innerhalb der Lymphozyten durch die Region R2 bei den
Durchflusszytometrischen-Analyse (s. Apb.]4.4 (B)) im peripheren Blut von 26 RA-, 13 OA-,
11 SLE-Patienten und 21 gesunden Kontrollen bestimmt. In der Abbilduhg 4.5 sind die Antei-
le fur jede untersuchte Person der Gruppen als Symbol dargestelltié-gesunden Kontrol-

len schwankten die Werte von 5,1 % bis 18,6 %. Der Median der Gruppe liegt bei 7,4 %. Beim
Vergleich der Anteile der B-Zellen zwischen den untersuchten Gruppen ergab sich im Kruskal-
Wallis-Test eine statistisch signifikante Verschiebung (p = 0,0019**). Im Vergleich der Kontroll-
gruppe mit den einzelnen Patientengruppen zeigte sich eine signifikante Reduktion des B-Zell-
Anteils bei allen drei Patientengruppen (s. Abb| 4.5 (A) und Tapelle 4.4). Der Anteil schwankt bei
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Abbildung 4.5:Veranderte B-Zell-Anteile bei Patienten.Es sind die Anteile der Gesamt-B-
Zellen in den Lymphozyten (A) und die Anteile in den drei B-Zell-Subpopulatiofierdie unter-
suchten Patientengruppen und Kontrollen dargestellt. Naive B-Zellen (Bad&euds B-Zellen (C)
und Plasmazellen (D) aus peripheren Blut.



Ergebnisse 38

den RA-Patienten zwischen 0,4 % und 39,0 %, der Median liegt bei 3,4 %. Die Patientengruppen
untereinander waren in Hinblick auf den Anteil der B-Zellen nicht signifikant verschieden. Die
p-Werte der Vergleiche sind in Tabellle 4.4 angegeben.

Die in Abb.[4.4 (C) dargestellte refsentative Blutprobe eines RA-Patienten zeigt die Verteilung

der B-Zellen in die Subpopulationen: 60,4 % naive B-Zellen, 38,4 %aCGlenhis B-Zellen und

1,2 % Plasmazellen. Vergleicht man die Mediane, der Subpopulationen, ergibt si¢in dierriai-

ven B-Zellen im Vergleich der gesunden Kontrollen zu RA-Patienten eine signifikante Reduktion.

In der Population der Géahtnis B-Zell ergaben sich keine statistisch signifikante Unterschiede,
obwohl alle Patientengruppen leicht éhte Anteile der Gedichtnis B-Zellen aufwiesen (s. Abb.

[4.5 (B)). RA- und SLE-Patienten wiesen im Vergleich zu den Kontrollen eine signifikante Zunah-
me des Plasmazell-Anteils auf. Vergleicht man den Anteil der PlasmazafieiefOA-Patienten

mit den beiden anderen Patientengruppen, ergab sich ein relevanter Unterschied, aber nicht zu
dem der Kontrollen (s. Abb. 4.5 und Tabglle|4.4).

Tabelle 4.4 Statistik der B-Zell- und Subpopulations-Anteile

Gruppe Gesamt-B-Zellen naive B-Zellen Gedtnis B-Zellen Plasmazellen
Kruskal-Wallis  0,0019* 0,0267 0,0848° 0,0047*
Konvs. RA  0,0026° 0,0031* ) 0,0044*
Konvs. SLE  0,0099 0,1422s ) 0,0809°
Konvs. OA  0,0009** 0,1276S ) 0,2878°
RAvs. SLE  1,0000° 0,4547s ) 0,8032°
RAvs. OA  0,5101° 0,2276 () 0,0054*
OAvs.SLE 0,2238° 0,8620/° ) 0,0559°

p-Werte des Vergleichs der Gruppen im Kruskal-Wallis- und Mann-Whitney-Test. ns, stati-
stisch nicht signifikant; *, statistisch signifikant.

4.3.2 Einfluss der Behandlung auf den Anteil der B-Zellen

Die RA-Patienten wurden auf Grund ihrer Behandlung in Gruppen eingeteilt. Es wurden sechs
Patienten, die keine Therapie erhielten, sieben Patienten, die mit einer Basistherapie (nichtsteri-
odale Antirheumatika, NSAR) und 13 Patienten, die mit einer Kombination aus Basistherapie und
TNF-Blocker behandelt wurden, im Hinblick auf den Anteil der B-Zellen und die Verteilung in
die Subpopulationen verglichen. Die Gruppen zeigten keine statistisch relevanten Unterschiede
in den klinischen Daten wie Leukozytenzahl, BSG- oder CRP-Wert. Sie unterschieden sich auch
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Abbildung 4.6:Einfluss der Behandlung auf die B-Zell-Anteile.Anteil Gesamt-B-Zellen

(A), naive B-Zellen (B), Gedchtnis B-Zellen (C) und Plasmazellen (D). Kon, gesunde Kontrol-
len; ohne, unbehandelte RA-Patienten; Basis, Basistherapie (NSAR) und Blocker, TNF-Blocker und
NSAR.

nicht im Anteil der B-Zellen (s. Ably. 416 (A)). Der Anteil der naiven B-Zellen ist in der Gruppe,
die mit TNF-Blockern und NSAR behandelt wurde im Vergleich zu der Gruppe, die nicht be-
handelt wurde, signifikant reduziert (s. Apb.]4.6 (B) und Tahellg 4.5). Der Anteil deichénis
B-Zellen war in der Gruppe mit der Kombinations-Therapie im Vergleich zu den unbehandelten
erhdht (s. Abb[ 4.5 (C)). Der Anteil der Plasmazellen war nicht unterschiedlich (s[ABb. 4.6 (D)).
Die Patienten, die eine Basistherapie erhielten, lagen mit dem Anteil der Plasmazellen zwischen
den beiden anderen Gruppen und wiesen keine statistisch relevanten Unterschiede zu einer der
beiden Gruppen auf (s. Abp. 4.6 und Tabéllg 4.5). Es sind die Anteile der Kontrollgruppe zum
Vergleich angegeben. Sie sind éht bei den Gesamt-B-Zellen im Vergleich zu den Patienten-
gruppen, die eine Therapie erhalten. In den drei Subpopulationen unterscheiden sich die Kon-
trollen von den Patienten mit der Kombinations-Therapie, im Anteil der Plasmazellatzlzcts

auch von den unbehandelten Patienten (s. Abb. 4.6).
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Tabelle 4.5:Statistik der B-Zell- und Subpopulations-Anteile bei therapierten Patien-
ten

Gruppe Gesamt-B-Zellen naive B-Zellen Getitnis B-Zellen Plasmazellen

Kruskal-Wallis 0,0108 0,0025* 0,0113 0,0163

Kon vs. ohne 0,79588 0,5796'S 0,07930s 0,0333

Kon vs. Basis 0,0056 0,1521s 0,1678S 0,4904s
Kon vs. Blocker 0,007t 0,0003** 0,0018* 0,0035*

ohne vs. Basis 0,3522 0,3660'° 0,3660's 0,3660'°
ohne vs. Blocker 0,5335 0,0202 0,0254 0,6296'S
Basis vs. Blocker 0,5107 0,1786'S 0,4358S 0,2348'S

p-Werte des Vergleichs der Gruppen im Kruskal-Wallis und Mann-Whitney-Test. ns, stati-
stisch nicht signifikant; *, statistisch signifikant.

