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1 Einleitung

1.1 Definition des Krankheitsbildes und der Epidemiologie der RA

Der Sammelbegriff ,Rheuma“ steht flr eine Vielzahl von Erkrankungen, die mit
Schmerzen am Bewegungs- und Stutzapparat einhergehen. Die Bezeichnung ,Rheu-
ma“ kommt aus dem Griechischen, bedeutet ziehender Schmerz und umfasst vier

Hauptgruppen, zu diesen gehoren:

1. degenerative, nicht-entziindliche Gelenk- und Wirbelsdulenerkrankungen wie die

Arthrosen,

2. Weichteilrheumatismus, der ausschliel3lich gelenksferne Strukturen betrifft wie die

Fibromyalgie oder die Bursitis,

3. Stoffwechselerkrankungen mit rheumatischen Beschwerden, deren wichtigster Ver-

treter die Gicht ist sowie

4. entziindlich-rheumatische Systemerkrankungen wie die Kollagenosen®, Vaskuliti-
den? und Arthritiden wie die rheumatoide Arthritis (RA) (Renz-Polster und Krautzig,
2004).

Die RA wurde erstmals 1859 von Alfred Garrod beschrieben und 1941 von der ,Ameri-
can Rheumatism Association® als eigenstandige Krankheit anerkannt. Sie ist die am
weitesten verbreitete Form der entziindlichen Arthritiden. Rund ein Prozent der Weltbe-
volkerung leidet an RA, bei den Uber 50-Jahrigen sind es sogar doppelt so viele. Allein
in Deutschland leben zurzeit 800.000 bis eine Million an RA erkrankte Menschen, wobei
Frauen dreimal haufiger betroffen sind als Manner (Renz-Polster und Krautzig, 2004,
Lipsky, 1999). Generell kann die RA in jedem Lebensalter auftreten, macht sich jedoch
meist im Alter zwischen 30 und 50 Jahren bemerkbar. Die RA ist eine chronische Er-
krankung und z&hlt zu den am h&aufigsten vorkommenden chronisch-entziindlichen Au-

toimmunerkrankungen des Menschen.

Charakteristisch fur die RA sind ein schleichender Beginn sowie ein schubweiser Ver-
lauf. Dabei zeigt sich eine chronische Entziindung der Gelenkinnenschicht, die als Sy-

novitis bezeichnet wird. Grundsatzlich kann die RA alle Gelenke betreffen, sie manifes-
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tiert sich aber in erster Linie an den Hand- und Ful3gelenken. Typisch ist, dass die RA
praktisch nie die Endgelenke® der Finger und Zehen befallt, sondern ausschlieRlich an
den Grund®- und Mittelgelenken® von Finger und Zehen beginnt (Hettenkofer, 2003). Zu
den typischen Symptomen der RA zahlen Schwellungen, Schmerzen, Uberwarmung
sowie eine eingeschréankte Beweglichkeit der betroffenen Gelenke. Auffallend héaufig ist
hierbei ein symmetrisches Befallsmuster festzustellen. Haufig weisen die Patienten ei-
nen Querdruckschmerz der MCP-Gelenke auf, was als positives Gaenslen-Zeichen be-
zeichnet wird. Als weiteres diagnostisches Kriterium der RA ist die Morgensteifigkeit von
mindestens 30 Minuten der betroffenen Gelenke zu nennen. Kennzeichnend ist hier im
Gegensatz zu den degenerativen Erkrankungen (Arthrosen), dass die Gelenkbe-
schwerden im Laufe des Tages durch Bewegung abnehmen, wahrend sich die Be-
schwerden bei den degenerativen Erkrankungen durch Bewegung verschlimmern.
Spétfolgen der RA sind oft Fehlstellungen, Funktionsverlust bis hin zur totalen Verstei-
fung (Ankylose) der betroffenen Gelenke, die allerdings durch eine Fruhdiagnose mit
anschlieBend adaquater Therapie verhindert werden kdnnen. Neben dem Befall der
Gelenke sind bei der RA insbesondere bei schweren Verlaufen auch Organmanifestati-
onen zu beobachten, z.B. in Form einer Skleritis, Perikarditis, Pleuritis und Vaskulitis.
Die RA kann, wenn sie wichtige Organsysteme beeintrachtigt, die Lebenserwartung
deutlich verkirzen. Grundsétzlich bleibt festzuhalten, dass sowohl der Verlauf als auch

die Symptome der RA von Patient zu Patient sehr stark variieren kénnen.

1.2 Aufbau eines Gelenks

Ein gesundes Gelenk besitzt einen Gelenkkopf und eine dazu passende Gelenkpfanne,
dazwischen sitzt eine Gelenkflache, die mit hyalinem Knorpel tiberzogen und von einer
Gelenkkapsel umschlossen ist. Die Aul3enseite der Kapsel wird von einer Kollagenfa-
serschicht gebildet, wahrend die Kapselinnenseite von der Synovialmembran ausge-
kleidet wird. Die relativ zellarme, aber gut vaskularisierte Synovialmembran besteht
wiederum aus einer aul3eren Deckzellschicht (synoviale Schicht, lining layer), welche
ein bis maximal drei Zelllagen umfasst (Kim und Berek, 2000) sowie einer darunter lie-
genden inneren Schicht (subsynoviale Schicht, sublining layer). Die letztere der beiden

Schichten wird im Wesentlichen von Bindegewebe, Blutgefdl3en und einigen wenigen

® Distalen Interphalangealgelenke (DIP) der Finger und Zehen

* Metacarpophalangealgenken (MCP) der Finger sowie Metatarsophalangealgelenken (MTP) der Zehen
° Proximalen Interphalangealgelenken (PIP) der Finger und Zehen
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Immunzellen gebildet. Die Deckzellschicht dagegen setzt sich aus Synoviozyten zu-
sammen. Dabei werden die Typ A-Synoviozyten, welche von den Monozyten abstam-
men und makrophagenahnliche Funktionen Ubernehmen, von den Typ B-
Synoviozyten®, welche den Fibroblasten des Bindegewebes gleichen, unterschieden.
Die synovialen Fibroblasten, die im gesunden Gelenk tberwiegen, sind unverzichtbar
fur die Synthese der Gelenkschmiere, da sie das Glykosaminoglykan Hyaluronsaure
sezernieren. Die Glykosaminoglykane sind hauptverantwortlich dafir, dass die Synovi-
alflussigkeit ein diunnflissiger Schleim ist. Dieser Synovialschleim fillt den Gelenkspalt
aus und dient zugleich der Ernahrung des gefal3losen Gelenkknorpels sowie dem Ab-
transport von Abbauprodukten, was durch das Fehlen einer Basalmembran erleichtert
wird. Die Hauptaufgabe des Knorpels ist die Druckverteilung der auf das Gelenk ein-
wirkenden Kréfte. Unterstitzt werden die stoRdampfenden Funktionen des nur etwa
drei Millimeter dicken Knorpels von der hyaluronhaltigen Synovialflissigkeit, indem die-
se den Reibungswiderstand zwischen den Gelenkflachen herabsetzt und somit den Ge-

lenkknorpel vor zu starker Abnutzung schitzt.

1.3 Atiologie der RA

Es existiert kein monokausales Erklarungsmodell fur die RA. Die RA beginnt mit einer
Synovitis, welche chronifiziert und als unkontrollierte Immunreaktion auf bisher unbe-
kannte Reize verstanden wird. Dabei scheint nicht ein einziger Ausloser fir eine derar-
tige Immunantwort verantwortlich zu sein, sondern wesentlich wahrscheinlicher ist ein
komplexes Zusammenspiel vieler verschiedener Faktoren. Insbesondere die Kombina-
tion von genetischen Dispositionen, Umweltfaktoren, Infekten sowie immunpathologi-
schen Prozessen werden bei der Krankheitsentstehung der RA diskutiert. Dabei bildet
die erbliche Veranlagung offensichtlich die Grundlage dafir, dass es durch einen noch
nicht identifizierten arthritogenen Erreger zu einem Infekt und damit zum Ausbruch der
RA kommen kann. Durch die genetische Pradisposition scheint sich aber nicht nur das
relative Erkrankungsrisiko zu erhoéhen, sondern auch der Schweregrad der RA wird
dadurch negativ beeinflusst. So ist eine familidre Haufung vor allem schwerer, destruie-
render Verlaufe zu beobachten. Viele rheumatische Erkrankungen sind mit bestimmten
HLA-Typen assoziiert, so beispielsweise Morbus Bechterew mit HLA-B27 oder der sys-
temischer Lupus erythematodes (SLE) mit HLA-B8, -DR2 und -DR3. Die HLA-Molekiile,

® Typ B-Synoviozyten werden auch als RASFs (rheumatoid arthritis synovial fibroblasts) bezeichnet.
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synonym verwendet mit MHC’-Molekiilen, markieren Zellen als kérpereigen. Alle Zellen,
die kein korpereigenes HLA tragen, kbénnen so als kdrperfremd demaskiert werden. Die
HLA-Typen werden in drei Klassen unterteilt. Dabei sind die HLA I- und lI-Molekdle fur
die Antigenpréasentation und dadurch Aktivierung der T-Zellen entscheidend. HLA-III-

Molekule sind Plasmaproteine, die an der Immunabwehr beteiligt sind (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: HLA-Typisierung®

HLA-I HLA-II HLA-II

Genorte HLA-A HLA-DR (DRA/DRB)

HLA-B HLA-DQ (DQA/DQB)

HLA-C HLA-DP (DPA/DPB)
kodiert far: Glykoproteine Glykoproteine Plasmaproteine
Expression auf: alle kernhaltigen Zellen APC
Prasentation an: CD8-T-Zellen CD4-T-Zellen
Mit RA assoziiert: HLA-DR 4 (DRB1*04,

DRB1*01)

Die HLA-Klasse | Molekille werden auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert und sind auf drei Genorten
verteilt, welche als HLA-A, -B und —C bezeichnet werden. Sie présentiert den CD8-T-Zellen auf ihrer
Oberflache Antigene. Die Klasse-lIl HLA-Molekile werden als HLA-D zusammengefasst, befinden sich
aber ebenfalls auf drei Genorten, welche als HLA-DR, -DQ sowie —DP bezeichnet werden. Sie werden
vor allem auf antigenprasentierenden Zellen (APCs: B-Lymphozyten, Makrophagen und Dendritischen
Zellen.) exprimiert und prasentieren den CD4-T-Zellen extrazellulare Antigene.

