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Abktrzungen

AID - activation induced cytidine deaminase

APRIL - a proliferation inducing ligand

BAFF- B cell activating factor

BALB/c — im Labor geziichtete Albino-Maus-Linie
BCMA - B cell maturation protein

BCR - B cell receptor

BLyS - B lymphocyte costimulator,

CD - cluster of differentiation

CDR — complementarity-determining region

CFSE — carboxyfluorescein succinimidyl ester

ELISA - enzyme linked Immuno sorbent assay
ELISpot Assay- enzyme linked Immuno spot assay

Fc — fragment crystallizable

Fab — fragment antigen binding

HLA — human leukozyte antigen

Ig- immunglobulin

ITIM - immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
ITAM - immunoreceptor tyrosine-based activation motif
MDC — myeloid dendritic cell

PBMC — peripheral blood mononuclear cells

PCR - polymerase chain reaction

SCID - severe combined immunodeficiency

SLE — systemischer Lupus erythematodes

SLEDAI — systemic lupus erythematosus disease activity index
TACI -transmembran activator and calmodulin interactor
TLR — Toll-like receptor

TTC-Tetanus Toxoid Fragment C

V-Gen - variable gene



1. Einleitung

Im Laufe der letzten Jahre hat sich die Einstellung zur Rolle der B-Lymphozyten in der
Pathogenese verschiedenster Autoimmunerkrankungen deutlich gewandelt. Wéahrend
bisher angenommen wurde, dass B-Lymphozyten nur bei einer Gruppe von
antikdrpervermittelten Autoimmunerkrankungen eine Rolle spielen, liegen nun
Hinweise vor, die eine Bedeutung von B-Lymphozyten bei der Pathogenese der
rheumatoiden Arthritis, Sklerodermie und sogar des Diabetes mellitus nahe legen
(Baroni et al., 2006; Brodie et al., 2008; Wong et al., 2004; Xiu et al., 2008). Neben der
Sekretion von Autoantiktrpern, ist dabei vor allem die Rolle als antigenprasentierende
Zelle, welche eine Aktivierung autoreaktiver T-Lymphozyten herbeifiihren kann, in den
Mittelpunkt des Interesses gerlckt. Es folgte der Einsatz B-Zell-depletierender
monoklonaler Antikorper, wie Rituximab, die eigentlich zur Therapie von B-Zell-
Lymphomen entwickelt wurden, im Rahmen klinischer Studien an Patienten mit
verschiedenen Autoimmunerkrankungen. Im Gegensatz zu Patienten mit rheumatoider
Arthritis wurden die hohen Erwartungen, hinsichtlich der Therapie des SLE, in ersten
placebokontrollierten randomisierten Studien bislang nicht erfillt, obwohl es
mittlerweile grof3e Fallserien gibt, die den Erfolg von Rituximab in der SLE-Therapie
nahelegen (Anolik et al., 2004; Lu et al., 2009). Es liegen nur unzureichende
Erfahrungen zum Thema der Rekonstitution des B-Zellrepertoires nach Depletion vor.
Erkenntnisse, die durch Studien autoreaktiver B-Zellen in verschiedenen Tiermodellen
gewonnen wurden, deuten auf eine Expansionsneigung derselben nach Beseitigung
konkurrierender nicht-autoreaktiver B-Lymphozyten hin (Ekland et al., 2004; Knoechel
et al., 2005). Eine mogliche Ursache kdnnten erhdhte BAFF-Spiegel sein, die nach B-
Zell-Depletion gemessen werden (Cambridge et al., 2007), denn BAFF unterstiitzt das
Uberleben autoreaktiver B-Zellen (Thien et al., 2004).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeiten decken in vier Abschnitten (2.1.-2.4.) einige
Ursachen fiir das nur begrenzte Ansprechen vieler SLE-Patienten auf konventionelle
aber auch experimentelle, B-Zell-gerichtete Therapien auf. Sie machen deutlich, dass
der Pool antigenerfahrener B-Zellen, welcher alle Voraussetzungen zur
Antigenprasentation, raschen Differenzierung und Antikorpersekretion erfillt und eine
Vielzahl autoreaktiver Spezifitdten in sich birgt, trotz immunsuppressiver Therapie bei
Patienten mit SLE oft nicht ausreichend beeinflusst wird, was haufig mit
Therapieversagen einhergeht. Hinzu kommt eine aberrante, polyklonale Aktivierung
der B-Zellen, insbesondere im Rahmen von Erkrankungsschiben, die durch ein
Ungleichgewicht B-Zell-aktivierender und —inhibierender Faktoren entsteht und die
Fehlfunktion peripherer B-Zell-Toleranzmechanismen verstarken kann. Abschlieend

werden innovative B-Zell-modulierende Therapieoptionen vorgestellt und diskutiert.



2. Eigene Arbeiten

2.1. Charakterisierung peripherer B-Zell-Subpopulationen von Patienten
mit SLE

Der systemische Lupus erythematodes (SLE) ist ein Prototyp systemischer
Autoimmunerkrankungen. Im Gegensatz zur rheumatoiden Arthritis, ist die
pathogenetische Schlisselrolle der B-Zellen und Plasmazellen durch eine Vielzahl
tierexperimenteller Studien und Untersuchungen an Patienten mit SLE seit Jahren
belegt (Dorner et al., 2009; Hostmann et al., 2008; Jacobi and Diamond, 2005). Im
Mittelpunkt steht dabei eine Verschiebung des Gleichgewichtes von antigennaiven und
antigenerfahrenen B-Zellsubpopulationen, zugunsten der letzteren (Dorner et al., 2009;
Jacobi et al., 2000; Jacobi et al., 2003; Jacobi et al., 2008b). Diese wird beispielsweise
durch verschiedene B-Zell-extrinsische Faktoren, wie z.B. Zytokine oder co-
stimulatorische Signale (Dorner et al., 2009; Jacobi and Diamond, 2005) oder durch
genetische Polymorphismen verschiedener, fir die Regulation der B-Zell-Aktivierung
wichtiger Strukturen oder Enzyme, hervorgerufen (Harley et al., 2006; Tsuchiya et al.,
2006). Dieses Ungleichgewicht mit einer Dominanz antigenerfahrener B-Zellen, welche
Gedéachtnis-B-Zellen und antikdrpersezernierende Zellen umfassen, wird weiter durch
die nur geringe Empfindlichkeit dieser B-Zell-Subpopulationen auf nahezu alle bisher
etablierten aber auch weitere, bisher noch experimentelle Therapiestrategien, verstarkt
(Dorner et al., 2009; Jacobi et al., 2008a; Jacobi et al., 2010a). Die ausgepragte
Aktivierung von B-Zellen bei Patienten mit SLE hat auch die kontinuierliche
Differenzierung zu antikérpersezernierenden Zellen zur Folge, was mit einer spontanen
Ig-Sekretion einhergehen kann (Dar et al., 1988; Saiki et al., 1985). Wie eigene
Untersuchungen an PBMC von SLE-Patienten zeigten, haben neben Zytokinen und co-
stimulatorischen Signalen auch Hormone, wie Prolaktin, bereits in physiologischer oder
leicht erhdhter Konzentration Einfluss auf die Ig-Sekretion von SLE-B-Zellen (Jacobi et
al., 2001).

Im Folgenden sollen zunachst flinf Arbeiten vorgestellt werden, die zum Ziel hatten, die
B-Zell-Subpopulationen im peripheren Blut von SLE-Patienten zu charakterisieren und
zu untersuchen, ob ihrem Monitoring eine Rolle in der Diagnostik und

Therapieliberwachung von SLE-Patienten zukommt.



2.1.1. B-Zellen im peripheren Blut eines SLE-Patienten weisen hochmutierte V-

Gene auf

Enhanced mutational activity and disturbed selection of mutations in V,; gene
rearrangements in systemic lupus erythematosus.

Jacobi AM, Hansen A, Burmester GR, Ddrner T, Lipsky PE.
Autoimmunity. 2000;33 (1):61-76.

Die somatische Hypermutation ist ein bedeutender Mechanismus des adaptiven
Immunsystems. Durch das Enzym ,Activation Induced Cytidine Deaminase“ (AID)
kommt es zum Austausch von Basenpaaren, die einen Austausch von Aminosauren im
Bereich der Antigenbindungsstellen des B-Zell-Rezeptors und somit eine Erhéhung der
Affinitat fir ein bestimmtes Antigen mit sich bringen kénnen. Pradilektionsstellen fiir
diesen in Keimzentren ablaufenden Prozess finden sich im Bereich der variablen (V)
Gen-Abschnitte der Immunglobulin-Gene. Antigenerfahrene Gedachtnis-B-Zellen

weisen somatische Mutationen ihrer V-Gene auf.

Gen-Analysen einzelner aus dem peripheren Blut eines SLE-Patienten und normaler
Kontrollen isolierter CD19-positiver B-Zellen erbrachten signifikante Unterschiede in
der Mutationsfrequenz  und dem Anteil mutierter Schwerkettengene am
Gesamtrepertoire, vereinbar mit einer Dominanz von Gedéachtnis-B-Zellen bzw.
antigenerfahrenen B-Zellen im peripheren Blut der Patienten (Jacobi et al., 2000).
Wahrend ca. 90% der von Lupus-B-Zellen produktiv rearrangierten Schwerkettengene
mutiert waren, wiesen lediglich 40% der B-Zellen normaler Kontrollen mutierte,

produktiv rearrangierte Schwerkettengene auf.

Im Bereich der variablen Ig-Gen-Abschnitte finden sich sogenannte ,Hotspots® der

somatischen Hypermutation, welche einen Angriffspunkt fiir die AID darstellen.

Obwohl sich das Targeting dieser ,Hotspots* im Falle des untersuchten SLE-Patienten
nicht von dem gesunder Kontrollen unterschied, deutet doch das erhdhte Verhaltnis
von Austausch-(R) /stummen (S) Mutationen im Bereich der Genabschnitte, die die
Antigen-Bindungsstellen kodieren (CDR, complementarity determining region), auf eine

positive Selektion affinitatsgereifter, antigenerfahrener B-Zellen hin.



2.1.2. Im peripheren Blut von SLE-Patienten finden sich Plasmazellen mit

hochmutierten V-Genen

Disturbed peripheral B lymphocyte homeostasis in systemic lupus
erythematosus.

Odendahl M, Jacobi AM, Hansen A, Feist E, Hiepe F, Burmester GR, Lipsky PE,
Radbruch A, Dorner T.