4.3.3 B-Zell-Anteile aus Synovialflissigkeit

Die B-Zell-Anteile der vier Synovialtlssigkeiten wurden mittels Durchflusszytometrischer-
Analyse untersucht. In Abbildurig 4.7 ist das typische Bild der B-Zell-Verteilung nach der FACS-
Messung der Synoviaiiksigkeit eines RA-Patienten gezeigt. Der Anteil der B-Zellendgetr
0,9%. In den Proben variiert der Anteil der B-Zellen von 0,02 % bis 4,7 % (s. auch[ARQb. 4.9
(A)). Der Median der B-Zell-Anteile der RA-Synovidl$sigkeiten lag bei 1,2 % und ist deutlich
niedriger als der im RA-Blut (3,4 %).
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Abbildung 4.7:FACS-Analyse einer Synovialflissigkeit.B-Zellen und Aufteilung in B-Zell-
Subpopulationen einer RA-Synovidiflsigkeit.

Der Anteil der B-Zellen in den Subpopulationen schwankte von 14,5 % bis 592 #aive B-
Zellen in den untersuchten Synovi@lkigkeiten. Der Mediaruf den Anteil der naiven B-Zellen
aus den Synovialfissigkeiten liegt bei 26,7 % und damit deutlich niedriger als deRA-Blut
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mit 60,9 %. Der Median der Géghtnis B-Zellen aus der Synoviaifisigkeit liegt bei 53,1 % und
damit foher als im RA-Blut 32,9 % (s. Abp. 4.9 (B-D)).

4.3.4 B-Zell-Anteile aus Synovialgewebe

Der Anteil der B-Zellen wurde aus Einzelzell-Suspensionen der sechs RA-Synovialgewebe
durchfluBzytometrisch analysiert. In Abbildung]4.8 ist das typische Bild der Verteilung der B-
Zellen in die Subpopulationen nach der FACS-Messung gezeigt.
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Abbildung 4.8: FACS-Analyse von SynovialgewebeB-Zellen und Aufteilung in B-Zell-
Subpopulationen eines RA-Synovialgewebes.

Der Anteil der B-Zellen be#gt in diesem Gewebe 2,4%. In den untersuchten Proben variie-
ren die Anteile der B-Zellen von 1,2% bis 37,3% (s. Abb] 4.9 (A) und Talelle 4.1). In dem
Beispiel-Gewebe in Abbildung 4.8 sind 22,5 % der B-Zellen naive B-Zellen, 54,8 %chbéus
B-Zellen und 22,7 % Plasmazellen. Die Verteilung der B-Zellen auf die drei Subpopulationen va-
riiert sehr in den Geweben. Ein grol3er Anteil der B-Zellen im Gewebérgelaur Subpopulation

der Geéchtnis B-Zellen, der Median liegt bei 57,3 %y RA-Blut bei 32,9 %. Der Median des
Anteils an Plasmazellen in den Gewebe liegt bei 4,9 %, der im RA-Blut bei 2,6 %. Der Anteil der
naiven B-Zellen ist entsprechend reduziert (s. AbQ. 4.9 (B-D) und Tégbe]le 4.1).

4.3.5 Ubersicht der B-Zell-Anteile verschiedener Kompartimenten
\Von einigen der untersuchten RA-Patienten konnte Blut, Synovialgewebe ussigheit unter-
sucht werden. In Ablp. 4.9 sind die B-Zell Anteile zusammengestellt.

Die Daten zeigen, dass der Anteil der Gesamt-B-Zellen im Blut reduziert ist. Es war eine Zunah-
me der Effektorzellen (Plasmazellen) und daraus resultierend eine Abnahme der naiven B-Zellen
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Abbildung 4.9: Anteil der B-Zellen in den Kompartimenten bei Patienten mit RA.
Gesamt-B-Zellen (A), naive B-Zellen (B), Géchtnis B-Zellen (C) und Plasmazellen (D) aus Blut,
Synovialgewebe (SG) und Synovi@idisigkeit (SF) von RA-Patienten.

(s. Abb[4.5) in den Subpopulationen nachzuweisen. Die Therapie der RA-Patienten zeigte einen
deutlichen Einfluss auf diese Tendenzen. Im Synovialgewebe und der Synisgiglkeit akku-
mulieren die Gedchtnis B-Zellen.

Wie bei den RA-Patienten konnte im Blut der Patienten mit der Autoimmunkrankheit SLE eine
Zunahme an Plasmazellen im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachgewiesen werden. Dies gilt
nicht bei der degenerativen Gelenkerkrankung OA.

4.4 Nachweis von Chemokinen und deren Rezeptoren

Die Gedichtnis B-Zellen und Plasmazellen im Synovialgewebe und der Synaskitikeit haben

Keimzentrumsreaktionen durchlaufen. Im Gewebe sind keine lokalen ektopen Keimzentren nach-
zuweisen, daraus ergibt sich die Frage, in welchem Differenzierungsstadium die Zellen aus der
Peripherie einwandern. Bei der Rekrutierung von Zellen aus dem Blut ins Gewebe spielen Che-
mokine und Chemokinrezeptoren eine wichtige Rolle. Daher wurde im Folgenden die Expression
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der Chemokinrezeptor auf peripheren Blut-B-Zellen durchflul3zytometrisch bestimmt. Im Syno-
vialgewebe wurden die Expression der Chemokine CXCL10, CXCL12 und CXCL13 untersucht,
um zu analysieren, ob dieses Signalsystem einen Einfluss auf das Einwandern und Akkumulieren
der B-Zellen in das Synovialgewebe hat.