Stastny beschrieb 1978 erstmals die Assoziation der RA mit den HLA Klasse Il Genen.
Etwa 70 Prozent der RA-Erkrankten sind Tréager einer Variante des Gens HLA-DRB1,
insbesondere dem Locus DR4. Alle HLA-Molekile der Klasse Il bestehen aus zwei Ket-
ten, einer o- und einer B-Untereinheit, dabei kodiert das HLA-DRB1-Gen die pB-Kette.
Der DR4-Locus wird wiederum von mehr als 20 unterschiedlichen DRB1-Allelen codiert
und vor allem die Allele DRB1*0401, *0404, *0405 und *0408 sind mit einem erhodhten
Risiko, an RA zu erkranken, assoziiert (Reveille, 1998) (siehe Tabelle 2). Dabei stim-
men die RA-relevanten Allele in den Aminosauren 70 bis 74 der B-Kette fast bzw. kom-
plett Uberein, weshalb dieser Abschnitt als ,Rheumatoides Epitope" oder ,Shared
Epitope" bezeichnet wird (Reveille, 1998; Gonzalez-Gay et al., 2002). Dariiber hinaus
scheinen einige Nicht-DR4 Allele mit der RA assoziiert zu sein, so z.B. DRB1-0101, -
0102 und -1001 (Reveille, 1998).

” MHC: Mayor Histocompatibility Complexes, MHC | entspricht beim Menschen HLA A, B und C, MHC ||

entspricht beim Menschen HLA DP, DQ, DR.
® Im Genlocus HLA-DR (DRA / DRB) steht ,A“ fur die o und ,B“ fiir die [ Kette.
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Tabelle 2: ,,Shared epitope*

9

HLA-DR4-B1-Allele Aminosauresequenz
0401 QKRAA
0404 QRRAA
0405 QRRAA
0408 QRRAA
Nicht-HLA-DR4-Allele
0101
0102
1001

Alle HLA-DR4-B1-Allele, welche mit der RA assoziiert sind, stimmen in einer Aminosduresequenz
(QKRAA, QRRAA) an Position 70-74 Uberein, die als Shared Epitop bezeichnet wird. Aminoséurecode:
Q: Glutamin, K: Lysin, R: Argenin, A: Alanin.

1.4 Pathomechanismus der RA

Im Rahmen der RA kommt es zur Hyperplasie der Deckzellschicht, so dass aus einer
einschichtigen eine vielschichtige synoviale Deckzellschicht entsteht. Dabei proliferieren
vor allem die synovialen Fibroblasten, wahrend der Anteil der synovialen Makrophagen
annahernd gleich bleibt. Nach etwa vier Wochen bildet sich ein Pannusgewebe, wel-
ches bis zu zehn Zelllagen dick sein kann (siehe Abbildung 1). Dadurch wird der Knor-
pel verdrangt und zerstort, so dass erhohte Reibungskrafte auf das betroffene Gelenk
einwirken. Infolgedessen treten Knochenerosionen auf, die zu bleibenden Gelenkver-
anderungen bis hin zur Invaliditat fuhren kdnnen. Dabei zeigen sich unter anderem Ver-
anderungen wie Schwanenhals- und Knopflochdeformitaten, Zickzack-Daumen sowie
Ulnardeviation'?, die irreversibel sind. Verstarkt wird die Knorpelverdrangung durch die
sekundare Aktivierung der Osteoklasten und Chondrozyten, die ebenfalls zum Kno-
chen- und Knorpelabbau beitragen. Die Chondrozyten hemmen die Kollagen- und Gly-
kosaminoglykansynthese und sind nicht mitosefahig, so dass einmal entstandene
Schéaden nicht mehr durch Regeneration ausgeglichen werden kénnen. Dadurch ver-

bleiben Knorpeldefekte lebenslang.

° Q=Glutamin, K=Lysin, R=Argenin, A=Alanin
1% Ulnardeviation: Abweichung der Finger zur Seite der Ulna durch Entziindung der Grundgelenke
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Abbildung 1: Vergleich von gesundem und rheumatisch verdndertem Synovialgewebe

Das linke Bild zeigt gesundes Synovialgewebe mit einschichtiger Deckzellschicht, das rechte Bild zeigt
rheumatisch verandertes Synovialgewebe mit mehrschichtiger Deckzellschicht. HE-Férbung.

Die synovialen Fibroblasten kénnen ein betroffenes Gelenk durch den zerstérten Knor-
pel verlassen. Sie treten ins Blut Gber und begeben sich zielgerichtet in gesunde Gelen-
ke, wo sie ebenfalls eine Entziindungsreaktion auslésen (Lefévre et al., 2009). Dies ist

die momentane Vorstellung zur Ausbreitung der RA von einem Gelenk auf das nachste.

Parallel zur Aktivierung der Fibroblasten und Makrophagen kommt es zu Akkumulation
von Lymphozyten und Phagozyten, die normalerweise nicht im Synovialgewebe gefun-
den werden. In Folge der RA-Erkrankung kommt es zur erhéhten Durchlassigkeit der
Gefalie sowie einer starken Neoangiogenese, welche die Infiltration der Synovialmemb-
ran mit Entzindungszellen aus dem Blut fordert (Paleolog, 1996 und Paleolog, 2002).
Diese Immunzellen verstarken das Entziindungsgeschehen durch die Ausschiittung von
Zytokinen. Im gesunden Gewebe liegt normalerweise eine Homdostase von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen vor. Bei der RA Uberwiegen allerdings die proinflamm-

atorischen Zytokine, vor allem der TNF-Familie.

1.5 Das Immunsystem

Funktionell lasst sich das kdrpereigene Immunsystem in die angeborene Immunitéat mit
der antigen-unspezifischen Abwehr durch vor allem Phagozyten und die erworbene
Immunitéat mit der antigen-spezifischen Abwehr durch Lymphozyten einteilen. Eine ada-
quate Immunreaktion beruht letztlich auf einer engen Kooperation beider Systeme mit

deren jeweiligen zellularen sowie humoralen Komponenten.
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1.5.1 Das angeborene, antigen-unspezifische Immunsystem

Das antigen-unspezifische Immunsystem ist angeboren und somit von Geburt an voll
funktionsfahig. Es reagiert innerhalb kirzester Zeit und ist essentiell fir die Abwehr von
Antigenen, mit denen das Immunsystem zum ersten Mal kontaktiert wird. Die Protago-
nisten der angeborenen Abwehr sind zum einen die Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen),
die Antigene durch Freisetzung chemischer Stoffe eliminieren, zum anderen die Pha-
gozyten, welche Antigene uber ihre Oberflachenrezeptoren aufspiren und mit Hilfe von
Phagosomen in sich aufnehmen. Das unspezifische Abwehrsystem reagiert stets mit
der gleichen Intensitat sowie Schnelligkeit und ist nicht lernfahig. So fuhrt ein wiederhol-
ter Antigenkontakt zu keiner wirksameren Immunreaktion. Die meisten Phagozyten, vor
allem die Monozyten bzw. Makrophagen sowie die Dendritischen Zellen, fungieren zu-
satzlich als Antigenprasentierende Zellen (APC), womit sie eine wichtige Verbindung

zum spezifischen Immunsystem herstellen.