J Immunol, 2000, 165: 5970-5979.

Unter Einsatz fluoreszenzmarkierter Antikorper zur durchflusszytometrischen
Phéanotypisierung und Differenzierung von B-Zell-Subpopulationen im peripheren Blut
von SLE-Patienten lieBen sich weitere Erkenntnisse gewinnen, die das
Ungleichgewicht antigenerfahrener und antigennaiver B-Zellen bestétigten (Odendahl
et al., 2000). Im Rahmen der durchflusszytometrischen Untersuchungen wurde ein
Antikdrper gegen CD27 zur Differenzierung antigennaiver (CD27-negativer) und
antigenerfahrener (CD27-positiver) B-Zell-Subpopulationen verwendet, basierend auf
den Ergebnissen vorangegangener Untersuchungen von Klein und Agematsu
(Agematsu et al., 2000; Klein et al., 1998), die CD27 als Marker flr Gedachtnis-B-

Zellen etabliert hatten.

Initial fiel eine bei gesunden Kontrollen nicht nachweisbare Subpopulation
CD277"CD20" Zellen, mit einem Plasmazell-Phanotyp im peripheren Blut mancher SLE-
Patienten auf. Die weiterfihrende Charakterisierung dieser Plasmazellen mittels V-
Gen-Analyse zeigte, dass CD27"*CD20" Plasmazellen im Wesentlichen hochgradig
mutierte Schwerkettengene aufwiesen. Erwadhnenswert ist auch die Klonalitat einiger
dieser hochmutierten Schwerkettengene. Obwohl unter Verwendung der Single-Cell-
PCR-Technik das rearrangierte Leichtkettengen in dem konkreten Fall nicht amplifiziert
werden konnte, und die Spezifitat der klonalen Plasmazellen demzufolge nicht zu
ermitteln war, ist in Anbetracht der Klonalitdt und der hohen Mutationsfrequenz sowie
des Mutationsmusters von einer antigenabhéngigen Affinitatsreifung der analysierten
Plasmazellen auszugehen. In Hinblick auf die zum Untersuchungszeitpunkt aktive
Erkrankung des SLE-Patienten, erschien die Expansion eines autoreaktiven Klons in

der Plasmazell-Subpopulation in diesem Fall sehr wahrscheinlich.

Patienten mit aktiver Erkrankung wiesen eine signifikant hohere Frequenz
CD27"CD20° Plasmazellen auf als inaktive Patienten, und erste
Verlaufsbeobachtungen zeigten, dass CD27-positive Gedachtnis-B-Zellen unter
immunsuppressiver Therapie in ihrer Frequenz anstiegen, wéahrend die als

Plasmazellen charakterisierte Subpopulation abfiel.



2.1.3. Die Frequenz der Plasmazellen im peripheren Blut von SLE Patienten

korreliert mit der Krankheitsaktivitat

Correlation between circulating CD27high plasma cells and disease activity in
patients with systemic lupus erythematosus.

Jacobi AM, Odendahl M, Reiter K, Bruns A, Burmester GR, Radbruch A, Valet G,
Lipsky PE, Dérner T.
Arthritis Rheum. 2003 May;48(5):1332-42.

Weiterfuhrende Analysen an 60 Patienten mit SLE zeigten, dass CD277CD20
Plasmazellen mit der Krankheitsaktivitat korrelieren (Jacobi et al., 2003). Zudem war
eine Assoziation mit verschiedenen Autoantikbrpern im Serum der Patienten
nachweisbar. Multiple Regressionsanalysen erbrachten, dass neben Haut- und
Schleimhautmanifestationen, IgG-Antikdrper gegen Doppelstrang-DNS und die
Frequenz der CD27""CD20" Plasmazellen im peripheren Blut der Patienten in der Lage
waren, zwischen Patienten mit hoher Krankheitsaktivitdat (SLEDAI=8) und geringerer
Aktivitat zu diskriminieren. Die untersuchte CD27"*CD20" Plasmazell-Subpopulation
wurde daraufhin als zellularer Parameter fir Verlaufsuntersuchungen im Rahmen

klinischer Studien durch die ,Food and Drug Administration“ empfohlen.



2.1.4. Identifikation und Charakterisierung CD27-negativer Gedachtnis-B-Zellen im

peripheren Blut von SLE-Patienten

Activated memory B cell subsets correlate with disease activity in systemic
lupus erythematosus. Deliniation by expression of IgD, CD27, and CD95.

Jacobi AM, Reiter K, Mackay M, Aranow C, Hiepe F, Radbruch A, Hansen A,
Burmester GR, Diamond B, Lipsky PE, Dorner T.

Arthritis Rheum. 2008 Jun;58(6):1762-73.

Weiterfuhrende durchflusszytometrische Analysen an peripherem Blut von SLE-
Patienten bestatigten die bereits durch mehrere Gruppen beschriebene verstarkte
Expression von CD95 auf B-Zellen von SLE-Patienten (Bijl et al., 2001; Huck et al.,
1998). CD95 wird auch bei gesunden Kontrollen auf Gedachtnis-B-Zellen exprimiert.
Auffallend war, dass die Expression von CD95 auf den B-Zellen der SLE-Patienten
uber die bis dahin als Gedachtnis-B-Zellen klassifizierten Subpopulationen (CD277,
(Klein et al., 1998)) hinausging. Parallel durchgefuhrte Analysen der IgD-Expression
bei 40 SLE-Patienten zeigten eine CD271gD" B-Zell-Subpopulation, die
interessanterweise mit der vermehrten Expression von CD95 auf CD27-negativen,
mutmallich naiven B-Lymphozyten assoziiert war (Jacobi et al., 2008c).

Wahrend eine Expansion CD2771gD" B-Zellen auch bei einigen Patienten mit
Infektionen (z.B. Pneumokokken-Pneumonie) nachweisbar war, beschrénkte sich die
Expression von CD95 auf CD27-negativen B-Zellen auf Patienten mit SLE.

Um diese Ergebnisse zu bestatigen und deren Zusammenhang zu analysieren, wurden
weitere 40 SLE-Patienten mit variablem genetischem Hintergrund mittels Multi-
Parameter-Durchflusszytometrie untersucht. Ergdnzend wurden auch V-Gen-Analysen
der zu charakterisierenden CD27-negativen-B-Zell-Subpopulatioenen bei drei
Patienten durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigten den postulierten
Gedachtnis-Zell-Charakter CD95-positiver CD27°1gD™ B-Zellen, basierend auf mutierten
Schwerkettengenen und stattgehabtem Ig-Klassenwechsel, wahrend sich nicht alle

CD95-negative CD271gD” B-Zellen als Gedachtnis-B-Zellen klassifizieren lie3en.

Bisher nicht publizierte Ergebnisse weiterflihrender Real-Time-PCR-Untersuchungen
an zwei SLE-Patienten und einer gesunden Kontrolle zeigten, dass im Vergleich mit
anderen B-Zell-Subpopulationen im peripheren Blut vor allem CD95-negative CD27
IgD" B-Zellen AID exprimieren. Dabei liegt die Expression zehnfach tber der der
klassischen CD27°IgD" Post-Switch-Gedachtnis-B-Zellen. Auch im Falle eines
gesunden Spenders fand sich eine 50-fach Uber der der CD27*IgD" B-Zellen liegende
AID-Expression durch CD27°1gD" B-Zellen. Diese Ergebnisse legen nahe, dass CD27"
IgD" B-Zellen einen engen Bezug zu Keimzentrums-B-Zellen aufweisen. Erste
Ergebnisse von Proliferations-Assays nach Isolierung und in vitro Stimulation

unterschiedlicher B-Zell-Subpopulationen gesunder Kontrollen zeigen zudem, dass ein
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Teil der CD27IgD” B-Zellen im Falle der Inkubation mit verschiedenen Stimuli, wie z.B.
CPG, IL-2, IL-10, IL-21 und anti-lIg, ein starkeres Proliferationsverhalten aufweist als
CD27" Gedachtnis-B-Zellen und wie diese nach wenigen Tagen in
antikdrperproduzierende Zellen differenzieren kann. Weitere funktionelle Analysen sind
notig, um Schlussfolgerungen zur Genese und Rolle CD27°'IgD™ B-Zellen bei Patienten
mit SLE ziehen zu kdnnen. Mdoglicherweise ist der Nachweis dieser Population im
peripheren Blut mit einer Aktivierung des Immunsystems und vermehrten B-Zell-
Differenzierung in Keimzentren assoziiert. Wobei die Besonderheit des Uberlebens
CD95-positiver CD27'1gD'B-Zellen im Falle der SLE-Patienten auf die Anwesenheit
bestimmter Zytokine oder Genpolymorphismen, die eine Apoptose dieser Zellen
verhindern, zurUckzufuhren sein koénnte. Die Frequenz CD95-positiver CD27’1gD™ B-
Zellen im peripheren Blut der SLE-Patienten Korrelierte signifikant mit der
Krankheitsaktivitat, und die absolute Anzahl dieser Zellen war signifikant héher bei

Patienten mit Komplementverbrauch.

Des Weiteren erbrachte eine vorlaufige Subanalyse von 17 Patienten, dass Lupus-
Patienten mit erhdhter Serum-BAFF-Konzentration einen hoheren Anteil CD95-
positiver B Zellen in der CD271gD" Subpopulation aufweisen (p=0.05). Ob es
tatsachlich eine signifikante Assoziation von BAFF und der Prasenz CD95-positiver
CD27'1gD" B-Zellen im peripheren Blut von SLE-Patienten gibt, wird derzeit durch die
Fortsetzung der begonnenen Studien untersucht.

Von groRem Interesse in Hinblick auf die Entwicklung innovativer Therapiestrategien ist
die Frage, ob autoreaktive B-Lymphozyten T-Zell-vermittelt oder T-Zell-unabhangig
aktiviert werden, proliferieren und schlie3lich in autoantikdrpersezernierende Zellen
differenzieren. Es ist unklar, ob sich ein bestimmter Weg der B-Zell-Aktivierung und -
Differenzierung auch in einem definierten Gedachtnis-B-Zell-Phanotyp niederschlagt.
Funktionelle Analysen zur Untersuchung der Spezifitat von Gedéachtnis-B-Zellen mit
unterschiedlichem Phanotyp werden diesbeziiglich weiterhelfen.