4.4.1 Chemokinrezeptoren und Chemokine im Synovialgewebe

In den RA-Synovialgeweben wurden die Chemokine CXCL10, CXCL12 und CXCL13 und die
dazu gebrigen Rezeptoren CXCR3, CXCR4, CXCR5 sowie CCR6 mittels immunohistochemi-
scher Methoden nachgewiesen (s. Abb. 4.10 (A-G)). Qieb&ing wurderiiber eine Isotypen-
kontrolle (s. Abb[4.70 (H)) zu dem verwendeten Chemokinrezeptor-grgés Uberpiift. Die
Isotypenkontrolle ist ein Antiérper aus dem gleichen Wirtsorganismus, gleichem Isotyp und
gleicher Markierung wie der zur Untersuchung eingesetzte Arg#e. Sie ist aber nicht gegen
einen Oberfichenmarker auf den zu untersuchenden Zellen gerichtet. Es wurde gezeigt, dass der
Analyse-Antilorper nicht unspezifisch an den Zellen haftet, sondern eine spezifische Bindung
eingeht.

Abbildung 4.10:Chemokine und Rezeptoren im Synovialgewebén der oberen Reihe sind

die immunohistochemischerdafbungen mit Antikrpern gegen die Chemokinrezeptoren CXCR3
(A), CXCR4 (B), CXCRS5 (C) und CCR6 (D) und in der unteren Reitiedie Chemokine CXCL10

(E), CXCL12 (F) und CXCL13 (G) an konsekutiven RA-Synovialgewebe-Schnitten dargestellt. Die
Isotypenkontrolle ist in (H) gezeigt. Positive Zellen sind durch DAB und Peroxidase in braun visua-
lisiert, 200fache Vergif3erung.
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Abbildung 4.11Zellen im Synovialgewebe, Histologisches Bilddas Synovialgewebe eines
RA-Patienten wurde immunohistochemiséin ¥erschiedene Zelltypen, Chemokine und Chemaokin-
rezeptoren angafbt. Positive Zellen wurden durch Neufuchsin als Subgisatig fir die alkalische
Phosphatase rot bzwber DAB und Peroxidase in braun visualisiert, 200fache \#8grung.

Die Verteilung der Chemokine variiert in den untersuchten Synovialgeweben. CXCL10, das hem-
mend auf Entandungsreaktionen wirkt, wurde in allen Geweben in einer hohen Konzentration
nachgewiesen. Die Konzentration ist so hoch, dass eine diré@kbeikg ohne Veratkung ver-
wendet wurde. Die Chemokine CXCL12 und CXCL13 konnten nachgewiesen werden, aber in
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geringeren Konzentrationen, als das CXCL10. Die Nachwgi€XCL12 und CXCL13 erfolg-

te Uber eine Versirkung der Brbung. Es wurde eine weite Verteilung von CXCL10, CXCL12
und CXCL13 in den Synovialgeweben gezeigt. Die Chemokinrezeptor-tragenden Zellen wurden
mittels immunohistochemische&afbungen in den Bereichen lokalisiert, in denen auch die Che-
mokine expremiert werden.

In der Abbildung 4.1]1 ist von dem gleichen RA-Patienten wie in den Abbildupgén 4.2 und 4.10
eine weitere Region im Synovialgewebe gezeigt. Die Verteilung der Chemokine variiert zwischen
den Regionen. Die B-Zellen (CD20) liegen meist diffus verteilt oder in kleinen Gruppen in der
Nahe der Geil3e (CD31). Makrophagen (CD68) liegen im ganzen Gewebe verteilt vor. Das Che-
mokin CXCL10 ist in diesem Bereich nur schwach vertreten, CXCR3-positive Zellen liegen vor
allem in einem Infiltrat aus B- und T-Zellen (CD4). CXCL12 und CXCL13 sind um dieaGef
lokalisiert. In der gesamten Region sind CXCR5-positive Zellen nachzuweisen. Die Fibroblasten
(Fibro) liegen aul3erhalb der Infiltrate.

4.4.2 Nachweis von Chemokinrezeptor-mRNA in B-Zellen

Zum Nachweis derifr B-Zellen in der Literatur beschriebenen Chemokinrezeptoren (CXCRS3,
CXCR4, CXCR5, CCR6, CCR7, CCR9) wurde RNA aus sortierten peripheren Blut-B-Zellen
einer gesunden Kontrolle und eines RA-Patienten mittels RT-PCR untersucht.

RA Kon

274 bp (CXCR4) —

§CXCR5)
135 bp (CXCR3) —

Abbildung 4.12:Nachweis von Chemokinrezeptor-RNA aus B-Zellen mittels RT-PCR.
Agarosegel nach RT-PCRifdie Chemokinrezeptoren CXCR3 (A), CXCR4 (B), CXCR5 (C), CCR6
(D), CCR7 (E) und CCR9 (F) von RA-Patient (RA) und Kontrolle (Kon). 123bp-Marker in der ersten
Spur, in Spur acht 1kb-Marker.

Es konnte mRNA ifir die Chemokinrezeptoren CXCR3, CXCR4, CXCR5, CCR7 amplifiziert
werden (s. Abb[ 4.12). Dagegen konnte die Chemokinrezeptor-mRNACER6 und CCR9

nicht amplifiziert werden. Das Expressionsprofil der untersuchten Chemokinrezeptoren des RA-
Patienten unterschied sich nicht von dem der gesunden Blutprobe.
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4.4.3 Expression von Chemokinrezeptoren auf der Oberfl ~ &che von B-Zellen

Fur den Nachweis von Chemokinrezeptoren auf der B-Zelloder# wurde die durchflul3zyto-
metrische Bestimmung des B-Zell-Anteils mit einérBung gegen Chemokinrezeptoren kombi-
niert. Im peripheren Blut eines gesunden Probanden konnten B-Zellen determiniert werden, die
fur folgende Chemokinrezeptoren positiv waren: CXCR3, CXCR4, CXCR5, CCR6 und CCR7
(siehe Abb[ 4.113). Die positive Obeatihenirbung wurdéiber ungedrbte Zellen und eine Isoty-
penkontrolle nachgewiesen (s. auch Seile 43). Wenn die spezifiadmertg eine bhere Fluores-
zenzintensit als die der Isotypenkontrolle aufweist, gilt dig@rBung als spezifisch (s. Ab. 4]13).
Die Farbung der Isotypenkontrolle ist in der Abbildyng 4.13 als rote Linie dargestellt. Der Anteil
der Chemokinrezeptor-tragenden B-Zellen variieiitedie verschiedenen Rezeptoren. Der Anteil
der B-Zellen, die positiviir CXCR3 sind, betrug 97,6 %iif CCR7 95,7 %iir CXCR5 92,9 %,

fur CXCR4 92,6 % undifr CCR6 88,9 %. Nur ein geringer Anteil der B-Zellen war positiv f
CCR5 und CCR®9. Der Anteil der CCR5-positiven B-Zell war bei 6,2 % undJdCR9 bei 0,2 %.