1.5.2 Das erworbene, antigen-spezifische Immunsystem

Die erworbene Immunitat passt sich spezifisch an die jeweiligen Fremdkdrper an und
wird durch die B- und T-Lymphozyten vermittelt. Der erstmalige Antigenkontakt, welcher
zur Primarantwort fuhrt, lauft deutlich langsamer ab als bei der unspezifischen Abwehr.
Dafur fuhrt der Antigen-Erstkontakt zur Ausbildung eines immunologischen Gedéachtnis-
ses in Form von langlebigen B-Gedéachtniszellen, welche bei einem wiederholten Anti-
genkontakt aktiviert werden und eine deutlich schnellere sowie effizientere Sekundar-
antwort hervorrufen. Wahrend die Prim&rantwort fast 2 Wochen braucht, um die Immun-
reaktion aufzubauen, ereignet sich die Sekundarantwort bereits nach etwa 4 Tagen.
Parallel zur Aktivierung der B-Gedachtniszellen vollzieht sich in den peripher lymphati-
schen Organen auch die Selektion von B-Zellen, welche Antikdrper mit der hdchsten
Affinitat bilden (Affinitatsreifung). Diese hochaffinen Antikbrperproduzierenden B-Zellen
erhalten Signale zur Vermehrung durch klonale Expansion, wodurch sich die Anzahl der
B-Zellen mit der entsprechenden Spezifitdt erheblich vergré3ert. Die Zahl der Lympho-
zyten bleibt bei gesunden Erwachsenen mit 102 konstant, dafiir verschieben sich die
Relationen verschiedener Klone untereinander erheblich (Kreutzig, 2006).
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1.5.3 Die Entwicklung von Lymphozyten

Alle Blutzellen stammen von einer einzigen Zelle, der sog. hdmatopoetischen Stamm-
zelle (Urzelle) ab, welche pluripotent ist. Durch Wachstumsfaktoren und Zytokine diffe-
renziert die Stammzelle entweder zu einer lymphoiden oder einer myeloiden Vorlaufer-
zelle (Kreutzig, 2006). Die Vorlauferzellen kénnen sich nicht mehr selbst erneuern und
sind bereits auf eine bestimmte Zelllinie festgelegt. Die lymphoide Vorlauferzelle produ-

ziert B- und T-Lymphozyten sowie NK-Zellen.'*

1.5.3.1 T-Lymphozyten

Die T-Lymphozyten entstehen im Knochenmark und wandern zur Reifung in den Thy-
mus. Nach der Involution des Thymus findet die T-Lymphopoese im Mark der flachen
Knochen statt. T-Zellen tragen an ihrer Oberflache den T-Zell-Rezeptor (TCR), mit wel-
chem jede T-Zelle ein spezifisches Antigen erkennen kann. Im Gegensatz zu den B-
Lymphozyten, die auch freie Antigene erkennen, erfassen T-Zellen nur Antigene, die im
Komplex mit HLA-Molekilen auf den Oberflachen von APCs angeboten werden. Die
Fahigkeit der T-Zellen, auf ein Antigen zu reagieren, hangt davon ab, an welches HLA-

Molekul es gebunden ist. T-Zellen sind somit HLA-restringiert.

Die verschiedenen Subpopulationen der T-Zellen werden anhand ihrer Oberflachenan-
tigene (CDs) und den damit verbundenen Funktionen in T-Helferzellen (Th-Zellen), re-
gulatorische T-Zellen (Treg-Zellen) und zytotoxische T-Zellen (Tc-Zelle) eingeteilt (siehe
Tabelle 3).

Tabelle 3: Unterteilung der T-Lymphozyten und deren Zytokine

Subpopulationen Oberflachenantigene bzw. Zytokine
Tc-Zellen CD8
Treg-Zellen CD4
Th-Zellen: CD4
- Thl-Zellen Proinflammatorische Zytokine: IL-2, INF-y, TNFo + (3
=> zellulare Abwehr
- Th2-Zellen Antiinflammatorische Zytokine: IL-4, IL-5, IL-10
=> humorale Abwehr
- Th1l7-Zellen Proinflammatorisches Zytokin: I1L-17

' Aus der myeloiden Vorlauferzelle kénnen Erythrozyten, Thrombozyten, Dendritische Zellen, Granulozy-
ten, Monozyten bzw. Makrophagen entstehen.
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Im Gegensatz zu den Th- und Treg-Zellen, welche CD4 auf ihrer Oberflache exprimie-
ren, tragen die Tc-Zellen das CD8-Protein auf ihrer Oberflache.

Aktivierte Th-Zellen kdnnen Antigene in Kooperation mit HLA Klasse II-Molekulen auf
APCs erkennen. Sie stimulieren und koordinieren die Immunantwort durch Zytokinaus-
schittung. Anhand dieser Zytokinfreisetzung lassen sich die Th-Zellen weiter in Thl-,
Th2- und die neu identifizierten Th17-Zellen unterscheiden. Mit ihrer Hilfe differenzieren
B-Zellen zu Plasmazellen, ebenso wie T-Zellen zu Tc-Zellen. Die Thl-Zellen sezernie-
ren proinflammatorische Zytokine, wodurch Makrophagen sowie Tc-Zellen aktiviert wer-
den. Somit sind die Thl-Zellen primar fur die zellvermittelte Immunantwort zustandig.
Die Th2-Zellen dagegen synthetisieren vorzugsweise antiinflammatorische Zytokine,
wodurch sie die B-Zellen zur Antikorperproduktion stimulieren und primar fur die humo-
rale Immunantwort verantwortlich sind. Die Th17-Zellen exprimieren u.a. das entzln-
dungsfordernde Zytokin IL-17, welches sechs verschiedene Mitglieder (IL17 A-F) um-
fasst (Lubberts, 2008). Bei RA-Patienten wird eine deutlich erhdhte IL-17-Konzentration
in der Synovialflissigkeit beobachtet (Chabaud et al., 1999). Dabei scheint die IL-17-

Produktion insbesondere bei der frihen RA von Bedeutung zu sein (Leipe et al., 2009).

Die Treg-Zellen sorgen fur eine Begrenzung der Immunantwort und verhindern die End-
los-Stimulation des Immunsystems. Infizierte Zellen werden von Tc-Zellen erkannt, in-
dem sie den Tc-Zellen die intrazellularen Antigene in Verbindung mit HLA Klasse |-

Molekulen auf ihrer Oberflache prasentieren.

1.5.3.2 B-Lymphozyten

B-Lymphozyten sind die einzigen Zellen, welche im ausdifferenzierten Zustand zur Bil-
dung von Antikdrpern fahig sind. Sie sind somit die Vermittler der humoralen Immunitat.
Darlber hinaus sind B-Zellen im Gegensatz zu T-Zellen in der Lage, native Antigene zu
erkennen, diese anschliel3end zu prozessieren und Uber HLA-Molekille zu prasentieren.
Somit fungieren B-Zellen auch als APCs. Um zu Antikérperproduzierenden Zellen zu
reifen, durchlaufen B-Zellen zwei drtlich getrennte Entwicklungsprozesse (siehe Tabelle
4).
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Tabelle 4: Entwicklung der B-Lymphozyten

Lokal- Funktion Zellstadium Oberflachen- Antikorper-
isation antigen bildung
Knochen- Bildung Vorlauferzelle CD34
mark des Pro-B-Zelle CD19 VH-Doméne
fér;tégetg;s frihe Pra-B-Zelle CD19, CD20 surrogate L-Kette
(BCFFQJ) spate Pra-B-Zelle CD19, CD20 Préa-BCR
unreife Zelle CD19, CD20, BCR (migM, migD)
CD21, CD81
transitionale B-Zelle  CD19, CD20,
CD21, CD81
Peripherie  Antikorper- reife (naive) B-Zelle  CD19, CD20, BCR (migM, migD)
bildung CD21, CD22,
CD23, CD27
Plasmablast
Plasmazelle CD27, CD38 slg (IgG>IgA>IgD)
B-Gedachtniszelle CD20, CD21, mligG, migM
CD27

Wahrend der erste in der fetalen Leber bzw. nach Geburt im Knochenmark stattfindet,
vollzieht sich der zweite Entwicklungsschritt in den sekundar lymphatischen Organen.
Wie bei der T-Zell-Differenzierung entsteht aus der hamatopoetischen Stammzelle die
lymphoide Vorlauferzelle, welche Uber das Stadium der Pro-B-Zelle, der friihen sowie
spaten Pra-B-Zelle zur unreifen B-Zelle differenziert. Wahrend dieser Schritte werden
die V- (variable), D- (diversity) und J- (joining) Gene der schweren Ketten zu einem
funktionellen VDJ-Segment in Form der p-Kette (IgM Antikorper) rearrangiert, so dass
ein vorlaufiger Pra-B-Zell-Rezeptor (Préa-BCR) entsteht, welcher das Stadium der frilhen
Pra-B-Zelle kennzeichnet. Der Pra-BCR stellt ein entscheidendes Uberlebenssignal dar,
da alle Zellen, die den Pr&-BCR nicht exprimieren durch Apoptose eliminiert werden.
Aus dem Pra-BCR resultiert letztlich nach Bildung der leichten Kette der fertige B-Zell-
Rezeptor (BCR) in Form von IgM, welcher das Stadium der unreifen B-Zellen markiert.
Alle unreifen B-Zellen, die wahrend ihrer Entwicklung nicht in der Lage sind, den BCR
auf ihrer Oberflache zu exprimieren, werden ebenfalls apoptotisch aussortiert. Die un-
reifen, BCR-tragenden B-Zellen verlassen das Knochenmark und begeben sich in die
Peripherie, wo sie zu reifen B-Zellen differenzieren. Nur mit dem BCR sind die reifen B-

Zellen im Stande, Antigene zu erkennen und durch die Bildung von entsprechenden
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Antikérpern zu bekampfen. B-Zellen, die bisher noch keinen Antigenkontakt hatten,
werden als naive B-Zellen bezeichnet.