Der exakte Differenzierungsweg und die Spezifitat CD27""CD20" Plasmazellen, die im
peripheren Blut von SLE-Patienten vermehrt nachweisbar sind, und deren Frequenz
mit der Krankheitsaktivitat korreliert ist, sind bisher nicht weiterfihrend untersucht
worden. V-Gen-Analysen und die Expression der rearrangierten B-Zell-Rezeptoren
bzw. Immunglobuline in reprasentativem Umfang sind sehr teuer und zeitaufwandig.
Aus diesem Grunde wird derzeit die Optimierung von ELISPOT-Assays
vorangetrieben. Zellen mit einem Plasmazellphanotyp kénnen direkt ex vivo auf die
Antigen-beschichteten ELISPOT-Platten sortiert und somit funktionell untersucht
werden. Bisherige auf diesem Wege vorgenommene Analysen an 5 SLE-Patienten
zeigten, dass zwischen 42-81% der CD27"*CD20" Zellen spontan Immunglobuline
sezernieren. Interessanterweise ist oft IgA, wie im Falle des bereits publizierten
Beispiels, der dominante Isotyp (Jacobi et al., 2003).
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2.1.5. Beider Mehrheit der CD27""CD20" Zellen im peripheren Blut von SLE

Patienten handelt es sich um HLA-DR** Plasmablasten

HLA-DR"9"/CD27"9" plasmablasts indicate active disease in patients with SLE.

Jacobi AM, Mei H, Hoyer BF, Mumtaz IM, Thiele K, Radbruch A, Burmester GR,
Hiepe F, Dérner T.
Ann Rheum Dis. 2010 Jan;69(1):305-8.

Eine weiterfihrende Analyse des Phanotyps CD27*"CD20" Plasmazellen im peripheren
Blut von 25 Lupus Patienten erbrachte, dass der Grof3teil derselben stark HLA-DR-
positiv war (Jacobi et al., 2010a). Dies traf insbesondere flir Patienten mit einer aktiven
Erkrankung zu. Der Anteil HLA-DR™ Zellen am Plasmazell-Pool korrelierte signifikant
mit der Krankheitsaktivitdt (SLEDAI) und den Doppelstrang-DNS-Antikorper-Titern im
Serum. Ahnlich wie Patienten mit aktivem SLE weisen gesunde Kontrollen sechs Tage
nach Tetanus-Immunisierung CD27°"CD20° Plasmazellen im peripheren Blut auf
(Odendahl et al., 2005). Diese sind nur zum Teil tetanusspezifisch. Interessanterweise
weisen die tetanusspezifischnen CD27"*CD20" Zellen eine besonders hohe HLA-DR-
Expression auf, was in diesem Zusammenhang nahe legt, dass eine starke HLA-DR-
Expression als Zeichen einer kirzlich stattgehabten Differenzierung gewertet werden
kann. Diese Theorie wird auch durch Ergebnisse von Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen unterstitzt (z.B. (Piskurich et al., 2000). Dies legt folglich nahe, dass
insbesondere der Nachweis frisch generierter HLA-DR™ CD27"CD20" Plasmablasten
im peripheren Blut von SLE-Patienten mit einer erhdhten Krankheitsaktivitat und dem

serologischen Nachweis von IgG-Antikdérpern gegen Doppelstrang-DNS assoziiert ist.

Obwohl in einem bisher analysierten Patienten die Frequenz der anti-dsDNS-
antikorpersezernierenden Zellen vom IgG-Isotyp in der HLA-DR™CD27""CD20
Plasmablasten-Subpopulation mehr als doppelt so hoch war, wie in der HLA-DR-
negativen, mussen weitere funktionelle Analysen folgen, um zu klaren, ob es sich
dabei um den generellen Trend oder einen Einzelfall handelt. Interessanterweise
waren, anders als bei gesunden Kontrollen, auch im Knochenmark zweier bisher
diesbeziiglich analysierter SLE-Patienten HLA-DR*™CD27"*CD20" Plasmablasten
nachweisbar (Jacobi et al., 2010b). Diese Ergebnisse suggerieren eine Migration der
kontinuierlich produzierten Plasmablasten bzw. frisch generierten Plasmazellen in das

Knochenmark bei Patienten mit SLE.
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Zusammenfassend finden sich im peripheren Blut von Patienten mit SLE vor allem

folgende B-Zell-Subpopulationen:

1) CD271gD*CD38""CD10*IgM" transitionale B-Zellen

2) CD27'1gD*CD38'CD101gM" naive B-Zellen

3) CD271gD'CD95"CD10 Gedachtnis-B-Zellen mit aktiviertem Phanotyp
4) IgM*CD27*1gD*""CD38 Gedachtnis-B-Zellen

5) IgM'IgD'CD27"CD38" Post-Switch-Gedachtnis-B-Zellen

6) CD27"*CD20°CD38""HLA-DR"" Plasmablasten

Die Subpopulationen 3 und 6, die bei Gesunden im Wesentlichen nicht nachweisbar
sind, korrelieren mit der Krankheitsaktivitat und dem Anti-dsDNS-Antikdrper-Titer der
SLE-Patienten (Jacobi et al., 2010a; Jacobi et al., 2003; Jacobi et al., 2008b; Odendahl
et al., 2000). Subpopulation 4 (IgM"CD27*1gD*"CD38) ist hingegen im peripheren Blut
von SLE-Patienten deutlich vermindert (Wehr et al., 2004), was wahrscheinlich durch
eine erhdhte Bereitschaft dieser Zellen zum Ig-Klassenwechsel bedingt ist. Die
deutliche, teilweise durch die Therapie verstarkte Verminderung naiver B-Zellen im
peripheren Blut von SLE-Patienten fihrt auBerdem zu einer relativen Expansion der
transitionalen B-Zellen (Subpopulation 1) sowie der Post-Switch-Gedachtnis-B-Zellen

(Subpopulation 5).

Die bisher noch nicht publizierten Ergebnisse weiterer Analysen zeigen, dass CD27
IgD" B-Zellen aus dem peripheren Blut von SLE-Patienten AID (Activation-induced
cytidine deamine) exprimieren, und dass ein Teil dieser Zellen sich durch eine hohe
Proliferationsbereitschaft und Differenzierung in IgG-sezernierende Zellen nach
Inkubation mit CPG und anti-lg, IL-2, IL-10 oder IL-21 auszeichnet. Diese
Beobachtungen legen nahe, dass CD27'IgD" B-Zellen aus dem peripheren Blut von
SLE-Patienten Merkmale von Keimzentrums-B-Zellen aufweisen und somit Ausdruck
einer gestdrten Regulation terminal angesiedelter Mechanismen der B-Zell-Toleranz
sein kénnten. Ahnlich verhdlt es sich mit den CD27*CD20°CD38" HLA-DR""
Plasmablasten, die unter anderem Autoantikrper sezernieren und ein therapeutisches

Target darstellen (Jacobi et al., 2010a).

Kurzlich zur Publikation eingereichte Verlaufsuntersuchungen an 20 Patienten mit SLE,
die sich wegen eines Schubes ihrer Erkrankung einer Endoxan-Bolus-Therapie
unterziehen mussten, haben ergeben, dass CD27° Gedachtnis-B-Zellen eine
Resistenz gegentber Cyclophosphamid aufweisen, da ihre absolute Anzahl im
peripheren Blut im Gegensatz zu allen anderen B-Zellsubpopulationen nach
durchschnittlich drei bis sechs Monaten Therapie nicht signifikant absank (Dorner et
al., 2009).
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Antigenerfahrene B-Lymphozyten weisen, im Vergleich zu naiven B-Zellen, eine
niedrigere Aktivierungsschwelle auf. Es wurde beispielsweise gezeigt, dass humane
Gedachtnis-B-Zellen in der Milz sich allein durch IL-21-Exposition rasant in
Plasmazellen differenzieren lassen (Ettinger et al., 2007). IL-21 ist ein Zytokin, das
verstarkt durch TH17 Zellen sezerniert wird (Odegard et al., 2008). Deshalb ist es
vorstellbar, dass IL-21 zur Expansion von Plasmablasten im peripheren Blut von SLE-
Patienten beitrdgt, was die Notwendigkeit spat greifender, peripherer B-Zell-
Toleranzmechanismen bei der Unterdriickung der Autoantikdrpersekretion bei dieser
Erkrankung verdeutlicht.
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2.2. Mechanismen der B-Zell Toleranz und deren Versagen bei Patienten
mit SLE

Kurzlich wurde beschrieben, dass die Mechanismen der zentralen und peripheren B-
Zell-Toleranz bei Patienten mit SLE gestért sind (Yurasov et al., 2005), was zu einer
Expansion von autoreaktiven B-Lymphozyten im naiven B-Zellrepertoire fihrt.
Ungeklart ist bisher jedoch, ob diese Expansion hinsichtlich der Entwicklung
autoreaktiver Gedachtnis- und Plasmazellen von Bedeutung ist. Obwohl der
Mechanismus der Differenzierung autoreaktiver B-Zellen individuell unterschiedlich
aussehen kann (Jacobi and Diamond, 2005; Zhang et al., 2008b), ist das Versagen der
peripheren B-Zell-Toleranz-Mechanismen eine wesentliche Voraussetzung fur deren
Entwicklung (Abb. 1).

Antigen-abhéngig

Antigen-unabhangig Checkpoint

&

NG,

[l
Plasma-

Plasma-
blast

Aktivierung
BAFF, IL-21

Receptor Editing Anergie Deletion

Abb. 1 B-Zell-Reifung und -Differenzierung nach Antigenkontakt. Eine Vielzahl von
Checkpoints sorgen normalerweise flr die Beseitigung autoreaktiver B-Zellen. Rezeptor-
Editing, klonale Deletion, Anergie, Ausschluss autoreaktiver B-Zellen von der
Keimzentrumsreaktion, Fas-vermittelte Apoptose, FcyRIIb-induzierte Apoptose von Gedachtnis-
B-Zellen und Plasmazellen und viele bisher weniger ausfihrlich charakterisierte Mechanismen
kénnen bei Patienten mit SLE und anderen Autoimmunerkrankungen gestort sein. In der
Abbildung ist auch die Expression von CD22 und FcyRIIb im Laufe der B-Zell-Entwicklung
dargestellt. Unter anderem kommt diesen Rezeptoren eine regulatorische Rolle in Hinblick auf
die B-Zell-Aktivierung zu.