Die meisten B-Zellen sind damit mehrfach posiiiv lie Chemokinrezeptoren CXCR5, CXCR4,
CXCR3,CCR6 und CCRY.
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Abbildung 4.13:Expression von Chemokinrezeptoren auf peripheren B-ZellenExpres-
sionsmuster von drei CXC-Chemokinrezeptoren und vier CC-Chemokinrezeptoren auf peripheren
B-Zellen einer gesunden Kontrollpersorarbung der Isotypenkontrolle als rote Linie dargestellt.
Anteile der Chemokinrezeptor tragenden B-Zellen ist im Text angegeben.

Der Anteil der Chemokinrezeptor-tragenden B-Zellen wurde in den Subpopulation bestimmt, in-
dem der CD20-Antikrper durch einen Antikrper gegen ein Chemokinrezeptor ersetzt wurde.
Die B-Zell-Subpopulationen lassen sidber die charakteristische Expression von CD19 und
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Abbildung 4.14:Bestimmung des Anteils Chemokinrezeptor-tragender Zellen in den
B-Zell-Subpopulationen. Subpopulationen (A), CXCR5-Expression auf B-Zellen(B). CXCR5-
Expression in einzelnen Subpopulation (C-E).

CD27 (s. Abschnitt 4]3 und Seite|37) bestimmen. In der Auswertung der FACS-Messung wurde
eine Grenze gesetzt, die von der Lage der Isotypenkontrolle undaiburkg abhing (s. Abb.

[4.14). Davon ausgehend wurdér fdie B-Zell Subpopulationen bestimmt, wie viel Prozent der
Zellen positiv fir die Oberfachenexpression des Chemokinerezeptors sind. Die B-Zellen einer
Subpopulation wurden immer als 100 % angenommen und davon ausgehend der relative prozen-
tuale Anteil der Chemokinrezeptor-tragenden B-Zellen in der Subpopulation bestimmt (s. Abb.
[4.14). In dem Beispiel in Ablp. 4.14 sind 57,4 % der naiven B-Zellen poditidie Oberfichen-
expression von CXCR5, 80,7 % der Getitnis B-Zellen und 27,8 % der Plasmazellen.

4.4.4 Zwei CXCR3-positive B-Zell-Fraktionen

Bei Lymphozyten aus Blut konnten mittels Obadhenérbung fir den Chemokinrezeptor CX-
CR3 drei Fraktionen bestimmt werden.

Lymphozyten, die negativuf CXCR3 sind 4B und Abb. 4.15 (A)), zaizlich wurden zwei Frak-
tion, die positiv fir CXCR3 sind, unterschieden. Es gibt Zellen, die schwach CXCR3-positiv sind
und die, die eine hohe Expression des Chemokinrezeptors zeigen (5. Abb. 4.15 (A)). Diedntensit
der Farbung zwischepschwach” positiven Zellen und CXCR8och* expremierenden Zellen ist

bis zu einer Zehnerpotenz verschoben (s. Abb.|4.15 (A)).
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Abbildung 4.15:Drei Fraktionen in der CXCR3-Expression auf Lymphozyten. Es ist

die Expression von CXCR3 auf allen Blut-Lymphozyten eines RA-Patienten (A) und nur auf B-
Lymphozyten (B) gezeigt. Die Isotypenkontrolle ist als gepunktete rote Linie dargestellt. MFI, mitt-
lere Fluoreszenzintenait

Die Lage der CXCR3hoch* expremieren Zellen, ist in Abbildufng 4]15 (A) durch einen Balken
markiert, der in (B) gleich bleibt und die Zellen in der B-Zell-Fraktion zeigt. Der Grof3teil der
B-Lymphozyten zeigte eine schwache Expression von CXCR3 (etwa 95 %, 5. Abp. 4.15 (B) und
[4.13). Es gibt aber auch wenige CXCR®ch“expremieren B-Zellen (2,6 %).

4.5 Anteil Chemokinrezeptor-tragender B-Zellen

Im weiteren wurde analysiert, ob es bei Patienten mit RA zu einer Verschiebung des Expressions-
musters der Chemokinrezeptoren kommt, die das Einwandern und Akkumulieren im Synovialge-
webe beeinflusserdkinte. Es wurde der Anteil der Chemokinrezeptor-tragenden B-Zéltehd
untersuchten Patientengruppen bestimmt und mit der gesunden Kontrollen verglichen.

4.5.1 Anstieg des Anteils CXCR3 , hoch* expremierender B-Zellen

Die B-Zell-Subpopulationen wurden im Hinblick auf den Anteil der CXCR3-tragenden Zellen
untersucht. Die Expression des Chemokinrezeptor CXCR3 ist in Abbi[dun 4.16 auf B-Zellen ei-
ner gesunden Kontrolle im Vergleich zu einem RA-Patienten gezdigdén Anteil der Gesamt-
CXCR3-positiven B-Zellen konnten keine Unterschiede gezeigt werden bei den Erkrankungen.
Die Werte fir den Anteil schwanken von 92,0 % bis 95,3 % in den untersuchten Gruppen.

Der Anteil der CXCR3,hoch" expremierenden B-Zellen schwankt bei den 16 untersuchten ge-
sunden Kontrollen von 2,2 % bis zu 14,5 %. Der Median ist mit 6,4 % relativ gering (s. auch Abb.
[4.17 (A)). Die Fraktion der peripheren B-Zellen, die den Chemokinrezeptor CXG&Hh" ex-
premieren, nimmt bei den RA-Patienten zu (Median 12,6 %). Die Anteile schwanken bei den 21
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Abbildung 4.16:Zunahme der CXCR3 ,,hoch* Expression bei RA. CXCR3-Expression
einer Kontrolle (A), eines RA-Patienten (B). Die Grenze bezieht sich auf die Isotypenkontrolle,
rechts davon liegt die Fraktion der CXCRBoch* expremierenden B-Zellen.

untersuchten R-Patienten von 2,8 % bis zu 43,1 %. Die Zunahme des Anteils der GKQR3
expremierenden B-Zellen bei den RA-Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrollen, ist mit
einem p-Wert von 0,0005*** statistisch hoch signifikant. Die beiden anderen Patientengruppen
zeigen einahnliche Tendenz, aber nicht im statistisch signifikanten Bereich. Die Zunahme bei
den RA-Patienten ist im Vergleich zu OA-Patienten signifikant, nicht aber zu den SLE-Patienten
(s. Abb[4.1} (A)). In der Abbildung 4.15 sind zum Vergleich die Anteile der B-Zellen aus Syno-
vialgewebe und Synoviaiiksigkeit angegeben. Sie wurden nicht in der Statistik verwendet.