Beim Verlassen des Knochenmarks gelangen die unreifen B-Zellen tGber das Blut in die
Milz, wo sie Follikel bilden und auf dem Weg zur reifen B-Zelle zwei weitere Zwischen-
stadien (T1, T2) durchlaufen (Lodera et al., 1999; Mackay und Browning, 2002). T1-B-
Zellen entwickeln sich entweder zu T2-B-Zellen oder direkt zu reifen B-Zellen (Lodera et
al., 1999). Lediglich 1 bis 3 Prozent der T1 und T2 B-Zellen gelangen in den Pool der
reifen B-Zellen (Lodera et al., 1999).

Die sich nach Antigenbindung anschlie3ende Differenzierung kann nun auf zwei Wegen
stattfinden, entweder durch thymusabhangige Antigene, welche die Hilfe von aktivierten
Th-Zellen mit sich bringt, oder allein durch thymusunabhangige Antigene. Die B-Zellen,
die ein thymusunabhangiges Antigen binden, bilden i.d.R. ausnahmslos IgM-Antikorper,
die nicht hochspezifisch sind (Primarantwort). In den extrafollikularen Arealen vollziehen
die B-Zellen eine klonale Expansion und differenzieren zu kurzlebigen (2-3 Tage) Anti-

korper-produzierenden Plasmazellen.

Bekommt die B-Zelle Hilfe von Th Zellen kann dies eine Keimzentrumsreaktion auslo-
sen. Im Keimzentrum differenzieren reife B-Zellen zu Gedachtniszellen oder Plasmazel-
len, deren hochaffine Antigenrezeptoren dem Organismus Langzeitschutz gewéhren
(Berek, 1992).

In einem Keimzentrum lassen sich eine helle von einer dunklen Zone abgrenzen (siehe
Abbildung 2). In der dunklen Zone vollzieht sich die starke Proliferation, aus einer B-
Zelle werden viele. Durch starke Proliferation werden die ruhenden naiven B-Zellen an
den Rand gedrangt, wodurch der Follikelmantel entsteht. In der dunklen Zone ereignet
sich auch der Antikorper-Klassenwechsel, so dass IgG, IgA oder IgE gebildet werden
kénnen. Im Anschluss daran wird eine Reaktion in Gang gesetzt, welche zur weiteren
Optimierung der Antikérper fuhrt und als somatische Hypermutation bezeichnet wird.
Ob die neuen Antikorper tatsachlich eine hohere Affinitdt zum Antigen aufweisen, wird
in der hellen Zone des Keimzentrums Uberpruft. Daftir prasentieren die Follikular Dend-
ritischen Zellen (FDCs) den Zentroblasten Antigene. Im Gegensatz zu den dendriti-
schen Zellen kdnnen FDCs kein Antigen prozessieren. Sie binden tber Fc Rezeptoren
Antigen-Antikorper-Komplexe auf ihrer Oberflache und prasentieren somit ein intaktes

Antigen, dass vom B-Zellrezeptor erkannt wird. Nur diejenigen, deren AntikOrper eine
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hohe Affinitat zum Antigen aufweisen, exprimieren das antiapoptotische Protein bcl-2,
wodurch sie uberleben und sich vermehren. B-Zellen mit geringer Affinitat zum Antigen
bekommen keine T-Zellhilfe und erliegen der Apoptose. Im weiteren Verlauf der Keim-
zentrumsreaktion differenzieren die Zentroblasten in Zentrozyten, die sich in der Néahe
des Follikelmantels sammeln. Aus den positiv selektionierten B-Zellen, welche das
Keimzentrum verlassen, entstehen tber das Stadium der Plasmablasten entweder lang-
lebige Plasmazellen oder B-Gedéchtniszellen. Die Gedachtniszellen siedeln sich in der
Marginalzone des Keimzentrums an, Plasmazellen hingegen verlassen das Keimzent-
rum. Die B-Gedéachtniszellen kénnen nach erneuter Erkennung des entsprechenden
Antigens schnell und zugleich effektiv zu Plasmazellen reaktiviert werden. B-Zellen
kénnen aber auch in nicht-lymphatischen Geweben wie z.B. dem Synovialgewebe von
RA-Patienten in sogenannten ektopischen Keimzentren zu Plasmazellen differenzieren
(Kim et al., 2001; Schroder et al., 1996).

Marginalzone

Mantelzone

Helle
Zone
@ B-Zelle
@ T-zelle
*FDC
W Antigen Dunkle

Zone
O B-Zellenin Mantelzone

(O B-Gedichtniszelle

Abbildung 2: Schematische Darstellung der B-Zell-Differenzierung im Keimzentrum

Dargestellt ist die im Text beschriebene Differenzierung der B-Zellen lber Zentrozyten zu B-
Gedéchtniszellen bzw. Plasmazellen im Keimzentrum.

Ettinger et al. (2007) konnten zeigen, dass sich B-Gedé&achtniszellen in der Milz allein
durch IL-21-Exposition schnell in Plasmazellen differenzieren lassen. Aber auch IL-6
wird eine wichtig Rolle bei der Differenzierung von B-Gedachtniszellen in Plasmazellen
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zugeschrieben. Neben IL-6 und IL-21 spielen auch die beiden TNF-Zytokine BAFF und
APRIL fur die Differenzierung und das Uberleben von B- und Plasmazellen eine ent-
scheidende Rolle. Ebenso wird Eosinophilen Zellen eine wichtige Rolle beim Uberleben

der Plasmazellen im Knochenmark zugeschrieben (Chu et al., 2011).

1.5.4 Antikbrper

Antikdrper kdnnen sowohl in membranstéandiger Form als auch in l6slicher Form vorlie-
gen und sind ,Y“-formige Molekile. Sie lassen sich mit Hilfe der Protease Papain in
zwei identische Fab-Fragmente und ein Fc-Fragment spalten. Die Fab-Fragmente ent-
halten die Antigenbindungsstelle. Das Fc-Fragment dient der Anheftung an Zellen. Die
beiden Fab-Fragmente bilden die Arme des ,Y*“, welche Uber ein bewegliches Gelenk
(,hinge“-Region) mit dem Ful des ,Y*, dem Fc-Fragment, verbunden sind (siehe Abbil-
dung 3).

Variable |
Region
¢— | eichte Kette B Eaebion
[ (V_und C|) g
Schwere Kette 1
Konstante (Vyund Cy™-3)
Region
| Fc-
Region
i 0 Disulfidbricke

Abbildung 3: Aufbau eines Antikdrpers

Schematische Darstellung eines Antikorpers. Die variablen Domanen einer leichten (VL) und einer
schweren Kette (VH) bilden die Antigenbindungsstelle. Die konstante Domane CH? ist die Fc-Rezeptor-
Bindungsstelle.

Antikorper setzen sich aus je zwei identischen schweren Ketten, den H-Ketten, und je
zwei identischen leichten Ketten, den L-Ketten zusammen. Diese sind tber Disulfidbri-
cken miteinander verknipft. Die beiden L-Ketten gehoéren entweder dem kappa (x)- o-
der dem lambda (L)-Typ an und sind kurzer als die H-Ketten. Von den H-Ketten existie-
ren funf verschiedene Typen (u, 8, v, o und ¢), die wiederum die Zugehdrigkeit zu einer
der funf Antikérper-Klassen (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE) definieren und die funktionellen

Eigenschaften eines Antikdrpers bestimmen. Jede dieser Ketten besteht aus einer vari-
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ablen Region, die das Antigen bindet, und einer konstanten Region, die an Fc-
Rezeptoren bindet und fir die funktionellen Eigenschaften verantwortlich ist.

Dadurch, dass sowohl fur die L-Kette als auch fur die H-Kette mehrere Varianten fir
jedes Gensegment der variablen Doméane existieren, welche frei miteinander kombi-
nierbar sind, entstehen 2 x 10° unterschiedliche Antikorper (siehe Tabelle 5). Die tat-
sachliche Anzahl wird allerdings auf mindestens 10*° verschiedene Antikérpermolekiile
geschatzt (Berek und Milstein, 1988), welche sich in eben diesen variablen Regionen

voneinander unterscheiden.

Tabelle 5: Anzahl der Gensegmente der variablen Doméne der L-und H-Kette

leichte Kette schwere Kette
K A
Variables Segment 40 29 51
Diversitats-Segment 0 0 27
Verbindungs (joining)-Segment 5 4 6
Gesamt 200 116 8262
L- und H-Kette gesamt 316 x 8262 = 2 x 10°

Tatsachliche Anzahl 10%°

Diese zusatzliche Vielfalt der Antikorper entsteht wahrend der B-Zellentwicklung, so
verknupft sich das vorher zusammengefiigte Gen der variablen Region mit einem Gen
der funf konstanten Region-Typen (Janeway et al., 2006). Dartber hinaus erhdéhen die
junktionale Vielfalt und die somatische Hypermutation die enorme Anzahl an unter-

schiedlichen Antikdrpermolekulen.