Im Rahmen von Krankheitsschiben kann es bei Patienten mit SLE zu einer
Verschlechterung bereits vorbestehender Defekte zentraler und peripherer B-Zell-

Toleranz-Mechanismen kommen (Yurasov et al., 2006), was insbhesondere im Hinblick
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auf die letzteren auf ein Ungleichgewicht von B-Zell-aktivierenden und —inhibierenden

Faktoren zurtickzufiihren ist (siehe Abb.2).

+ &

Antigen
Costimulation BCR-assoziierte Inhibitoren
CD40-CD154 FeyRllb (CD32)
CD86-CD28 CD22
CD80-CD28 CR1 (CD35)
CD27-CD70

FCRL-Molekiile?
Zytokine
IL-10 cD72?
1L-21
IL-6
IFNa Fas
BAFF

PD-1

TLR-Agonisten
DNS-haltige Immunkomplexe
Infektionserreger

weitere BCR-assoziierte Signalverstarker
CD79

CcD81

CD45

CD19

FeyRlla (CD32)

CR2 (CD21)

Abb. 2 B-Zell-aktivierende Faktoren (+) und -Regulatoren/-Inhibitoren (-). Das
normalerweise gesunde Gleichgewicht ist bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen gestort.
Krankheitsschibe kdnnen dieses Ungleichgewicht weiter verstarken.

Die im Folgenden vorgestellte Arbeit bestatigt das Vorhandensein peripherer B-Zell-
Toleranzmechanismen bei Patienten mit SLE, zeigt aber auch, dass Schibe der
Erkrankung, die in der Regel mit einer vermehrten B-Zell-Aktivierung und
-Differenzierung einhergehen, ein partielles Versagen dieser Toleranzmechanismen

bedingen kdnnen.

Phenotypic characterization of autoreactive B cells - checkpoints of B cell
tolerance in patients with systemic lupus erythematosus.

Jacobi AM, Zhang J,Mackay M, Aranow C, Diamond B.

PLoS one. 2009, Vol.4, Issue 6, e5776.

Durchflusszytometrische Untersuchungen einer dsDNS-reaktiven B-Zellsubpopulation
im peripheren Blut von 22 Patienten mit SLE identifizierten einen Toleranz-
Mechanismus, der jenseits der B-Zell-Aktivierung durch Antigen angesiedelt ist und
durch eine erhdhte Krankheitsaktivitat teilweise aufgehoben werden kann (Jacobi et al.,
2009). Wahrend die Frequenz dsDNS-reaktiver B-Lymphozyten sich wahrend der
Differenzierung der B-Zellen nach mutmalflichem Antigen-Kontakt nur bei einem von

sieben Patienten mit aktiver Erkrankung (SLEDAI>4) um >60% reduzierte, war eine
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solche Reduktion bei der Halfte aller Patienten mit weniger aktiver Erkrankung

nachweisbar.

Die Analysen, die sich ein dsDNS-Mimotop (DWEYSVWLSN) zunutze machten,
welches in der Lage ist, nach Polymerisierung murine oder humane B-Lymphozyten zu
binden (Newman et al.,, 2003; Rice et al., 2005; Zhang et al., 2008a) (Abb.3),
bestatigten auch das Vorliegen eines bisher nur bei einzelnen SLE-Patienten
beschriebenen Toleranzmechanismus. Dieser Uberwacht die Differenzierung
transitionaler B-Lymphozyten zu naiven B-Lymphozyten und ist bei SLE-Patienten mit
aktiver Erkrankung nur eingeschrankt wirksam ((Yurasov et al., 2006; Yurasov et al.,
2005)+Abb. 3).

In diesem Zusammenhang erscheint erwédhnenswert, dass unter Verwendung des
gleichen dsDNS-Mimotops kurzlich auch im Mausmodell ein vollig neuer Mechanismus
der peripheren B-Zell-Toleranz aufgedeckt wurde (Wang and Diamond, 2008). Auch
nach durchlaufener Keimzentrumsreaktion waren autoreaktive Pra-Plasmazellen der
Milz MAP-Mimotop-immunisierter BALB/c Mause offensichtlich in der Lage, ihre
Leichtketten Uber einen antigen(DNS)-abhangigen und IL-7-vermittelten Mechanismus
zu editieren und ihre autoreaktive Spezifitat somit abzulegen. Bislang wurde
angenommen, dass das Rezeptor-Editing oder die Revision des B-Zell-Rezeptors als

Toleranzmechanismus ausschlie3lich pra-naiven B-Zellen vorbehalten ist.

[y

Fluorochrom

Peptid

% T+ B-Zellen

e

0.01

transitional naive

Abb. 3. DWEYSVWLSN-Tetramer* und Frequenz Mimotop-Tetramer-bindender B-Zellen in
der transitionalen und naiven B Zell-Subpopulation von Patienten mit SLE. Dargestellt ist
die Frequenz Mimotop-Tetramer® (T") Zellen in der transitionalen und naiven B-Zell-
Subpopulation aus dem peripheren Blut dreier aktiver (orange, SLEDAI>4) und vier inaktiver
(blau, SLEDAI<4) SLE Patienten. SA= Streptavidin

*modifiziert nach Ying-Hua Wang
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2.3.  Analysen inhibitorischer Co-Rezeptoren des B-Zell-Rezeptors

Das BCR-Signal ist nicht nur von zentraler Bedeutung fiir die Entwicklung, Selektion
und Aktivierung der B-Lymphozyten, sondern auch fur die Differenzierung zu
Gedachtnis-B- oder Plasmazellen. Im Folgenden soll auf inhibitorische Co-Rezeptoren
des B-Zell-Rezeptors oder sonstige Oberflachenmolekiile mit inhibitorischem Potential
(siehe Abb. 2) eingegangen werden, da diese neben dem BCR von Interesse sind,
wenn es um die selektive Beeinflussung autoreaktiver oder die Inhibition
UberschielRend  aktivierter B-Zellen geht. Wie wichtig intakte B-Zell-
Toleranzmechanismen, insbesondere nach Durchlaufen der Keimzentrumsreaktion
sind, wird deutlich, wenn man bedenkt, dass selbst bei Gesunden ein relativ hoher
Prozentsatz des antigenerfahrenen B-Zell-Repertoires autoreaktiv sein kann (Tiller et
al., 2007).

2.3.1. Siglecs (Sialic-acid binding immunglobuline-like lectins)

Siglecs enthalten eine Ig-Doméne und binden Sialinsaure (Crocker et al., 2007). Auf
das auf B-Lymphozyten beschrankte Siglec-2 (CD22) soll hier naher eingegangen
werden. CD22 und alle CD33-dhnlichen Siglecs weisen ITIMs (Immunrezeptor
tyrosinhaltige inhibitorische Motive) in ihren zytoplasmatischen Anteilen auf, die eine
immunregulatorische Funktion dieser Molekile nahelegen. Eine solche Funktion ist
bisher nicht nur fir CD22 sondern auch Siglec-G nachgewiesen worden (Hoffmann et
al., 2007).

CD22 ist ein B-Zell-spezifisches Adhasionsmolekil und ein Co-Rezeptor des BCR. Im
Zuge der Expression von Oberflachen-lg und der damit verbundenen Fahigkeit,
Antigen zu binden, wird auf Pra-B-Zellen auch CD22 erstmals exprimiert. Verschiedene
Liganden, die a2,6-Sialinsdure als wesentlichen Bestandteil enthalten, sind
beschrieben worden (Kelm et al., 1994; Leprince et al., 1993; Pflugh et al., 2002;
Powell et al., 1993; Sgroi et al., 1993; Sjoberg et al., 1994; Stamenkovic et al., 1991).
Als BCR-Co-Rezeptor ist CD22 in der Lage, das BCR-Signal negativ zu beeinflussen.
Dies erfolgt durch die Rekrutierung der Tyrosine Phosphatase, SHP-1 (Src homology 2
domain-containing tyrosine phosphatase-1) oder die Interaktion mit SHIP (Src
homology 2 domain-containing inositol polyphosphate 5 phosphatase) (Hashimoto et
al., 1999; Poe et al, 2000) nach vorausgegangener Phosphorylierung des
zytoplasmatischen Tyrosin-Restes. Die durch CD22 verursachte Abschwachung des
Kalzium-Signals wird auf3erdem durch die SHP-1-abhangige Aktivierung der PMCA

(plasma membrane calcium ATPase) herbeigefuhrt (Chen et al., 2004).

B-Zellen von CD22-Knockout-Mausen zeigen sowohl in vivo als auch in vitro einen
aktivierten Phanotyp, reagieren aber auch empfindlicher auf apoptosevermitteinde
Signale, was ihr verkiirztes Uberleben erklart (Nitschke et al., 1997; O'Keefe et al.,
1996; Otipoby et al., 1996).
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CD22 reguliert die Oberflachenexpression von IgM und MHC-Klasse Il und spielt im
Mausmodell auRerdem eine Rolle bei der Erhaltung der Marginalzone. Diese
Funktionen sind abhéngig von zahlreichen Liganden, die bisher nicht vollstandig
identifiziert worden sind. Die Regulierung des BCR-Signals scheint dagegen
unabhéangig von diesen Liganden zu erfolgen (Nitschke et al., 1999; Poe et al., 2004),
was die Vielschichtigkeit der durch CD22 vermittelten Prozesse unterstreicht. Erst
kirzlich wurde die Existenz eines weiteren, bisher nicht identifizierten Liganden, der
auf dendritischen Zellen exprimiert wird und einen die B-Zell-Proliferation hemmenden

Einfluss hat, postuliert (Santos et al., 2008).

Fast alle bisher gesammelten Erfahrungen basieren auf tierexperimentellen
Untersuchungen. Erst kirzlich bot sich im Rahmen klinischer Studien zur
Untersuchung der Effektivitat und Sicherheit von Epratuzumab (humanisierter
monoklonaler Anti-CD22-Antikdrper) in der Therapie von Patienten mit B-Zell-
Lymphomen und SLE die Mdglichkeit, den Effekt von Anti-CD22-Antikérpern im
Menschen néher zu untersuchen (Jacobi et al., 2008a; Leonard et al., 2003). Obwohl
die Bindung von Epratuzumab nicht im Bereich der Ligandenbindungsstelle erfolgt, hat
diese eine rasche Internalisierung von CD22 und Phosphorylierung des
zytoplasmatischen Anteils zur Folge (Carnahan et al., 2003). Die Ergebnisse der im
Folgenden vorgestellten Arbeit sprechen fiir das Vorliegen mehrerer wahrscheinlich
voneinander unabhangiger Effekte dieses monoklonalen Antikorpers auf humane B-
Zellen.