Tabelle 4.6 Statistik der CXCR3 ,,hoch* expremierenden B-Zell-Anteile

Gruppe Gesamt-B-Zellen naive B-Zellen Gedtnis B-Zellen Plasmazellen
Kruskal-Wallis 0,0040" 0,00053** 0,0376 0,6021
Konvs. RA 0,0005** 0,0006** 0,0034* )
Konvs. SLE 0,191 0,5100% 0,2572s )
Kon vs. OA 0,2669%° 0,8243° 0,3360° )
RAvs. SLE 0,121% 0,0064* 0,2628% )
RA vs. OA 0,0291 0,0018* 0,1711% )
OAVvs. SLE 0,895% 0,6986'° 0,8603° )

p-Werte des Vergleichs der Gruppen im Kruskal-Wallis und Mann-Whitney-Test. ns, stati-
stisch nicht signifikant; *, statistisch signifikant.

In der Subpopulation der naiven B-Zellen ist der Anteil der CXGR3ch* expremierende Zellen
bei RA-Patienten im Vergleich zu allen anderen GruppeiterHur die Geédchtnis B-Zellen ist
diese signifikante Zunahme nur noch im Vergleich zwischen RA-Patienten und Kontrollgruppe
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Abbildung 4.17: Unterschiede Anteile CXCRS3 ,hoch* expremierender B-Zellen.
Gesamt-B-Zellen (A), naive B-Zellen (B), Gachtnis B-Zellen (C) und Plasmazellen (D). Blut
gesunder Kontrollenx{), OA-Blut (o), SLE-Blut (), RA-Blut (#), RA-SynovialgewebeK) und
RA-Synovialfussigkeit §).

zu sehen (s. Abb. 4.17 (C) und Tab¢lle]4.6). Die Anteile der Plasmazellen zeigen keine statistisch
signifikanten Unterschiede.

Fur Patienten mit RA, die eine chronische Hiidung der Gelenke zeigen, ist eine Zunahme
der CXCR3,hoch* expremierenden Gesamt-B-Zellen, der naiven unchGadis B-Zellen, aber
nicht fur Plasmazellen nachzuweisen. Die Anteile der CXCR&h* expremierende B-Zellen in
Synovialgewebe und Synovialfisigkeit schwanken sehr. Die Probenzahl ist zu gering, um eine
Aussagéiber die Akkumulation von CXCRH och” expremierenden B-Zellen treffen zoroen.

4.5.2 Verschiebung des Anteils CXCR4-tragender B-Zellen bei Patienten

Im Vergleich des Anteils der CXCR4 expremierenden B-Zellen von SLE-Patienten (Median
19,0 %, n=5) zu der Kontrollgruppe (Median 82,1 %, n=19) zeigt sich eine signifikante Reduk-
tion des Anteils in der Gruppe der SLE-Patienten. Im Vergleich der anderen Patientengruppen zu
der Kontrollgruppe ergeben sich keine Unterschiede. Der Anteil der CXCR4-tragenden B-Zellen
ist bei den RA- und SLE-Patienten im Vergleich zu den OA-Patienten reduziert, aber nicht zu der
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Kontrollgruppe (s. Abl. 4.18 (A) und Tabefle #.7). Der leichtdrte Anteil bei den OA-Patienten
zu der Kontrollgruppe ist nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 4.18:Anteil der CXCR4-positiven B-Zellen. Gesamt-B-Zellen (A), naive B-
Zellen (B), Geéchtnis B-Zellen (C) und Plasmazellen (D). Blut gesunder Kontrolg&nJA-Blut
(o), SLE-Blut (@), RA-Blut (¢), RA-Synovialgewebek) und RA-Synovialflissigkeit §).

In der naiven B-Zell-Population kommt es zu einer Reduktion der CXCR4-positiven B-Zellen bei
RA- und SLE-Patienten (s. Ab 4]18 (B) und Tabéllg 4.7). Die Reduktion des Anteils CXCR4
positiver B-Zellen bei RA-Patienten ist gegdrer den anderen Gruppen signifikant. Der An-
teil der CXCR4-positiven Getthtnis B-Zellen ist bei SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollen und OA-Patienten reduziert. Die Gruppen unterscheiden sich nicht in der Plasmazell-

Population (s. Abk. 4.18 (D) und Tabelle |4.7).

Es ist eine grosse Streuung im Anteil der CXCR4-positiven Gesamt-B-Zellen der RA-Patienten
(7,3 % bis 89,4 %) und SLE-Patienten (5,4 % bis 84,7 %) zu beobachten. Die Gruppen unterschei-
den sich vor allem im Anteil der naiven CXCR4 positiven B-Zellen aus dem peripheren Btut. F

die Gesamt-B-Zellen aus dem Synovialgewebe ist der Median (63,1 %) des Anteils niedriger als
derim RA-Blut (74,0 %). Bei naiven (75,8 %) und Gegihtnis B-Zellen (72,2 %) liegt der Median
hoher als im RA-Blut (73,7 % bzw. Géghtnis 65,0 %).
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Tabelle 4.7 Statistik der CXCR4-positiven B-Zell-Anteile

Gruppe Gesamt-B-Zellen naive B-Zellen Getitnis B-Zellen Plasmazellen
Kruskal-Wallis 0,0090 0,0017* 0,0515 0,3326"
Kon vs. RA 0,11783° 0,0209 0,1758S )
Konvs. SLE 0,0485 0,0283 0,0283 )
Kon vs. OA 0,359%° 0,2031% 0,8968° )
RAvs. SLE 0,2736° 0,1138s 0,2396'S (-)
RA vs. OA 0,0042* 0,0036* 0,0940' (-)
OAvs. SLE 0,0360 0,0140 0,0140 )

p-Werte des Vergleichs der Gruppen im Kruskal-Wallis und Mann-Whitney-Test. ns, statistisch
nicht signifikant; *, statistisch signifikant.