1.5.5 Autoantikérper bei RA-Patienten

Kennzeichnend fur viele Autoimmunerkrankungen ist das Auftreten von Auto-
Antikorpern. Der klassische Antikorper bei der RA ist der Rheumafaktor, ein Antikorper,
der sich gegen den Fc-Rezeptor eines Immunglobulins vom IgG-Typ richtet und bis vor
kurzem der einzige anerkannte Marker nach ACR-Kriterien von 1987 war (Skogh,
2005). In den neuen Klassifikationskriterien von 2010 sind nun Antikorper fur citrullinier-
te Peptidantigene (ACPA) als weiterer Parameter hinzugekommen (Aletaha et al.,
2010). Die ACPA lassen sich bereits vor dem Auftreten klinischer Symptome beobach-
ten, wodurch ihnen vor allem in der Friherkennung der RA eine wichtige Rolle zukommt
(Skogh, 2005; van der Helm-van Mil et al., 2005). Darliber hinaus haben ACPA einen

hohen prognostischen Wert. So entwickeln ACPA-positive RA-Patienten nachweislich
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mehr Gelenkschadigungen als ACPA-negative RA-Patienten. Sie haben eine schlechte-
re Prognose und ein hoheres Risiko fur einen ungunstigeren Krankheitsverlauf als Pati-
enten ohne ACPA.

Der Nachweis von ACPA besitzt im frihen Stadium der RA eine vergleichbare Sensitivi-
tat wie der Rheumafaktor (RF), weist aber mit 98 Prozent eine etwas hohere Spezifitat
auf als der RF mit 95 Prozent (Rantapaa-Dahlqgvist et al., 2003). Durch die Kombination
des Nachweises von ACPA und RF vor dem Auftreten von RA-Symptomen erhéht sich
die Spezifitat auf fast 100 Prozent (Rantapaa-Dahlqvist et al., 2003).

Die Bedeutung des Nachweises von ACPA und RF fur die Diagnose der RA verdeut-
licht, dass B- und Plasmazellen in der Pathogenese der RA eine wichtige Rolle spielen.

1.6 Therapie der RA

Zwar ist die Pathogenese der RA nach wie vor nicht vollstandig verstanden und damit
auch keine kausale Therapie mdglich, jedoch ist eine medikamentése Behandlung un-
umganglich. Je friher mit einer Behandlung begonnen wird, desto giinstiger wirkt sich
dies auf die Prognose aus. Bleibt die RA dagegen unbehandelt, kann sie aufgrund von
irreparablen Gelenkschéaden bis zur Immobilitat der Patienten fihren. Das Ziel der RA-
Therapie ist es, die Symptome zu lindern und die Spéatfolgen zu vermeiden. Dafir
kommen haufig Kombinationstherapien zur Anwendung, da Monotherapien i.d.R. nicht

ausreichend sind. Einen Uberblick zu den RA-Therapiemoglichkeiten gibt Tabelle 6.

Tabelle 6: Ubersicht tiber mégliche Therapeutika bei der RA

Gruppe Beispiele Wichtigsten Nebenwirkungen
NSAR Ibuprofen (Imbun) Geschwire im Magen-Darm-
Diclofenac (Voltaren) Trakt
Cox-2-Hemmer Celecoxib (Celebrex) Erhohtes Risiko fur kardiovasku-
lare Erkrankungen
Glukokortikoide Prednisolon Osteoporose
Basistherapeutika/  Methotrexat (MTX) Wirkungseintritt erst nach Wo-
DMARD Leflunomid, (LEF) chen bis Monaten
Hydroxychloroquin (HCQ)
Sulfasalzin
Biologika Rituximab (MabThera)

Etanercept (Enbrel)
Anakinra (Kineret)
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Im Vordergrund der symptomatischen Therapie stehen die Linderung von Gelenk-
schmerzen und -schwellungen sowie die Entzindungshemmung. Daflr kommen die
Akuttherapeutika zur Anwendung, zu denen die Nichtsteroidalen Antirheumatika
(NSAR), die selektiven Cyclooxygenase-2-Hemmer (COX-2-Hemmer, Coxibe) und die
Glukokortikoide gehoren, wobei die Glukokortikoide teilweise auch immunsuppressiv
wirksam sind. Der Vorteil dieser drei Medikamente besteht in einem schnellen Wir-
kungseintritt. Als haufigste Nebenwirkung ist bei den NSAR das erhohte Risiko fur die
Entstehung von Magen- und Zwodlffingerdarmgeschwiren zu nennen, weswegen die
hochselektiven COX-2-Hemmer als Alternative entwickelt wurden. Diese haben ein ge-
ringeres gastrales Risiko, kdnnen allerdings mit kardiovaskularen Erkrankungen einher

gehen. Die schwerwiegendste Nebenwirkung der Glukokortikoide ist die Osteoporose.

Zur Pravention vor Gelenkschaden sowie Verlangsamung der Progression der RA die-
nen die Basistherapeutika, die auch als krankheitsmodifizierende Antirheumatika
(DMARD) bezeichnet werden. Charakteristisch fir alle Basistherapeutika ist der verzo-

gerte Wirkungseintritt nach Wochen oder Monaten.

Dank des immer weiter wachsenden Verstandnisses Uber die Immunpathologie im Ent-
ziindungsgeschehen der RA gibt es seit 1999* eine weitere Alternative in der RA-
Therapie, namlich die Biologika (siehe Tabelle 7). Die Biologika, die urspringlich zur
Therapie der Sepsis entwickelt wurden, stellen biotechnologisch hergestellte humani-

sierte, chimare oder vollhumane monoklonale Antikdrper dar (siehe Abbildung 4).

Muriner Antikorper chimarer Antikérper humanisierter Antikérper humaner Antikérper

CDR

I murin (Maus) [ 1 nhuman(Mensch) O Disulfidbriicken

Abbildung 4: Verschiedene Antikdrpertypen zur RA-Therapie

Die chiméaren Antikdrper besitzen eine murine Fab-Region. Bei humanisierten Antikérpern sind nur die
Antigenbindungstellen aus Mausprotein.

'? Die erste Behandlung mit einem TNFo.-Blocker erfolgte bereits 1992.
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Biologika kommen zum Einsatz, wenn mit Basistherapeutika alleine kein ausreichender
Therapieerfolg mehr erzielt wird. Sie hemmen nur einzelne Botenstoffe des rheumati-
schen Entzindungsprozesses, wodurch die physiologische Abwehr nicht beeintrachti-
gen wird. Vorteilhaft ist ferner, dass ihre Wirkung meistens innerhalb der ersten Thera-
pietage einsetzt. Wie in Tabelle 7 zusammengefasst, gehdren zu den Biologika antago-
nistisch wirkende Medikamente gegen TNFa, IL-1 und IL-6 sowie Hemmer der T-Zell-
oder B-Zell-Aktivitat. Rituximab beispielsweise ist ein in der EU seit 2006 fur die RA-
Behandlung zugelassener chimarer monoklonaler Antikérper, welcher an das B-Zell-
spezifische Oberflachenantigen CD20 bindet. Dadurch wird eine voribergehende B-
Zelldepletion®® und Remission der RA erreicht. Hier wird erneut deutlich, dass B-Zellen

an der Pathogenese der RA entscheidend beteiligt sind.

Tabelle 7: Ubersicht bereits zugelassener sowie erfolgversprechender Biologika zur Behandlung
der RA

Substanz Handelsname Aufbau Wirkprinzip
Abatacept Orencia Fusionsprotein CTLA-4  bremst T-Zell-Aktivierung
und Fc-Teil von Igl durch Unterbrechung des

costimulatorischen Signals,
CD 28 : CD 80/86 Interaktion

Anakinra Kineret humaner monoklonaler  Antagonist gegen IL-1
Antikorper gegen IL-1

Adalimumab Humira humaner monoklonaler  Blockierung von TNFa und -
Antikdrper gegen TNFa. B

Etanercept  Enbrel chimarer monoklonaler  Blockierung von TNFo und
Antikorper gegen TNFo  Lymphotoxin

Infliximab Remicade chimarer monoklonaler  Blockierung von TNFa

Antikorper gegen TNFa

Rituximab MabThera (EU), chiméarer monoklonaler  Depletion von CD20-B-
Rituxan (USA)  Antikdrper gegen CD20  Zellen

Tocilizumab Actemra humaner monoklonaler  Antagonist gegen IL-6
Antikdrper gegen IL-6

CD: cluster of differentiation, CTAL-4: Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4, Fc: fragment crystallizable, IL:
Interleukin

1.7 Zytokine der TNF-Familie und ihre Rezeptoren

Die TNF-Familie setzt sich aus TNF-Liganden und TNF-Rezeptoren zusammen. Alle

Mitglieder der TNF-Familie weisen eine mindestens 15- bis 25-prozentige Aminosau-

13 plasmazellen und Pro-B-Zellen werden durch Rituximab nicht eliminiert.
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resequenz-Homologie miteinander auf (Gaur und Aggarwal, 2003). Bisher sind 19 TNF-
Liganden und 29 TNF-Rezeptoren identifiziert (Jin et al., 2007). Einige der TNF-
Liganden docken an mehrere TNF-Rezeptoren an und einige TNF-Rezeptoren intera-
gieren mit mehreren TNF-Liganden (Hehlgans und Pfeffer, 2005). Durch die Bindung
der TNF-Liganden an ihre spezifischen Rezeptoren kommt es zur Aktivierung von Sig-
nalwegen, welche wichtige biologische Reaktionen wie Proliferation, Differenzierung,
Uberleben und Apoptose induzieren (Lopez-Fraga et al., 2001; Gaur und Aggarwal,
2003, Pradet-Balade et al., 2002).