Differential effects of epratuzumab on peripheral blood B cells of patients with
systemic lupus erythematosus versus normal controls.

Jacobi AM, Goldenberg DM, Hiepe F, Radbruch A, Burmester GR, Ddrner T.
Ann Rheum Dis. 2008 Apr;67(4):450-7.

Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro Untersuchungen
legten nahe, dass Epratuzumab in der Lage ist, die bei SLE-Patienten beobachtete
Hyperreagibilitat der B-Lymphozyten in Bezug auf unterschiedliche Stimuli zu mindern
ohne Apoptose herbeizufiihren (Jacobi et al., 2008a). Der zugrunde liegende
Mechanismus ist allerdings bisher nicht im Detail aufgedeckt worden, obwohl die
Ergebnisse weiterfihrender, bisher nicht publizierter Untersuchungen nahelegen, dass
die Bindung von Epratuzumab an CD22 eine Herabsetzung des BCR-Signals
herbeifihren kann (siehe Abb. 5A).

CD22 findet sich auf allen B-Zellen, wird jedoch im Gegensatz zu FcyRIlb auf
Gedachtnis-B-Zellen eher herunterreguliert und ist auf Plasmablasten oder

Plasmazellen nicht nachweisbar.
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In vivo bewirkt Epratuzumab eine rasche und selektive Reduktion CD27-negativer B-
Zellen mit einem Maximum 10 Wochen nach der ersten Infusion (Woche 2, p=0.047,
Woche 10, p=0.008), ohne dass ein signifikanter Effekt auf antigenerfahrene B-Zell-

Subpopulationen nachzuweisen ist.

2.3.2. Fc-Rezeptoren und Fc-Rezeptor-ahnliche (FcRL) Molekdle

Fc-Rezeptoren (FcR) binden Fc-Anteile unterschiedlicher Ig-Isotypen, im Gegensatz zu
FcR-like Molekllen, die zwar eine Ig-Bindungsdoméne aufweisen, deren Liganden
aber bisher nicht identifiziert worden sind (Davis, 2007). Am besten untersucht im
Hinblick auf ihre Funktion sind FcR, die IgG binden (Fcy-Rezeptoren). Es werden Fcy-
Rezeptoren mit hoher Affinitdt (z.B. FcyRI oder CD64), die auch monomeres IgG
binden, von Rezeptoren mit geringer Affinitat (z.B. FcyRllb oder CD32), die 1gG nur in
komplexer Form binden, unterschieden. Neben der Affinitat stellt auch die Funktion ein
wesentliches Unterscheidungskriterium dar. Wahrend FcyRIIb ahnlich wie CD22 ITIMs
im zytoplasmatischen Anteil aufweist und einen negativen Einfluss auf das BCR Signal
hat, enthalt FcyRlla, welches auf menschlichen B-Zellen neben FcyRllb exprimiert
wird, ITAMs und kann somit die Aktivierung der B-Zellen verstarken. Der Umstand,
dass die extrazellularen Doménen von FcyRIlb und FcyRIla zu 95% homolog sind,
erschwert deren Identifikation und das Targeting durch monoklonale Antikorper. Ein
durch MacroGenics (Rockville, MD, USA) synthetisierter Klon (2B6) bindet allerdings
selektiv FcyRIlIb und zeigt in ersten in vitro Assays eine antiproliferative Wirkung in
Bezug auf B-Zellen (Mackay et al.,, 2006; Veri et al., 2007). Fiur die im Anschluss
beschriebenen Untersuchungen wurde deshalb ausschlieilich dieser Antikdrper

verwendet.
o Fcy-Rezeptor lIb

Aktivierte B-Zellen (Amigorena et al., 1989; Pritchard et al., 2000) und Keimzentrums-
B-Zellen (Rahman and Manser, 2005) zeigen eine erhéhte Expression von FcyRlIlb.
Ein Ausbleiben dieses FcyRIIb-Anstieges nach Antigen-Kontakt geht mit Stérungen der
B-Zell-Toleranz in Mausmodellen einher (Fukuyama et al., 2005; Rahman et al., 2007).
Auch CD27" Gedachtnis-B-Zellen einer Subgruppe von Patienten mit SLE weisen eine
verminderte Expression von FcyRIIb mit funktionellen Konsequenzen, im Sinne einer
mangelnden Kontrolle des BCR-Signals, auf (Mackay et al.,, 2006; Su et al., 2007).
Dabei ist jedoch unklar, ob diese durch B-Zell-intrinsische Defekte, die auf genetische
Polymorphismen zurlckzufthren sind, oder extrinsische Faktoren, wie z.B. Zytokine
oder Faktoren der Komplementkaskade (C5a) verursacht wird (Rudge et al., 2002;
Shushakova et al., 2002). Eine verminderte Expression oder Malfunktion von FcyRIlb
auf Gedachtnis-B-Zellen, Plasmablasten oder Plasmazellen, kann zum Versagen von
peripheren B-Zell-Toleranz-Mechanismen bei Patienten mit SLE beitragen und sowohl

die Expansion von Plasmablasten und verstarkte Produktion von Immunglobulinen als
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auch die Sekretion von Autoantikdrpern erklaren (Fukuyama et al., 2005; Jacobi et al.,
2003; Rahman et al., 2007). In einer weiteren Studie wurde kirzlich auRerdem die
Bedeutung von FcyRIlb fir die Homodostase von Knochenmarks-Plasmazellen
dargelegt (Xiang et al., 2007).

Lupus-Mause zeigten eine verminderte FcyRIlb -Expression auf Plasmazellen, welche
mit einer Resistenz in Bezug auf die normalerweise durch die FcyRllb-
Kreuzvernetzung ausgelosten Apoptose einherging und in dem untersuchten

Mausmodell zur Zunahme des Pools der langlebigen Plasmazellen fihrte.

Weiter unterstitzt wird die Rolle der verminderten FcyRIIb-Expression als
Pradispositionsfaktor fir SLE am Beispiel von FcyRIIb -defizienten C57BL/6-Méausen,
die spontan ein SLE-artiges Krankheitsbild entwickeln (Bolland and Ravetch, 2000).

Ein eleganter therapeutischer Ansatz wurde im letzten Jahr auf dem ACR-Meeting
vorgestellt. Durch gezielte Mutagenese der Fc-Doméne eines monoklonalen
humanisierten 1IgG1 Anti-CD19-Antikdrpers gelang es, die Affinitat fir FcyRIlb um ein
Vielfaches zu erhdhen. Als wirde es sich um Immunkomplexe handeln, ist der so
hergestellte Antikdrper in der Lage, die gebundenen B-Zellen durch Crosslinking von
FcyRIlb und CD19 zu hemmen, ohne sie zu depletieren. Wird eine Isotypkontrolle des
Antikodrpers eingesetzt und somit ein Crosslinking vermieden, ist hingegen keine

Inhibition der B-Zellen zu verzeichnen (Chu et al., 2008).

Die Ergebnisse eigener Analysen belegen, dass FcyRIIb auf allen B-Zellen exprimiert
wird. Auch Plasmablasten zeigen eine deutlich hthere Oberflachenexpression als z.B.
Monozyten oder T-Zellen, was die Bedeutung als potenzielles therapeutisches Target
nahelegt. Die Expression von FcyRllb auf B-Zell- und Plasmazell-Subpopulationen
zweier reprasentativer SLE-Patienten und eines Kontrollindividuums ist in Abb. 4 A und
B dargestellt. Diese Beispiele illustrieren, dass insbesondere CD27IgD'CD95'CD10
Gedachtnis-B-Zellen mit aktiviertem Phanotyp FcyRIIb herauf regulieren, was eine
potenzielle regulatorische Rolle dieses Rezeptors in Hinblick auf die entsprechende B-
Zell-Subpopulation nahelegt.

e FcRL-Molekile

Auch einige Mitglieder der kirzlich identifizierten Familie der FcRL-Molekiile weisen
ITIMs im Bereich ihrer zytoplasmatischen Anteile auf. Anders als FcyRIlIb werden
einige Vertreter der FcRL-Familie, wie FCRL2 und FcRL4, selektiv auf Gedachtnis-B-
Zellen exprimiert (Davis, 2007). Obwohl die Liganden bisher nicht identifiziert wurden,
legt die Struktur und das Expressionsmuster von FcRL2 und FcRL4 eine
immunoregulatorische Funktion nahe. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch die
Ergebnisse von Untersuchungen zur Funktion von chiméren Proteinen, die sich aus
dem extrazelluldren und transmembranésen Anteil von FcyRIIb und dem intrazellularen
Anteil von FcRL4 zusammensetzen. Die durch das chimére Protein vermittelte
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Hemmung des Kalzium-Signals war deutlich groRer als die durch FcyRllb erzielte

(Ehrhardt et al., 2003). Sowohl die differentielle Expression als auch die inhibitorische

Funktion einiger FcRL-Molekile sprechen fir deren Eignung als therapeutisches

Target.
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Abb. 4. A. Expression von FcyRIlb auf CD27 B-Zell-Subpopulationen zweier
reprasentativer SLE Patienten und einer Kontrolle. Das Gating ist links dargestellt. Die bei
SLE-Patienten mit hoher Krankheitsaktivitat zu beobachtende CD27IgD'CD95" Gedé&chtnis-B-
Zell-Subpopulation mit aktiviertem Phanotyp (griin) weist die héchste FcyRIIb-Expression auf.
Zum Vergleich ist die FcyRIIb-Expression auf CD27" Gedachtnis-B-Zellen (blau) und auf
transitionalen B-Zellen (violett) dargestellt.
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Abb. 4. B. Die Expression von FcyRllb auf Plasmablasten (CD27""CD20'HLA-DR"®", blau)
ist bei SLE-Patienten vergleichbar mit der bei der Analyse eines Kontrollindividuums mit
vorliegender Infektion beobachteten.
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2.3.3. Intrazellulare Effekte monoklonaler Antikérper gegen CD22 oder FcyRIlb

Bisher nicht publizierte Ergebnisse der Untersuchungen des Kalzium-Fluxes und der
Phosphorylierung intrazellularer Signalproteine, wie ERK und SYK zeigen, dass gegen
CD22 gerichtete Antikérper, wie Epratuzumab, oder gegen FcyRIIb gerichtete
Antikdrper inhibitorisch auf das BCR-Signal wirken (Abb. 5). Diese Herabsetzung des
BCR-Signals ist Antigen-unabhédngig und betrifft scheinbar sowohl naive als auch
Gedachtnis-B-Zellen. Vdllig offen bleibt allerdings, welche Konsequenzen eine solche
Modulation des BCR-Signals in vivo hat. Wahrend der Effekt bei transitionalen B-Zellen
moglicherweise ein Uberleben autoreaktiver Zellen zur Folge haben konnte, kann die

Aktivierung von Gedachtnis-B-Zellen eventuell unterbunden werden.
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Abb. 5. Intrazellulare Effekte monoklonaler Antikdrper gegen inhibitorisch wirkende B-
Zell-Rezeptor-Co-Rezeptoren.