4.5.3 Reduktion des Anteils CXCR5-positiver B-Zellen bei Patienten

CXCRS ist der typische Chemokinrezeptor der B-Zellen. Er ist wichirgdie Wanderung der
B-Zellen in der Peripherie und die Lokalisation der Zellen in den sekermlymphatischen Ge-
weben.

Die RA-Patienten (Median 83,4 %, n = 26) zeigen eine Reduktion der CXCR5-positiven B-Zellen
im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Median 93,8 %, n=20). Die Reduktion ist auch bei SLE-
Patienten (Median 82,0 %, n=11) festzustellen. Bei OA-Patienten (96,8 %, n=12) ist eine si-
gnifikante Zunahme der CXCR5-positiven B-Zellen im Vergleich zu der Kontrollgruppe nachge-
wiesen worden. RA- und SLE-Patienten zeigen keinen statistisch signifikanten Unterschied im
Vergleich zueinander im Anteil CXCR5-tragender B-Zellen. Diese beiden Gruppen zeigen ge-
gerilber den Patienten mit OA eine Reduktion des Anteils (s. Abb] 4.19 (A)). In der Abbildung
[4.19 sind zum Vergleich die Anteile der CXCR5-positiven B-Zellen aus Synovialgewebe (Medi-
an 77,5%, n=6) und Synovidl$sigkeit (Median 55,6 %, n=3) angegeben. Bei den Analysen
zeigte sich eine breite Streuung (11,2 % bis zu 98,6 %) des Anteils CXCR5-tragender B-Zellen
aus dem Synovialgewebe (s. Abb. 4.19).

Im Vergleich der Kontrollgruppe (Median 94,8 %, n=20) zu RA-Patienten (Median 87,5 %,
n=26) zeigte sich eine Reduktion des Anteils der naiven CXCR5-positiven B-Zellen, bei OA-
Patienten ist sie et (s. Abb[4.19 (B) und Tabelle 4.8). Die SLE-Patienten wiesen nur eine sta-
tistisch signifikante Reduktion im Vergleich zu den OA-Patienten, aber nicht zur Kontrollgruppe
auf (s. Abb[ 4.1 (C) und Tabelle 4.8). In der Subpopulation defaCleithis B-Zellen ist der An-

teil CXCR5-positiver B-Zellen bei RA-Patienten (Median 80,7 %, n=26) und SLE-Patienten im
Vergleich zu den gesunden Kontrollen (Median 87,6 %, n = 20) reduziert. Dagegen istdlaeerh
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Abbildung 4.19:Anteil der CXCR5-positiven B-Zellen. Gesamt-B-Zellen (A), naive B-
Zellen (B), Geéchtnis B-Zellen (C) und Plasmazellen (D). Blut gesunder KontrokgndA-Blut
(o), SLE-Blut (@), RA-Blut (#), RA-Synovialgewebek) und RA-Synovialflissigkeit §).

Anteil in dieser Subpopulation bei den OA-Patienten im Vergleich zu den Kontrollen nicht mehr
signifikant. In der Population der Plasmazellen bleibt der Anteil der CXCR5-positiven Zellen bei
RA-Patienten (Median 39,3 %, n=22) und SLE-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe (Me-
dian 70,6 %, n=15) signifikant reduziert. Die Gruppen untereinander und im Vergleich zu den
OA-Patienten sind nicht signifikant unterschiedlich (s. Abb.}4.19 (D) und Tgbe]le 4.8).

Der Anteil der CXCR5-positiven B-Zellen ist bei den Gesamt-B-Zellen und in allen drei Sub-
populationen deutlich vandert, wenn die Patientengruppen mit der Kontrollgruppe verglichen
werden. Bei allen drei Patientengruppen kommt es zu Verschiebungen beim Anteil der CXCR5-
positiven B-Zellen. Vor allem RA-Patienten zeigen eine heterogene Verteilung mit einem deutlich
reduzierten Median in allen Subpopulationen. Der Anteil der CXCR5-positiven B-Zellen, die aus
Synovialgewebe bestimmt wurden, entspricht uagetlem im RA-Blut.
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Tabelle 4.8 Statistik der CXCR5-positiven B-Zell-Anteile

Gruppe Gesamt-B-Zellen naive B-Zellen Getitnis B-Zellen Plasmazellen
Kruskal-Wallis 0,0003* 0,0009** 0,0010** 0,0086*
Konvs. RA 0,0144 0,0275 0,0450 0,0011*
Konvs. SLE 0,0197 0,2233% 0,003z* 0,049z
Kon vs. OA 0,0472 0,0108 0,1242s 0,1990°
RAvs. SLE 0,907% 0,8550° 0,2657S 0,4463°
RA vs. OA 0,0002** 0,0003** 0,0055* 0,2078%
OAvs. SLE 0,0028 0,0107 0,0015* 0,6070°

p-Werte des Vergleichs der Gruppen im Kruskal-Wallis und Mann-Whitney-Test. ns, statistisch
nicht signifikant; *, statistisch signifikant.

4.5.4 Reduktion des Anteils CCR6-tragender B-Zellen bei Patienten

Der Chemokinrezeptor CCR6 spielt eine Rolle bei der Rekrutierung von Zellen in sekeund
lymphatische Organe. Bei den Gesamt-B-Zellen zeigte sich eine Reduktion der CCR6-positiven
B-Zellen bei RA-Patienten (Median 81,6 %, n=16) gegser gesunden Kontrollen (Median
93,2%, n=8) und OA-Patienten. Die SLE-Patienten zeigen die gleiche Tendenz, aber die Re-
duktion ist nicht in einem statistisch signifikanten Bereidlr. éie Subpopulationen ergeben sich
keine statistisch signifikanteinderungen (s. Ablp. 4.20 undifdie p-Werte Tabellg 4.9).

Tabelle 4.9 Statistik der CCR6-positiven B-Zell-Anteile

Gruppe Gesamt-B-Zellen naive B-Zellen @Getitnis B-Zellen Plasmazellen
Kruskal-Wallis 0,0221 0,3307° 0,0890° 0,985%*
Kon vs. RA 0,0054* ) ) Q)
Kon vs. SLE 0,284% ) () ()
Kon vs. OA 0,4828° ) ) )
RAvs. SLE 0,967% ) ) )
RAvs. OA 0,0218 () ) )
OAvs. SLE 0,257% ) () ()

p-Werte des Vergleichs der Gruppen im Kruskal-Wallis und Mann-Whitney-Test. ns, statistisch
nicht signifikant; *, statistisch signifikant.
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Abbildung 4.20:Anteil der CCR6-positiven B-Zellen. Gesamt-B-Zellen (A), naive B-Zellen
(B), Gedachtnis B-Zellen (C) und Plasmazellen (D). Blut gesunder Kontrok@n@A-Blut (o),
SLE-Blut (), RA-Blut (¢).