1.7.1 TNF-Liganden

Bei den TNF-Liganden handelt es sich um transmembranstandige Proteine vom Typ I,
mit Ausnahme von APRIL (Lopez-Fraga et al., 2001) und LTa'* (Armitage, 1994). Die
TNF-Liganden sind Zytokine, die durch Rezeptorbindungen die Kommunikation zwi-
schen Zellen ermdéglichen. Dabei konnen sie endokrin, parakrin oder autokrin wirken
(Schneider et al., 1999).

TNF-Liganden haben eine homotrimere Struktur und sind an der Oberflache von Zellen
lokalisiert (Mackay et al. 2003; Ingold et al., 2005). Sie weisen eine carboxyterminale
extrazellulare sowie eine aminoterminale intrazellulare Domane auf, die beide durch
eine Transmembran-Domane miteinander verbunden sind. Dabei weisen sie in einem
etwa 150 Aminosauren umfassenden Bereich ihrer extrazellularen Doméne strukturelle
Ahnlichkeiten von etwa 20 bis 30 Prozent auf (Bodmer et al., 2002; Treml et al., 2009).
Dieser homologe Bereich der TNF-Liganden wird als TNF-Homologie-Doméne (THD)
bezeichnet und ist fur die Rezeptorbindung verantwortlich (Bodmer et al., 2002). Des
Weiteren ist die THD fur die Ausbildung der dreidimensionalen Struktur der TNF-
Zytokine entscheidend (Bodmer et al., 2002). Zwischen der THD und der Transmemb-
randomane finden sich ,stalk“-Regionen, welche Erkennungssequenzen flr verschie-
dene Proteasen (z.B. Furin) enthalten, die zur Freisetzung von l8slichen Liganden aus
den membranstandigen Vorlaufermolekilen fihren kdnnen. Dadurch existieren die
meisten Mitglieder der TNF-Familie nicht nur in membrangebundener sondern nach
proteolytischer Spaltung oder alternativem Spleif3en ebenso in l6slicher Form (Bodmer

et al., 2002). Wahrend die membranstandigen TNF-Liganden alle aktiv sind, kénnen die

1 APRIL und LTa existieren nur in loslicher Form und sind somit nicht membranassoziiert. LTa bildet
aber auch membranassoziierte Heterotrimere mit LTp.
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l6slichen TNF-Liganden auch inaktiv sein, jedoch sind bei den meisten TNF-Liganden
beide Formen aktiv (Hehlgans und Pfeffer, 2005; Treml et al., 2009). Die Mehrzahl der
TNF-Liganden bindet zwischen einem bis drei Rezeptoren, einige wenige Mitglieder
kénnen mit bis zu funf TNF-Rezeptoren interagieren (Bossen et al., 2006; Treml et al.,
2009).

1.7.2 BAFF und APRIL

In der TNF-Liganden-Familie weisen BAFF und APRIL mit 50 Prozent die héchsten Se-
guenzahnlichkeiten miteinander auf (Mackay et al., 2003). BAFF und APRIL wurden
erstmals 1998 von verschiedenen Gruppen beschrieben und mit unterschiedlichen Na-
men versehen, weshalb fur beide Zytokine mehrere Bezeichnungen existieren (siehe
Tabelle 8).

Tabelle 8: Akronyme fur BAFF und APRIL

Akronyme Vollstandige Bezeichnung Quelle

BAFF B-Zell-aktivierender Faktor der TNF- Schneider et al. 1999
Familie

CD257 cluster of differentiation 257

TNFSF13B TNF-Superfamily Member 13B

TNFSF20 TNF-Superfamily Member 20

BLyS B lymphocyte Stimulator Moore et al., 1999

TALL-1 TNF- and ApoL related leukocyte- Shu et al., 1999
expressed ligand 1

Thank TNF Homolog that activates apoptosis, Mukhopadhyay et al., 1999

nuclear factor-kB and c-Jun NH2-
terminal kinase

ZTNF4 Gross et al., 2000
APRIL a proliferation-inducing ligand Hahne et al., 1998
CD256 cluster of differentiation 256

TNFSF13A TNF-Superfamily Member 13A

TRDL-1a TNF-related death ligand-1a Kelly et al., 2000
TALL-2 TNF- and ApolL related leukocyte- Shu et al., 1999

expressed ligand 2

BAFF und APRIL sind an vielen immunologischen Geschehnissen wie dem Uberleben
von B- und Plasmazellen, dem T-Zell-unabh&ngigen Antikérper-Klassenwechsel oder

der Induktion autoreaktiver B-Zellen beteiligt (Schneider, 2005). Eine Dysregulation im
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BAFF- und APRIL-System spielt bei der Entstehung von Autoimmunkrankheiten eine
entscheidende Rolle.

In der Regel liegen BAFF und APRIL als Homotrimere vor, sie sind aber auch im Stan-
de heterotrimere Molekile zu bilden, wenn sie koexprimiert werden. Diese
BAFF/APRIL-Heterotrimere sind vor allem in den Seren von Patienten mit Autoimmun-
erkrankungen wie RA, SLE oder Sjogren's Syndrom nachweisbar und interagieren aus-
schlie3lich mit dem TACI-Rezeptor (Roschke et al., 2002).

Wahrend BAFF vor allem das Uberleben von peripheren unreifen B-Zellen sicherstellt,
garantiert APRIL hauptsachlich die Plasmazell-Aktivitat und somit die humorale Immun-
antwort sowie den Antikorperklassenwechsel. Das Uberleben sowie die Funktion der B-
Gedachtniszellen scheint dagegen BAFF- und APRIL-unabhangig zu sein (Benson et
al., 2008).

1.7.2.1 BAFF

BAFF, dessen Gen sich auf dem humanen Chromosom 13 befindet (Moore et al., 1999;
Schneider et al., 1999), ist in seiner physiologischen Funktion ein essentieller Uberle-
bensfaktor fur B-Zellen. BAFF ist unerlasslich fir die Homoostase von B-Zellen, so dass
eine Dysregulation von BAFF erhebliche Veranderungen im B-Zell-Pool verursacht. Ein
Uberschuss an BAFF fiihrt zu einer Uberproduktion von Antikérpern (Hypergammaglo-
bulinamie). Ein Mangel an BAFF fuhrt hingegen zum Fehlen von Antikérpern (Hy-
pogammaglobulinamie) (Gavin et al., 2003). Eine verstarkte BAFF-Expression lasst sich
bei vielen Autoimmunerkrankungen wie Sjogren's Syndrom, SLE, Multiple Sklerose und
RA nachweisen (Groom et al., 2002; Krumbholz et al., 2005a; Mackay et al., 2005,
Roschke et al., 2002; Seyler et al., 2005).

BAFF wird hauptsachlich von myeloiden Zellen exprimiert (siehe Tabelle 9). Nach der
anfanglichen Annahme, dass B-Zellen selbst nicht in der Lage sind, BAFF zu exprimie-
ren (Moore et al.,, 1999; Shu et al., 1999), konnte mittlerweile gezeigt werden, dass
auch aktivierte B- und Plasmazellen bei SLE-Patienten (Chu et al., 2009) sowie B-

Zellen nach maligner Transformation (Novak et al., 2002) dazu in der Lage sein kbnnen.

BAFF selbst scheint die Expression der antiapoptotischen Faktoren Bcl-2, A1 und Bcl-
XL zu induzieren und das proapoptotische Protein Bak zu hemmen (Hsu et al., 2002;
Batten et al., 2000). So werden B-Zellen vor Apoptose geschiitzt. Eine Uberexpression
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von Bcl-2 fihrt allerdings zu eine B-Zell-Hyperplasie und Symptomen von Autoimmun-
erkrankungen (Mackay und Browning, 2002).

Tabelle 9: Darstellung der BAFF- und APRIL-Expression

BAFF APRIL

Expression von: Monozyten/Makrophagen Monozyten/Makrophagen

Dendritische Zellen Dendritische Zellen

Neutrophile Neutrophile

aktivierte T-Zellen aktivierte T-Zellen (fraglich)

Osteoklasten Osteoklasten

Mastzellen Mastzellen

Astrozyten Tumorzellen

Stromazellen Eosinophile

Aktivierte B-Zellen Aktivierte B- und Plasmazellen

Synoviale Fibroblasten
Interaktion mit: BAFF-R, TACI, BCMA TACI, BCMA, Proteoglykane
Expression durch IL-10, IFN-y und CD40L IFN-y, IFN-a, LPS und CD40L

Zytokine:

Die Darstellung basiert auf folgenden Quellen: Schneider et al. (1999), Shu et al. (1999), Mackay und
Browning (2002), Litinskiy et al. (2002), Nardelli et al. (2001), Craxton et al. (2003), Gavin et al. (2003),
Scapini et al. (2003), Mackay et al. (2007), Gorelik et al. (2003), Moreaux et al. (2005), Krumbholz et al.
(2005b), Ohata et al. (2005).

Ein Mangel an BAFF fuhrt in Mausen zum vollstandigen Stillstand der peripheren B-
Zellen im Stadium T1, da der Ubergang von T1- zu T2-B-Zellen blockiert ist (Gross et
al, 2001). Die Anzahl der unreifen B-Zellen ist normal, aber die Anzahl an Marginalzo-
nen-B-Zellen und peripheren B-Zellen ist stark vermindert. Der Phanotyp ahnelt dem
eines BAFF-R-Mangels (Thompson et al., 2001; Yan et al., 2001).