Die bei Gedachtnis-B-Zellen durch 8-mindtige Inkubation mit F (ab’)2 anti-IgG hervorgerufene
Phosphorylierung von ERK wird durch eine einstiindige Prainkubation mit LL2 (anti-CD22, A)
oder 2B6 (anti-FcyRIIb/CD32, B) herabgesetzt.

Die Prainkubation peripherer B-Lymphozyten mit einem Anti-CD22-Antikdrper (LL2/anti-CD22
fur 1h) bewirkt eine Reduktion des durch Zugabe von Anti-lgD-Antikdrpern ausgelésten Ca-
Fluxes. C. &hnlich verhalt es sich nach Prainkubation mit 2B6 einem FcyRIIb-Antikérper. D blau:
Kurve nach Préainkubation mit den entsprechenden Antikdrpern, griin: ohne Antikérper, pink:
Kurve nach Prainkubation mit den entsprechenden Isotypkontrollen.
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2.4. Die Dominanz antigenerfahrener B-Zell-Subpopulationen im
peripheren Blut von SLE-Patienten wird durch selektive BAFF-

Blockade verstarkt

BAFF (BLyS) ist ein fiur B-Zellen bedeutendes homdostatisches Zytokin, dass im
Rahmen von Entziindungen vermehrt synthetisiert wird und die unspezifische mit der
spezifischen Immunantwort verzahnt (Mackay et al., 2007). Es bindet drei
unterschiedliche Rezeptoren, BAFF-Rezeptor, TACI und BCMA, die in
unterschiedlichem Ausmafd von B-Zellen exprimiert werden, wahrend diese ihre
Differenzierung durchlaufen (Bossen and Schneider, 2006) (Abb. 6). BAFF ist
insbesondere fur die Differenzierung transitionaler B-Zellen erforderlich, sowie fur die
Entwicklung der Marginal-Zonen-B-Zellen (Mackay and Ambrose, 2003). Der
Wettbewerb um BAFF ist zu diesem Entwicklungszeitpunkt ein wichtiger
Selektionsmechanismus, denn erhohte BAFF-Konzentrationen kdnnen das Uberleben
autoreaktiver B-Zellen beglinstigen (Lesley et al., 2004; Thien et al., 2004). APRIL
hingegen, das nicht an den BAFF-Rezeptor sondern TACI und BCMA bindet,
beeinflusst B-Zellen erst im Laufe ihrer weiteren Entwicklung (Schiemann et al., 2001;
Seshasayee et al., 2003). Durch die Bindung an TACI und BCMA unterstiitzen BAFF
und APRIL das Uberleben von Plasmazellen (O'Connor et al., 2004; Treml et al.,
2006). Die Bildung von Keimzentren scheint auch in Abwesenheit von BAFF mdglich
zu sein. Allerdings fallen die Keimzentren in diesem Fall kleiner aus, ermdglichen aber
Keimzentrumsvorgange wie somatische Hypermutation und der Ig-Klassenwechsel
und die Produktion von hochaffinen Antikdrpern gegen Fremdantigen, wenn auch in
reduziertem Umfang (Rahman et al., 2003; Ramanujam and Davidson, 2004). In der
Maus scheint weder BAFF noch APRIL fur das Uberleben oder die Reaktivierung
ruhender Gedachtnis-B-Zellen zwingend erforderlich zu sein (Ramanujam and

Davidson, 2004).

Neutrophile, T-Zellen, Stromazellen, Makrophagen, Synoviozyten,
dendritische Zellen u.a.

4
BAFF/BLyS APRIL

Anti-BLyS
Belimumab

RN

BAFF-R TACI BCMA

B-Zelle

Abb.6 Darstellung der Quellen und Targets von BAFF und APRIL und der selektiven
BAFF-Blockade mit Belimumab. BAFF: B cell activating factor, APRIL: A Proliferation
Inducing Ligand, BLyS: B lymphocyte costimulator, TACI: transmembran activator and
calmodulin interactor, BCMA: B cell maturation protein.
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Da BAFF-Uberschuss mit der Entwicklung von Autoimmunerkrankungen wie SLE
vergesellschaftet ist (Gross et al, 2000; Khare et al., 2000), stellt es ein
therapeutisches Target dar. Im Mausmodell fihrt die selektive Blockade von BAFF zu
einer raschen Depletion von transitionalen (T2), Marginal-Zonen- sowie follikularen B-
Zellen (Ramanujam and Davidson, 2004; Ramanujam et al., 2006). Dabei werden vor
allem die von Marginal-Zonen-B-Zellen und in etwas geringerem Male auch die
primére T-Zell-abh&ngige Immunantwort beeintrachtigt. Wahrend nicht zu erwarten ist,
dass die selektive BAFF-Blockade einen direkten Effekt auf Plasmazellen hat, da
APRIL in der Lage ist, das fehlendes BAFF zu kompensieren, kann die kombinierte
Blockade von BAFF und APRIL eine Depletion von Plasmazellen bewirken
(Ramanujam and Davidson, 2008).

Belimumab ist ein voll-humanisierter BAFF-blockierender monoklonaler Antikorper, der
l6sliches BAFF bindet (Baker et al., 2003). Die Effektivitdt der selektiven BAFF-
Blockade durch Belimumab wurde in Phase II-Studien an mehr als 400 Patienten mit
moderat aktivem SLE untersucht (bisher nicht publiziert (Wallace et al., 2009). Obwonhl
die primaren Endpunkte (Reduktion der “time to flare” und des Krankheitsaktivitats-
Scores (Selena SLEDAI) in der 24. Woche) in den ersten 52 Wochen nicht erreicht
wurden, zeigten verschiedene Post-hoc-Analysen, dass vor allem serologisch aktive
Patienten nach ca. einem Jahr von der Therapie profitiert hatten und weniger Schiibe
aufwiesen. Dieser Effekt war bis zur 76. Woche nachweisbar.

Vereinbar mit der Klinik, traten auch relevante Veranderungen zellularer Parameter nur
sehr verzogert auf, wie im Rahmen einer bisher noch nicht publizierten Subanalyse von
17 Patienten mittels ELISPOT und Durchflusszytometrie festgestellt werden konnte
(Jacobi et al., 2010a). Wahrend bereits in den ersten Wochen ein signifikanter Abfall
der transitionalen und der naiven B-Zellen nachweisbar war, dauerte es 12 Monate, bis
auch CD271gD" B-Zellen einen signifikanten Abfall zeigten. SchlieBlich nach 18
Monaten gingen auch die Plasmablasten und Pré-Switch-Gedachtnis-B-Zellen
signifikant zurtick. Allerdings war selbst nach 24 Monaten kein signifikanter Abfall der
Post-Switch-Gedachtnis-B-Zellen nachweisbar, was mit den Ergebnissen der
serologischen und funktionellen Analysen im Einklang stand, die von anderer Seite
durchgefiihrt und ausgewertet wurden. Weder die Anzahl IgG-sezernierender Zellen
noch die Anzahl 1gG anti-dsDNS-antikorpersezernierender Zellen, noch einer der
entsprechenden Serumtiter fielen innerhalb der 24 Monate signifikant ab. Im
Gegensatz zum IgG, fiel das IgM im Serum bereits in den ersten Monaten signifikant
ab. Dies spiegelte sich auch im Ergebnis der ELISPOT-Assays wider, welche den IgM-
Abfall allerdings erst nach einem Jahr abbilden konnten. Auch die IgM anti-dsDNS-
antikbrpersezernierenden Zellen waren nach einem Jahr signifikant zuriickgegangen,
zeigten dann aber wieder einen leichten Anstieg im Einklang mit der Anzahl aller IgM-

sezernierender Zellen.
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Interessanterweise zeigte die CD277IgD” B-Zellsubpopulation, welche bei SLE-
Patienten verstarkt ist und im Falle erhohter BAFF-Serum-Spiegel einen hohen
Prozentsatz CD95-positiver Zellen enthalt, bereits nach einem Jahr einen signifikanten
Abfall, was deren Abhé&ngigkeit von BAFF nahe legt.

Vereinbar mit den Ergebnissen unterschiedlicher tierexperimenteller Studien lasst sich
zusammenfassend feststellen, dass die Mehrheit der antigenerfahrenen B-Zell-
Subpopulationen, im Gegensatz zu den antigennaiven nicht direkt von BAFF abhangig
sind. Der zeitlich versetzte Ruckgang der Plasmablasten im peripheren Blut ist als
indirekter Effekt zu werten, der durch die Verminderung direkter Vorlauferzellen zu
erklaren ist. Wahrscheinlich kompensiert APRIL den fehlenden BAFF-Effekt in Hinblick
auf Plasmablasten nahezu vollstandig. Auch zeigt die selektive BAFF-Blockade keinen
signifikanten Effekt auf Post-Switch-Gedachtnis-B-Zellen Uber einen Zeitraum von 24

Monaten.
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3. Diskussion und Ausblick

3.1. Mechanismen der B-Zellaktivierung und Analyse autoreaktiver B-

Zellen

Die Aktivierung von B-Zellen kann durch Antigen-Bindung an den B-Zell-Rezeptor
hervorgerufen werden. In Abhangigkeit vom Charakter des Antigens und der in der
Umgebung verfiigbaren Zytokine benétigen B-Zellen eventuell T-Zell-Hilfe bei diesem
Vorgang. Alternativ kénnen B-Zellen auch durch Zytokine und andere l6sliche
Mediatoren oder durch TLR-Liganden polyklonal aktiviert werden (Briere et al., 1994;
Litinskiy et al., 2002; Pene et al., 2004). Vor allem Gedachtnis-B-Zellen, welche im
peripheren Blut von Patienten mit SLE dominieren, sind leicht durch Zytokine wie IL-10
und IL-21 zu aktivieren und differenzieren rasch zu Plasmazellen aus (Ettinger et al.,
2007). Naive oder transitionale humane B-Zellen zeigen in vitro unter bestimmten
Bedingungen eine starke Proliferation und differenzieren, wenn auch weniger
erfolgreich, in antikbrpersezernierende Zellen (Avery et al., 2008a; Avery et al., 2008b;
Capolunghi et al.,, 2008; Ettinger et al., 2005). Welche Mechanismen der B-
Zellaktivierung zur Pathogenese des SLE beitragen, ist derzeit Gegenstand intensiver
Forschung. Die Analyse von Mutationsmustern einzelner Autoantikérper kann zwar
diesbezuglich Aufschluss geben, wird durch die niedrige Frequenz autoreaktiver B-
Zellen im peripheren Blut von Lupus-Patienten aber erschwert. Hinzu kommt die
zentrale Frage zum pathogenen Potential der wenigen bisher isolierten Autoantikorper
(Rahman et al., 2002; Zhang et al., 2009; Zhang et al., 2008b).