455 Keine Anderung im Anteil der B-Zellen, die positiv sind flir CCRS5,
CCR7 und CCR9

Der Anteil der CCR5-positiven B-Zellen ist in allen Gruppen sehr niedrig und schwankt zwischen
sechs und zdif Prozent. Pro Gruppe wurden nur wenige Patienten analysiert. Es ergaben sich
keine Unterschiede in den Patientengruppen oder zwischen den B-Zell-Subpopulationen (s. Abb.
[4.27). Rar CCR9 konnten ebenfalls keine Unterschiede nachgewiesen werden. Der Anteil der
CCR9-tragenden B-Zellen schwankt zwischen 1,4 % und 7,1 %.



Ergebnisse 56

>

504 B 100+

o\ ~
IO wn
*
n
*

CCR5" B-Zellen [%]
a8
CCRT7" B-Zellen [%]
&
* e
*

¥ -I toe

o
o
>

Kon OA SLE RA Kon OA SLE RA

@)

w0
o
1

IS
?

CCR9' B-Zellen [%]
8 8

-

o
1
u

n *
0 Fw 00 . XS
Kon OA SLE RA

Abbildung 4.21:Kein Unterschied der Chemokinrezeptor Expression auf B-Zellen.
CCR5 (A), CCR7 (B), CCR9 (C) positive Gesamt-B-Zellen. Blut gesunder KontroHeIO@A-Blut
(o), SLE-Blut (@), RA-Blut (#).

Der Anteil der CCR7-positiven B-Zellen ist hoch und variiert zwischen 82,8% und 91,7 %.
Die Anteile zeigen aber keinen Unterschied zwischen den Patientengruppen oder in den B-Zell-
Subpopulationen (s. Abp. 4]21).

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die Chemokinrezeptoren CCR5 und CCR9 auf den mei-
sten B-Zellen nicht expremiert werden und der Anteil der Chemokinrezeptor-tragenden B-Zellen
sich bei den untersuchten Krankheiten nichtawetert. Der Chemokinrezeptor CCR7 wird auf
B-Zellen expremiert, aber nicht durch die Erkrankungen beeinflusst.

4.5.6 Einfluss der Therapie auf den Anteil Chemokinrezeptor-tragender
B-Zellen

Wie bei der Untersuchung der B-Zell-Anteile wurde der Einfluss der Therapie der RA-Patienten
auf den Anteil der Chemokinrezeptor-tragender B-Zellen analysiert. Der Vergleich der unter-
schiedlich behandelten Patientengruppen zeigt, dass die Therapie keinen Einfluss auf den Anteil
der CXCR3,hoch" expremierenden und CCR6-positiven Gesamt-B-Zellen und Subpopulationen
hat (s. Abb[ 4.22 (A) und (D)).
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Abbildung 4.22:Einfluss der Therapie auf Chemokinrezeptor-tragende B-ZellenDer

Anteil CXCR3 ,hoch" expremierender Gesamt-B-Zellen (A), CXCR4-positiver Plasmazellen (B),
CXCRb5-positiver Gesamt-B-Zellen (C) und CCR6 Gesamt-B-Zellen (D) ist inafgigkeit von

der Therapie gezeigt. Kon, gesunde Kontrollen; ohne, unbehandelte RA-Patienten; Basis, Patienten,
die nur Basistherapie (NSAR) und Blocker, die TNF-Blocker und NSAR erhalten.

Auf den Anteil von CXCR4- und CXCR5-positiven B-Zellen hat die Therapie einen Einfluss.
Der Anteil der CXCR4-positiven Plasmazellen zeigte eine signifikante Reduktion (p = 0,0357%)
bei Patienten, die mit der Kombination aus TNF-Blockern und NSAR behandelt wurden, im Ver-
gleich zu den Patienten, die eine Basistherapie erhalten (s| Abb. 4.22(B)). Der Anteil der CXCR5-
positiven Gesamt-B-Zellen sinkt signifikant (p = 0,0313*) bei den Patienten, die mit der Kom-
bination behandelt wurden, im Vergleich zu den Patienten, die nur die Basistherapie erhalten (s.
Abb.[4.22 (C)). Zu den Patienten ohne Behandlung sind keine Unterschiede nachweisbar.

4.5.7 Darstellung der ver anderten Anteile Chemokinrezeptor-positiver
B-Zellen bei Patienten

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Hetedtgeiter Anteile der
Chemokinrezeptor-tragender B-Zellen bei RA- und SLE-Patientdrehist, vahrend die ge-
sunden Kontrollen oder OA-Patienten homogener erscheinen (s[ Abb. 4.23). Bei RA-Patienten
wurden weniger B-Zellen nachgewiesen, die CXCR4 und CXCR5 Chemokinrezeptoren tra-
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Abbildung 4.23Vergleich der Chemokinrezeptor-tragenden B-Zellen von PatienterEs
sind die Anteile der Chemokinrezeptor-tragenden Gesamt-B-Zéitegesunde Kontrollen (A), RA-
Patienten (B), OA-Patienten (C) und SLE-Patienten (D) gezeigt. CXCR8Bwache" Expression
CXCR3; CXCR3h,,hohe" Expression CXCR3.

gen, die @ir das Einnistenhoming der Zellen in sekur@ren lymphatischen Organen wichtig
sind. Dafir nahm der Anteil der B-Zellen, die einohe* Expression von CXCR3 haben, zu.
CXCR3,hohe" Expression wurde bei den gesunden Kontrollen nur mit einem geringen Anteil
gezeigt. CXCR3 beeinflusst die Wanderung von Zellen iniendete Gewebe.