Eine Uberexpression von BAFF fiihrt in Mausen zu einem Anstieg reifer B-Zellen, einer
Splenomegalie sowie einer vermehrten Produktion von Autoantikbrpern, was sehr an
das Krankheitsbild des SLE erinnert (Gross et al., 2000; Marsters et al., 2000; Xia et al.,
2000). Zudem weisen transgene BAFF-Mause (Uberexpression von BAFF) hohe Bcl-2-
Konzentrationen auf, weshalb T2-B-Zellen und Marginalzonen-B-Zellen bei transgenen

Méausen stark vergréf3ert sind (Batten et al., 2000).

BAFF kommt sowohl in einer membranstandigen als auch in einer I6slichen Form vor
(Schneider et al., 1999; Mackay et al., 2003; Moore et al., 1999; Gavin et al., 2003). Die
|6sliche BAFF-Variante wird an der Zellmembran durch eine Furin-Protease in die 16sli-

che Form Uberfuhrt wird (Lopez-Fraga et al., 2001; Bossen et al., 2008). Membranstan-
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diges und l6sliches BAFF scheinen gleich aktiv zu sein (Schneider et al., 1999). Wah-
rend membrangebundenes BAFF nur als Trimer vorliegt, ist l6sliches BAFF ab pH-
Werten von 7,4 in der Lage Virus-ahnliche Cluster mit bis zu 60 BAFF-Monomeren (20-
Trimere) zu bilden (Liu et al., 2002; Bossen et al, 2008). Dariiber hinaus existiert eine
alternative Spleif3form von BAFF, die erstmals 2003 von Gavin et al. beschrieben und
Delta-BAFF genannte wurde. Des Weiteren ist BAFF auch in der Lage Heterotrimere
oder gar Heteromultimere mit APRIL zu bilden, die v.a. bei Patienten mit systemischen

Autoimmunerkrankungen hochreguliert sind (Roschke et al., 2002).

1.7.2.2 APRIL

Der engste Familienangehérige von BAFF ist APRIL, dessen Gen sich beim Menschen
auf Chromosom 17 befindet (Schneider et al., 1999). Primar wurde APRIL in Tumorge-
webe entdeckt, in welchem es das Tumorzell-Wachstum beschleunigt, weshalb es nach
eben dieser Funktion als Proliferationsinduzierender Faktor benannt wurde (Hahne et
al., 1998). APRIL wird im Wesentlichen von den gleichen Zellen exprimiert wie BAFF
(siehe Tabelle 9). Zusatzlich wird APRIL von verschiedenen Tumorzelltypen exprimiert
(Seyler et al., 2005). Daruber, ob APRIL auch von T-Zellen exprimiert wird, herrscht
Uneinigkeit. So beschreiben beispielsweise Stein et al. (2002) eine APRIL-Expression
in T-Zellen, wahrend Ng et al. (2004) kein APRIL in T-Zellen nachweisen konnten. Aber
auch B- und Plasmazellen von SLE-Patienten kbnnen APRIL exprimieren (Chu et al.,
2009). Des Weiteren fanden Chu et al. (2011), dass APRIL im Knochenmark von Méau-

sen nicht nur von Makrophagen sondern auch von Eosinophilen exprimiert wird.

Die biologische Rolle von APRIL scheint vielfaltig zu sein. So weist APRIL eine Wachs-
tumsstimulierende Aktivitat in Tumorzellen auf (Hahne et al., 1998), eine pro-
apoptotische Wirkung (Kelly et al., 2000) sowie eine schiitzende Wirkung gegen den
Liganden-induzierten Zelltod (Roth et al., 2001). APRIL ist tiberaus wichtig fiir das Uber-
leben der Plasmazellen und scheint vor allem fir die Thymus-unabhangige B-Zell-
Immunantwort ausschlaggebend zu sein (Hardenberg et al., 2008).

Der Phanotyp von APRIL-defizienten M&usen ist milder als der von BAFF- oder BAFF-
R-defizienten Mausen. Dies deutet daraufhin, dass BAFF einige APRIL-Funktionen er-
setzen kann (Ingold et al, 2005). APRIL kann hingegen in BAFF-defizienten Mausen
den Verlust von BAFF nicht kompensieren (Gross et al., 2001; Schneider, 2005; Bossen
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et al.,, 2006). APRIL-Uberexprimierte Mause weisen keine Akkumulation von B-Zellen
auf (Stein et al., 2002).

Da APRIL bereits intrazellular im Golgi-Apparat von einer Furin-Protease gespalten
wird, liegt es ausschlieRlich in l6slicher Form vor (Lopez-Fraga et al., 2001). Es existiert
aber auch eine Zellmembran-verankerte Variante, die durch alternatives Spleil3en ent-
steht (Pradet-Balade et al., 2002). Dieses Fusionsprotein, genannt TWE-PRIL
(TNFSF12-TNFSF13), setzt sich aus der kompletten extrazellularen Domane vom AP-
RIL und der zytoplasmatischen Doméane sowie einem Teil der extrazellularen Doméne
vom benachbarten TWEAK zusammen (Pradet-Balade et al., 2002). Da die extrazellula-
re Domane dieses Fusionsproteins die gesamte THD von APRIL beinhaltet, wird vermu-
tet, dass TWE-PRIL dieselbe Rezeptor-Spezifitat wie APRIL aufweist und dieselben
Rezeptoren bindet (Pradet-Balade et al., 2002). Somit ermdglicht TWE-PRIL die Memb-
ran-Verankerung der APRIL-Rezeptorbindenden Doméane (Pradet-Balade et al., 2002).

1.7.3 TNF-Rezeptoren

Bei der TNF-Rezeptorfamilie handelt es sich zum tberwiegenden Teil um Typ | Trans-
membranproteine (Bodmer et al., 2002), die eine extrazellulare aminoterminale Doméne

und eine intrazellulare carboxyterminale Doméane aufweisen.

Das gemeinsame Merkmal alle TNF-Rezeptor-Mitglieder ist die Wiederholung eines
cysteinreichen Motivs in der extrazellularen Doméanen (Bodmer et al., 2002), welches
normalerweise 6 bis 8 Cysteine beinhaltet (Mackay und Browning, 2002) und wesentlich
zur Ligandenbindung beitragt. Innerhalb der TNF-Rezeptoren werden zwei Arten von
Rezeptoren unterschieden: die Apoptose-induzierenden Rezeptoren (Todesrezeptoren),
die Uber eine sogenannte Todesdomane verfligen und deren Aktivierung zum pro-
grammierten Zelltod fuhrt sowie die antiapoptotisch-wirkenden Rezeptoren (Nicht-
Todesrezeptoren), die tUber Rekrutierung sogenannter TNF-Rezeptor-assoziierter Fak-
toren (TRAFs) immunregulatorische Effekte und Entziindungsreaktionen vermitteln. Zur
Gruppe der Nicht-Todesrezeptoren zahlen u.a. TNFRSF 13B (TACI) (Xia et al., 2000),
TNFRSF 13C (BAFF-R) (Thompson et al., 2001) und TNFRSF 17 (BCMA) (Hatzoglou
et al., 2000).
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1.7.4 BAFF-und APRIL-Rezeptoren

BAFF und APRIL interagieren mit den beiden TNF-Rezeptoren TACI und BCMA,
(Marsters et al., 2000; Khare und Hsu, 2001). Zusatzlich kommuniziert BAFF mit dem
BAFF-R, welcher ausschliel3lich BAFF bindet (Mackay und Browning, 2002). Bei Mau-
sen ist allerdings die kirzere der beiden APRIL-Varianten ebenfalls in der Lage mit dem
murinen BAFF-R zu interagieren (Bossen et al., 2006). Als dritter APRIL-Rezeptor wur-
den  Glykosaminoglykan-Ketten = (GAG) von  Proteoglykanen auf  Nicht-

Hamatopoetischen Zellen (Tumor-, B- und T-Zellen) identifiziert (Ingold et al., 2005).

Im Gegensatz zu den meisten TNF-Rezeptoren, welche Typ | Transmembranproteine
sind, zéhlen BCMA, TACI und BAFF-R zu den Typ-lll-Transmembranproteinen, denn

sie enthalten nicht die typische aminoterminale Signalsequenz (Marsters et al., 2000).

Wahrend die anderen TNF-Rezeptor-Mitglieder Uber mindestens drei oder vier cystein-
reiche Domanen (CRDs) in ihren extrazellularen Domanen verfligen, weisen BCMA,
TACI und BAFF-R eine reduzierte Anzahl an CRDs auf. So verfugt BAFF-R lediglich
Uber eine partielle CRD, BCMA Uber eine und TACI Uber zwei, wobei nur die CDR 2 fur
die BAFF- sowie APRIL-Bindung relevant ist (Hatzoglou et al., 2000; Hymowitz et al.,
2005; Mackay und Browning, 2002; Thompson et al., 2001;).