Die Suche nach autoreaktiven B-Zellen ist bei Patienten mit SLE im Gegensatz zu
Maus-Modellen auf das periphere Blut beschrankt. Obwohl ELISPOT-Daten Uber die
Frequenz dsDNS-spezifischer Plasmablasten/PBMC vorliegen, ist bisher unklar, wie

die Frequenzen in den einzelnen B-Zell-Subpopulationen aussehen.

Eine Madglichkeit, autoreaktive B-Zellen zu identifizieren, ist die Verwendung
fluorochrommarkierter Autoantigene in durchflusszytometrischen Analysen. Obwohl
diese Methode einfach und elegant anmutet, ist sie eine bisher nicht gemeisterte
technische Herausforderung.

Eine innovative Herangehensweise basiert auf dem Gebrauch von DNS-Mimotopen
oder anderen Epitopen relevanter Autoantigene. Diese sind nicht l&nger als zehn
Aminosauren,  werden  biotinyliert und  anschlie@end mit Hilfe  von
fluorochrommarkiertem Streptavidin komplexiert. Die auf diesem Wege generierten
Tetramere konnen fur durchflusszytometrische Untersuchungen eingesetzt werden.
Die vorlaufigen Ergebnisse legen nahe, dass diese Methode in der Lage ist,
Autoantigen-spezifische B-Zellen mittels Durchflusszytometrie im peripheren Blut von

Patienten mit SLE zu identifizieren (Zhang et al., 2008a).
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Die Frequenz der auf diesem Wege identifizierten autoantigenspezifischen B-Zellen ist
jedoch sehr gering, was eine funktionelle Charakterisierung erschwert (Jacobi et al.,
2009). BALB/c Mause, die mit dem dsDNS-Mimotop (DWEYSVWLSN-Map) wiederholt
immunisiert worden sind, weisen jedoch eine deutliche Subpopulation Mimotop/DNS-
spezifischer B-Zellen im peripheren Blut, der Milz und im Knochenmark auf (Newman
et al., 2003; Rice et al., 2005; Wang and Diamond, 2008).

Alternativ kdnnen digoxigenierte Autoantigen-Mimotope eingesetzt werden, welche den
Vorteil bieten, dass sie auch zur Markierung intrazellular lokalisierter Antikorper
(Plasmazellen) verwendbar sind. Unter Anwendung dieser Methode wurden
tetanusspezifische B-Zellen und Plasmablasten nach sekundarer Immunisierung
bereits erfolgreich charakterisiert (Odendahl et al., 2005).

In jedem Fall stellt der Umstand, dass die Frequenz (auto)antigenspezifischer B-Zellen
im peripheren Blut sehr gering ist, ein wesentliches Problem in Hinblick auf
erforderliche funktionelle Analysen dar. Zukinftig werden bereits beschriebene
Methoden zur Anreicherung antigenspezifischer B-Zellen (Barcellini et al., 1992; Irsch
et al.,, 1995) re-evaluiert werden missen, um diese dann ggf. fir weiterfihrende
funktionelle Analysen antigenspezifischer B-Zellen nutzen zu kdénnen.
Zusammenfassend muissen mindestens drei Mechanismen der Aktivierung

autoreaktiver B-Zellen voneinander abgegrenzt werden.

Erstens ist die Formierung eines Pools autoreaktiver Gedachtnis-B-Lymphozyten, die
leicht in autoantikbrpersezernierende Zellen ausdifferenzieren kénnen und eine
Resistenz gegenuber herkbmmlichen sowie experimentellen Therapiestrategien
(inklusive Anti-BAFF- und Anti-CD22-Therapie) aufweisen, maglich. Voraussetzung
daflr ist das Versagen peripherer Toleranzmechanismen (Jacobi et al., 2009; Yurasov
et al., 2006; Yurasov et al., 2005).

Davon unterschieden werden sollte eine durch Zytokine und TLR-Liganden ausgel6ste,
verfrihte und Ubereilte Differenzierung noch antigennaiver B-Zellsubpopulationen, die

unzureichend der Kontrolle peripherer B-Zell-Toleranzmechanismen unterliegt.

SchlieBBlich erscheint unter Beriicksichtigung der vorgestellten Daten auch eine
Migration autoreaktiver Plasmablasten ins Knochenmark mdglich, gefolgt von deren
Differenzierung zu langlebigen Plasmazellen, welche einer Therapie ebenso schlecht

zuganglich waren wie autoreaktive Gedachtnis-B-Zellen.

3.2. Rationale und Optionen eines selektiven Targetings autoreaktiver B-
Lymphozyten
Sowohl herkdbmmliche als auch alle bisher im Rahmen klinischer Studien eingesetzten

Medikamente wie Cyclophosphamid, Rituximab (anti-CD20), Belimumab (anti-
BLyS/BAFF) oder Epratuzumab (anti-CD22) sind nicht in der Lage, nachhaltigen
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Einfluss auf die Fehlregulation des Immunsystems und die daraus resultierenden

geschilderten Verschiebungen der B-Zell-Subpopulationen zu nehmen.

Diese Beobachtung wird durch das Fehlen einer Langzeitremission bei einer Vielzahl
der analysierten Patienten unterstitzt. Obwohl in dieser Arbeit nur am Rande auf
mogliche Effekte von Rituximab eingegangen wird, ist auch dieses Medikament
hinsichtlich einer vollstandigen Depletion autoreaktiver B-Zell-Subpopulationen nicht
immer uneingeschrankt wirksam (Albert et al.,, 2008; Sfikakis et al., 2009). Hinzu
kommt, dass CD20-negative Plasmablasten bzw. Plasmazellen kein direktes Target
darstellen und die Titer einiger Autoantikbrper trotz Therapie unveréandert bleiben oder
nur teilweise abfallen (Cambridge et al., 2007; Cambridge et al., 2006). Dies kann
erklaren, warum erste Placebo-kontrollierte randomisierte Studien zum Einsatz von
Rituximab bei der Therapie des SLE ihre primaren Endpunkte verfehlten. Bisher liegen
nur unzureichende Erfahrungen zum Thema der Rekonstitution des B-Zellrepertoires
nach Depletion vor. Erkenntnisse, die durch Studien autoreaktiver B-Zellen in
verschiedenen Tiermodellen gewonnen wurden, deuten auf eine Expansionsneigung
autoreaktiver B-Lymphozyten nach Beseitigung konkurrierender nicht-autoreaktiver B-
Lymphozyten hin (Ekland et al., 2004; Knoechel et al., 2005). Eine mogliche Ursache
koénnten die erhdohten BAFF-Spiegel, die nach B-Zell-Depletion gemessen werden, sein
(Cambridge et al., 2007), denn BAFF unterstiitzt das Uberleben autoreaktiver B-Zellen
(Thien et al., 2004). Zusammengefasst bedeutet dies, dass der Pool langlebiger
Gedachtnis-B-Zellen, welcher alle Voraussetzungen zur Antigenprasentation und
unmittelbaren Antikorpersekretion erfillt, trotz immunsuppressiver Therapie bei
Patienten mit SLE oft nicht ausreichend beeinflusst werden kann, was haufig mit
Therapieversagen einhergeht. Demzufolge besteht die Notwendigkeit, weitere und
vielleicht nachhaltigere therapeutische Anséatze zu entwickeln, die auf die Depletion
oder Modulation aberrant aktivierter oder autoreaktiver B-Lymphozyten abzielen, ohne
antigennaive B-Zellen zu beeintrdchtigen. In diesem Zusammenhang sollen im
Folgenden einige erfolgversprechende Ansétze diskutiert und anschlieBend ein

Ausblick auf anstehende personliche Projekte gegeben werden.

Unter Zuhilfenahme des DNS-Mimotopes DWEYSVWLSN, welches im Uberschuss an
einen monoklonalen FcyRIIb-Antikérper gekoppelt wurde, konnte ein selektives in vitro
Targeting dsDNS-spezifischer Splenozyten von an Lupus erkrankten und zusatzlich mit
Diphtherie-Toxoid immunisierten MRL/lpr-M&usen demonstriert werden. Eine
schematische Darstellung dieses Ansatzes findet sich in Abb. 7. In vivo wurde eine
Verzogerung des Anstieges der Anti-dsDNS-Antikorper-Titer und des Auftretens einer

Proteinurie beobachtet (Tchorbanov et al., 2007).

Dass diese Strategie nicht auf ein bestimmtes Antigen, die Anwendung im Mausmodell
oder die Nutzung von FcyRIlb-Antikdrpern beschrankt ist, zeigen zwei weitere
Publikationen der gleichen Gruppe (Mihaylova et al., 2008; Voynova et al., 2008).

28



Des Weiteren kann das isolierte Targeting des B-Zell-Rezeptors mit toxingekoppeltem
Antigen erfolgreich sein, wie Studien an Proteinase 3- spezifischen Hybridomzellen

nahelegen (Reiners et al., 2004).

Eine weitere Strategie basiert auf der Nutzung eines Autoantigen-Fcy1-Fusionsproteins
und macht sich die FcR-vermittelte Depletion der gebundenen autoreaktiven B-Zellen
zu Nutze (Zocher et al., 2003).