Bei SLE-Patienten ist der Anteil der CXCR4-positiven B-Zellen in allen Subpopulationen mit
Ausnahme der Plasmazellen reduziert. Eine Reduktion bei den CXCR5-positiven B-Zellen ent-
spricht denen der RA-Patienten. Bei den OA-Patienten kommt es zu einer Zunahme des Anteils
CXCRb5-positiver B-Zellen (s. Abb. 4.23).
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4.5.8 Abh angigkeiten der Expression verschiedener Chemokinrezeptoren

untereinander

Die Verteilung der Chemokinrezeptoren CXCR3 und CXCRS5 auf B-Zellen in den Subpopulatio-
nen wurden als Doppeéifbungen in Durchflusszytometrischen-Analysen untersucht. Bei dieser
Farbung wurden die B-Zellen in den Subpopulationen bestimmt, die beide Chemokinrezeptoren
auf der Oberfiche expremieren. Diese Untersuchung soll Aufschilies die Subpopulationen
geben, die durch die vénderten Anteile an Chemokinrezeptor-tragenden B-Zellen beeinflusst
werden.

Gedachtnis Plasma-
B-Zellen zellen
A 5 03%| 01%
. b Kon
T1g0 9100 o7 102 103 10t
™ o . 01 %
m o4 o
§<) - =y RA
O =r o]
52100 9100 ol 102 108 10t
o . 0.1 %
9100”'”;@” 102 108 10t 9100 ol 102 108 10
CXCR5 >

Abbildung 4.24:Verteilung der doppelt positiven Zellen in den SubpopulationenTy-
pisches Bild der Verteilung der CXCR3 und CXCRS5 positiven B-Zellen in den Subpopulationen.
Obere Zeile bei einer gesunden Kontrolle, untere Zeilen bei RA-Patienten.

Die Untersuchung wurde an einer kleinen Gruppe von sechs RA-Patienten und drei gesunden
Kontrollen durchgdihrt. Doppelt positive B-Zellen waren in der Subpopulation der&sht

nis B-Zellen nachweisbar (s. Aijb. 4]24). Die geringe Probenzahl und die Schwankungen in den
Anteilen lassen keine eindeutige Aussédper eine veinderte Expression der beiden Chemokin-
rezeptoren in den Subpopulationen bei den RA-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen
Zu.
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Um die Deregulation der Chemokinrezeptor-tragenden B-Zellen zu untersuchen, wurde analy-
siert, ob die Zunahme des Anteils der CXCRi®ch" expremierenden Zellen, mit der Reduktion
der Anteile CXCR4- und CXCR5-positiven B-Zellen korreliert.
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Abbildung 4.25:Vergleich der CXC-Chemokinrezeptor-tragenden B-Zellen von RA-
Patienten.Es sind die Anteile der Chemokinrezeptoren CXCR3-, CXCR4- und CXCR5-tragenden
Zellen in allen B-Zell-Subpopulationen bei RA-Patienten gezeigt.

Die Analyse der Korrelation wurdaif 15 RA-Patienten durchgéfrt. Die Reduktion des An-

teils der CXCR5-expremierenden Gesamt-B-Zellen korreliert (Korrelationskoefizient r = -0,5475,
p =0,0282* nach Pearson) mit der Zunahme des Anteils CX@R8h" expremierenden Gesamt-
B-Zellen (s. Abb[4.25 unf 4.26). Die Korrelation ist deutlich in der Subpopulation der naiven
B-Zellen (Korrelationskoefizient r = -0,70505, p = 0,0023** nach Pearson). Es konnte keine Kor-
relation fir Gedachtnis B-Zellen und Plasmazellen nachgewiesen werden. Die Reduktion des
Anteils CXCR4-expremierenden B-Zellen korreliert nicht mit der Zunahme des Anteils CXCR3
,hoch" expremierenden B-Zellen (s. Alhb. 4.25 {ind 4.26).

4.6 Einfluss der Chemokinrezeptor Expression auf die

Wanderung von B-Zellen

Die Expression des Chemokinrezeptoren kann auch nicht funktionell sein, d.h. der Rezeptor ist
auf der Oberfiche, aber die Zelle wandert nicht auf die Chemokin-Signale zu. Uiberpiifen,

ob der ldhere Anteil der CXCR3- bzw. der reduzierte Anteil der CXCR4-tragenden B-Zellen Ein-
fluss auf das Wanderungsverhalten der Zellen hat, wurde die Wanderung auf die entsprechenden
Chemokine CXCL12 bzw. CXCL10 getestet. Es wurde eine konzentratioasglge Wanderung

von B-Zellen auf die Chemokine CXCL10 und CXCL12 beobachtet.
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Abbildung 4.26Korrelation der CXC-Chemokinrezeptor-tragenden B-Zellen von RA-
Patienten. Es sind die Anteile der Chemokinrezeptoren CXCR3, CXCR}if griin (A-B) und
CXCRS5 (0) in rot (C-D) tragenden Zellen der RA-Patienten und die Linearregessiotid Werte
gezeigt. Gesamt-B-Zellen (A und C) und naive B-Zellen (B und D).
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Abbildung 4.27:Konzentrationsabhangige Wanderung der B-Zellen auf Chemokine.
Wanderungsverhalten von B-Zellen aus RA-Blut auf CXCL10 (A) und CXCL12 (B).
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Abbildung 4.28:Verteilung CXCR4-positiver B-Zellen vor und nach Migration. Anteil
CXCR4-positiver Gesamt-B-Zellen aus RA-Blut vor Migration (A), gewanderte B-Zellen (B).

Es wanderten vor allem die CXCR4-positiven B-Zellen; es kam zur Anreicherung dieser Fraktion
in der unteren Kammer im Versuchsansatz, die das Chemokin enthielt. Daraus kann geschlos-
sen werden, dass die Reduktion des Anteils CXCR4-positiver B-Zellen einen Einfluss auf das
Wandern der Zellen hat.

~ <
] 2
21,8% 20,2%
(‘Uo_ . l')o_ -
R - -
o [
[= 3% =5
D -
O ‘—21 -—91"
E |
| (=) o
=] g e e 0 i ) TS 4
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
CXCR3——™

Abbildung 4.29:Verteilung CXCR3-positiver B-Zellen vor und nach Migration. Anteil
CXCRS3-positiver Gesamt-B-Zellen aus RA-Blut vor Migration (A), gewanderte B-Zellen (B).

Beide CXCR3-positiven B-Zell-Fraktionen wandern im Migrations-Test. Es konnte keine
Veranderung im Verdltnis der beiden Fraktionen zueinander durch das Wandern der B-Zellen
gezeigt werden. In der unteren Kammer wurden die gleichen Anteile der beiden Fraktionen
nachgewiesen wie in der Ausgangsprobe. Dieser Versuch zeigt, dass die Hochregulation von
CXCR3 keinen Einfluss auf das Wanderungsverhalten der B-Zellen hat.