ETI-104 ist ein Antigen-Heteropolymer, das bereits im Rahmen klinischer Studien zur
Therapie des SLE eingesetzt wurde (Iking-Konert et al., 2004). Es setzt sich aus einem
monoklonalen CR1-Antikorper (IgG2, Maus-anti-human, 7G9) und dsDNS zusammen.
Bisher finden sich in der Literatur keine genauen Angaben zum konkreten in vivo -
Wirkmechanismus der Substanz, und es ist bisher unklar, ob dsDNS-reaktive B-Zellen
ein direktes oder indirektes Target des Antigen-Heteropolymers darstellen. Erst
kirzlich ist in diesem Zusammenhang die Wirkung eines weiteren Maus-anti-Human-
CR1-Antikorpers (3D9, IgG1l), der ebenfalls mit dem dsDNS-Mimotop DWEYSVWLSN
gekoppelt wurde, getestet worden (Voynova et al., 2008). Im Rahmen dieser in vitro-
Untersuchungen von PBMC zeigte sich, dass das Konstrukt in der Lage war, dsDNS-

spezifische B-Zellen, gezielt zu beeinflussen.

Antigen-Anti-FcRyllb-
BCR Antikorper-Konstrukt

Ve

B-Zelle FcRyllb

Abb.7. Targeting dsDNS-spezifischer Splenozyten im Mausmodell. Das DNS-Mimotope
DWEYSVWLSN, wurde im Uberschuss an einen monoklonalen FcyRIIb-Antikorper gebunden.

AnknlUpfend an den dargelegten Stand der Forschung und eigene Vorarbeiten steht
zuklnftig das Targeting Antigen-spezifischer B-Lymphozyten im Vordergrund meiner
wissenschaftlichen Arbeit. Es ist z.B. die Untersuchung TTC-spezifischer Gedachtnis-
B-Zellen aus dem Blut tetanusimmunisierter Spender hinsichtlich einer selektiven
Inhibition unter Zuhilfenahme eines durch gezielte Mutagenese der Fc-Domame
modifizierten monoklonalen humanisierten IgGl mit hoher Affinitdt fur FcyRIlb

vorgesehen.

Dieses Konstrukt verursacht lediglich eine Negativregulation des B-Zellrezeptor-
Signals, wenn durch Antigen eine Kreuzvernetzung mit dem B-Zell-Rezeptor stattfindet

(Abb. 8), was die erforderliche Voraussetzung flr die angestrebte Antigen-spezifische
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Beeinflussung der B-Zell-Aktivierung zu einem spaten Zeitpunkt der Differenzierung
schafft.

Wie bereits erlautert, wird FcyRllb auf CD27-negativen und CD27-positiven
Gedachtnis-B-Zellen hochreguliert und sogar auf Plasmablasten und Plasmazellen
exprimiert, so dass ein Targeting dieses Rezeptors besonders sinnvoll erscheint, wenn
eine Modulation antigenerfahrener B-Zellsubpopulationen erreicht werden soll.

Da die Frequenz antigenspezifischer Gedachtnis-B-Zellen im peripheren Blut selbst
nach Immunisierung gering ist (Leyendeckers et al., 1999; Odendahl et al., 2005),
werden die geplanten Analysen unter Nutzung von Leukozytenfiltern aus der
Blutspende durchgefiihrt. Gedachtnis-B-Zellen lassen sich in vitro durch polyklonale
Stimulation z.B. mit CPG und Zytokinen wie z.B. IL-2/10 oder IL-21 in wenigen Tagen
zu antikérpersezernierenden Zellen differenzieren (Amanna and Slifka, 2006;
Bernasconi et al., 2002; Ettinger et al., 2007). Diese kénnen dann anschliel3end mittels
ELISPOT quantifiziert werden. Auch weitere Parameter, wie die Konzentration
tetanusspezifischer Antikorper im Kulturiiberstand oder durchflusszytometrisch
erfassbare GroRRen, wie die Frequenz und das Proliferationsverhalten CFSE(Carboxy-
Fluorescein-Succinimidyl-Ester)-markierter tetanusspezifischer Gedachtnis-B-Zellen
unter unterschiedlichen Kulturbedingungen, kénnen zur Beurteilung eines potenziellen
antigenspezifischen Effektes von Antigen-Antikdrper-Konstrukten beitragen.
Theoretisch kénnen auch Autoantigene an den durch gezielte Mutagenese der Fc-
Domame modifizierten monoklonalen humanisierten 1IgG1 Antikérper gekoppelt und in
vergleichbarer Art und Weise evaluiert werden.

BCR ELISA
Quantifizierung der
% fy %ﬂo 74 TTC-Antikérper im Uberstand
o ELISPOT
: FcRyllb Quantifizierung
TTC-Antikérper

produzierender Plasmazellen
Antigen-Anti-FcRyllb-

Memory B-Zellen und Plasmazellen

Antikorper-Konstrukte .
BCR Durchflusszytometrie
Quantifizierung sowie
S /4 phanotypische und funktionelle
S Charakterisierung
TTC-spezifischer

Abb. 8. Modelle zur Antigen-spezifischen Inhibition von Gedachtnis-B-Zellen sowie
Methoden zur Evaluation der Effektivitat der unterschiedlichen Modelle.

In Frage kommt neben einer kovalenten Bindung von Antigen (obere Abb.) auch der Einsatz
FITC-markierter Antigene und FITC-spezifischer Antikorper.
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3.3.  Therapeutische Beeinflussung aberrant aktivierter B-Lymphozyten

Wie bereits dargelegt, spielt der FcyRIIb eine bedeutende Rolle bei der Regulation der
terminalen Abschnitte der B-Zell-Differenzierung und der Plasmazell-Homdostase.
Obwohl nicht antigenspezifisch, ware der Einsatz von inhibitorisch wirksamen
Antikérpern gegen FcyRIlb oder kreuzvernetzenden Antikérpern gegen FcyRIlb und
CD19 eine elegante Moglichkeit, eine temporare Unterbrechung der Differenzierung
von B-Lymphozyten zu induzieren, ohne deren Depletion oder eine dauerhafte
Funktionsbeeintrachtigung in Kauf nehmen zu muissen. Obwohl erste in vitro-
Untersuchungen und Experimente mit humanisierten SCID-Mausen diese Hypothese
bestatigen (Chu et al., 2008 und bisher unpublizierte Daten), stehen Untersuchungen
an Lupus-B-Zellen noch aus. Diese stellen einen weiteren Schwerpunkt meiner
derzeitigen wissenschatftlichen Arbeit dar.

Die Ergebnisse des Einsatzes monoklonaler Antikorper, die gegen auf Gedachtnis-B-
Zellen exprimierte FcR-ahnliche Strukturen mit potenziell inhibitorischer Funktion
(FCRL2 und FCRL4) gerichtet sind, bleiben derzeit noch abzuwarten.

Obwohl Epratuzumab (anti-CD22) in vitro einen inhibierenden Effekt auf aberrant
aktivierte B-Lymphozyten von Patienten mit SLE zeigt, ist derzeit noch unklar, inwiefern
dieser Mechanismus zur Senkung der Krankheitsaktivitat beitrégt. Zudem bedarf der
Mechanismus, der der beobachteten Verminderung antigennaiver B-Zellen zugrunde
liegt, weiterer Analysen.

Dennoch ist die in vitro Testung potenziell B-Zell-modulierender monoklonaler
Antikérper an B-Zellsubpopulationen von SLE-Patienten ein nitzliches Vorgehen zur
Identifikation innovativer Therapiestrategien. Die Weiterentwicklung von auf diesem
Wege als wirksam identifizierten Kandidaten und deren Evaluation im humanisierten
Tiermodell und im Rahmen klinischer Studien kdnnen auf diese Weise vorbereitet und

vorangetrieben werden.
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4. Zusammenfassung

Der systemische Lupus erythematodes ist durch eine ausgepréagte Aktivierung der B-
Lymphozyten gekennzeichnet. Die infolge der Aktivierung und Differenzierung
autoreaktiver B-Zellen sezernierten Autoantikbrper werden als pathogenetisch
bedeutsam angesehen und sind im Falle der Anti-dsDNS-Antikorper auch ein Kriterium
des SLE.

Zusammenfassend legen die Ergebnisse der hier dargestellten Arbeiten nahe, dass
der Pool antigenerfahrener B-Lymphozyten, der sowohl Gedachtnis-B-Zellen als auch
antikorpersezernierende Zellen umfasst, und somit alle Voraussetzungen zur
Antigenprasentation  und  unmittelbaren  Antikorpersekretion  erflllt,  trotz
immunsuppressiver Therapie bei Patienten mit SLE oft nicht ausreichend beeinflusst
werden kann. Erkrankungsschiibe kdnnen zum Versagen peripherer B-Zell-Toleranz-
Mechanismen fihren und eine Anreicherung autoreaktiver B-Zellen im
antigenerfahrenen B-Zell-Pool bedingen. Die Ergebnisse longitudinaler Analysen von
B-Zell-Subpopulationen zeigen, dass auch innovativere Therapieansétze, wie die
Blockade von BAFF oder CD22, keine wesentliche Reduktion von Gedachtnis-B-Zellen
und Plasma-Zellen im peripheren Blut von SLE-Patienten herbeifiihren. Wahrend
Rituximab in der Lage ist, den peripheren Pool der Gedéachtnis-B-Zellen und ggf. auch
kurzlebigen Plasmazellen temporér zu eliminieren, ist noch unklar, ob sich diese
Beobachtung auch auf entzindlich verandertes Gewebe und das Knochenmark
Ubertragen lasst. Ein Nachteil ist aul3erdem, dass unter Anwendung von Rituximab
Therapieerfolge nur durch eine Beseitigung aller B-Lymphozyten erreicht werden
kénnen, was trotz des fortbestehenden serologischen Gedachtnisses die Abwehrlage
der Patienten im Falle von Primarinfektionen deutlich schwécht und eine Expansion
autoreaktiver B-Zellen eventuell sogar férdern kénnte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeiten unterstreichen den bestehenden Bedarf an
innovativen Therapiestrategien. Einerseits stellen autoantigenspezifische
Therapieansatze, welche eine selektive Depletion oder Modulation autoreaktiver B-
Lymphozyten ermoglichen, ein vielversprechendes Behandlungskonzept dar.
Andererseits kénnten B-Zell-inhibierende monoklonale Antikdrper eingesetzt werden,
die eine durch defekte oder Uberwaltigte B-Zell-Toleranzmechanismen verursachte
Akkumulation autoantikdrpersezernierender Zellen verhindern, indem sie die
Uberschiel3ende Aktivierung der B-Zellen bei Patienten mit SLE negativ regulieren.

Diesbeziiglich werden innovative Therapiestrategien vorgestellt und diskutiert.
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