Tabelle 10: BAFF- und APRIL-Rezeptoren

CD Synonym Expression auf: Funktion:

CD267 TACI, TNFRSF13B B-Zellen, Plasma- bindet APRIL und BAFF gleich
zellen (gering), ak- stark,  bindet = APRIL/BAFF-

tivierte T-Zellen Heterotrimere
CD268 BAFF-R, CD19-pos. B-Zelle, hochselektiv fir BAFF
TNFRSF13C T-Gedachtniszellen

CD269 BCMA, TNFRSF17 Plasmazellen, reife bindet APRIL starker als BAFF
B-Zellen im Keim-
zentrum

HSPG bindet APRIL und TACI

1.7.4.1 Expression von BAFF-R, BCMA und TACI

Die Expression von BCMA und BAFF-R ist hauptsachlich auf B-Zellen beschrankt
(Thompson et al., 2001; Gras et al., 1995), TACI wird auch teilweise von aktivierten T-
Zellen exprimiert (Gross et al., 2001; Gavin et al., 2003). Der BAFF-R wird im Laufe der
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B-Zell-Differenzierung als erster der drei BAFF-Rezeptoren exprimiert, findet sich fast
ausschlief3lich auf unreifen CD-19-positiven B-Zellen (Novak et al., 2004) und ist auf
Plasmazellen runter reguliert (Avery et al., 2003). Die Expression von BCMA steigt hin-
gegen mit zunehmender Differenzierung der B-Zellen, so dass Plasmazellen die héchs-
te Anzahl von BCMA aufweisen (Mackay und Browning, 2000; Avery et al., 2003;
O’Connor et al., 2004). Ebenso wie der BAFF-R wird auch TACI mit zunehmender Diffe-
renzierung von B-Zellen zu Plasmazellen runter reguliert (Zhang et al., 2005). Der
BAFF-R ist somit der dominante Rezeptor auf naiven B-Zellen (Zhang et al., 2005),

wahrend BCMA der dominante Rezeptor auf Plasmazellen ist (siehe Abbildung 5).

Unreife B-Zellen ——— Reife B-Zellen — > PC

BAFF-R TACI BCMA
GAG-Ketten TACI BCMA

Abbildung 5: Expression der BAFF- und APRIL-Rezeptoren

Die Abbildung zeigt die Expression der BAFF- und APRIL-Rezeptoren im Verlaufe der B-Zell-Reifung.
Der BAFF-R wird als erster der drei Rezeptoren bei der B-Zell-Reifung exprimiert und findet sich somit
hauptsachlich auf unreifen B-Zellen. Der TACI-Rezeptor wird v.a. auf reifen B-Zellen exprimiert. BCMA ist
in erster Linie auf Plasmazellen zu finden. Der BAFF-R bindet ausschliel3lich BAFF, die GAG-Ketten von
Proteoglykanen binden ausschlief3lich APRIL.

1.7.4.2 Interaktion der BAFF- und APRIL-Rezeptoren mit BAFF und APRIL

Wie in Abbildung 6 dargestellt, bindet BAFF den BAFF-R mit der hdchsten Affinitat und
BCMA mit der geringsten Affinitdt (Mackay und Browning, 2002). APRIL interagiert mit
den GAG-Ketten von Proteoglykanen und bindet BCMA mit héherer Affinitat als TACI
(Marsters et al., 2000; Ingold et al, 2005). BCMA weist eine 1000-fach héhere Affinitat
fur APRIL als fur BAFF auf (Patel et al., 2004; Ingold et al., 2005). Fur TACI ist be-
schrieben, dass es BAFF und APRIL in etwa gleich gut bindet (Bossen und Schneider
2006).
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Liganden BAFF APRIL BAFF/APRIL-Heterotrimere

\Y

Rezeptoren BAFF-R BCMA TACI Proteoglykane

Abbildung 6: Affinitatsverhalten der BAFF- und APRIL-Rezeptoren

Der BAFF-R bindet BAFF mit der hdchsten Affinitat der drei BAFF-Rezeptoren. Die GAG-Ketten von Pro-
teoglykanen sind spezifisch fir APRIL und binden APRIL mit der hiéchsten Affinitat. Sowohl TACI als
auch BCMA binden BAFF und APRIL, dabei bindet BCMA APRIL mit héherer Affinitdt als BAFF. BAFF
und APRIL bilden auch Heterotrimere, die ausschlie3lich an den TACI-Rezeptor andocken. Fur BAFF gilt:
BAFF-R > TACI > BCMA. Fur APRIL gilt: HSPG < BCMA < TACI.

Der BAFF-R ist in der Lage mit allen BAFF-Formen zu interagieren. TACI ist der einzige
Rezeptor, der auch heterotrimere Komplexe aus BAFF und APRIL zu binden vermag
(Roschke et al., 2002). Zusatzlich ist TACI, ebenso wie APRIL, in der Lage mit Proteo-
glykanen zu interagieren (Ingold et al., 2005; Bischof et al., 2006; Kimberley et al.,
2009). So identifizierten Bischof et al. (2006) das Heparansulfat-Proteoglykan Synde-
can-2 als Bindungspartner fir TACI.

Die intrazellulare Doméane von BAFF-R interagiert mit dem TNF-Rezeptor-assoziierten
Faktor (TRAF) 3, der Uber die NF-kappaB-Induktion-Kinase (NIK) zur Hochregulierung
von Bcl-2-Familienmitgliedern fuhrt und den programmierten Zelltod hemmt (Treml et
al., 2009). Die intrazellulare Domane von BCMA interagiert mit TRAF 1, 2 sowie 3 und
die intrazellulare Doméane von TACI mit TRAF 2, 5 und 6 (Treml et al., 2009).

1.7.4.3 Funktion

Fir BAFF ist in erster Linie die Interaktion mit dem BAFF-R entscheidend, wodurch das
periphere B-Zell-Uberleben reguliert wird (Ng et al., 2004). APRIL konzentriert sich vor
allem auf die Interaktion mit BCMA. TACI Uberwacht die B-Zell-Homdostase, indem es

die B-Zell-Proliferation kontrolliert.

Da APRIL nicht an den BAFF-R andockt, galt APRIL lange als entbehrlich fur die B-Zell-
Reifung (Liu et al., 2003). Jedoch leitet APRIL Uber BCMA wichtige Uberlebenssignale
an Plasmazellen (Avery et al., 2003; O'Connor et al., 2004), somit ist das Plasmazell-
Uberleben abhangig von BCMA.
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Mause, denen der BAFF-R fehlt, gleichen phanotypisch BAFF-knock-out Mausen und
zeigen einen kompletten Verlust reifer B-Zellen aufgrund eines Blocks der B-Zell-
Entwicklung im T1-Stadium (Thompson et al., 2001; Yan et al.,, 2001; Mackay und
Browning, 2002). Die BAFF/BAFF-R Interaktion ist somit verantwortlich fir das periphe-
re B-Zell-Uberleben und die B-Zell-Entwicklung (Avery et al., 2003).

Mause, denen BCMA fehlt, zeigen eine normale B-Zell-Reifung (Mackay et al., 2003;
Schneider et al., 2001; Xu und Lam, 2001). Somit scheint BCMA entbehrlich fur die fru-
he B-Zell-Differenzierung zu sein (Liu et al., 2003). Mdoglicherweise kann BAFF Uber
Bindung an den BAFF-R auf Plasmazellen und B-Zellen den Verlust von BCMA kom-
pensieren (Ng et al., 2004).

Bei Mausen fihrt das Fehlen von TACI zu einer unkontrolliert starken B-Zell-
Proliferation, sichtbar an vergroRerter Milz, Lymphknoten sowie der Entwicklung von B-
Zell-Lymphomen bei 15 Prozent der Mause und einer Pradisposition zur Autoimmunitat
(von Bilow et al., 2001; Yan et al., 2001; Seshasayee et al., 2003; Hymowitz et al.,
2005). Beim Menschen hingegen manifestiert sich der TACI-Mangel in erster Linie als
ein Antikdrper-Mangel-Syndrom mit normaler oder leicht reduzierter B-Zell-Zahl (Castigli
et al., 2005; Salzer et al., 2007).

Durch die Interaktion zwischen APRIL und den GAG-Ketten von Proteoglykanen auf
Tumorzellen scheint vor allem das Uberleben von Tumorzellen vermittelt zu werden
(Ingold et al., 2005). Die Bindung zwischen APRIL und GAG-Ketten kénnte auch dazu

dienen, APRIL um definierte anatomische Regionen zu konzentrieren.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Interaktion zwischen BAFF und dem
BAFF-R das Uberleben der B-Zellen, die Interaktion tiber BCMA vor allem mit APRIL
das Uberleben der Plasmazellen sichert und die Interaktion Gber TACI die B-Zell-

Aktivierung unterdrickt.

1.8 Zielsetzung und Fragestellungen der Arbeit

Bei der RA handelt es sich um eine chronisch entziindliche Autoimmunerkrankung, die
mit einer Dysregulation des Immunsystems einhergeht und an deren Pathogenese
zweifelsohne B- und Plasmazellen eine bedeutende Rolle spielen. Auch die Wirksam-
keit der B-Zell-gerichteten Therapien bei RA-Patienten durch beispielsweise Rituximab

verdeutlichen, dass B-Zellen bei der Pathogenese der RA eine ebenso bedeutende Rol-
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le einnehmen wie Plasmazellen, die die Produzenten der Auto-Antikorper sind. Fur das

Uberleben, die Reifung und Differenzierung der B- und Plasmazellen nehmen die bei-
den eng verwandten Zytokine BAFF und APRIL sowie ihre drei TNF-Rezeptoren BAFF-

R, TACI und BCMA eine wichtige Schlusselfunktion ein. Ziel der vorliegenden Arbeit ist

es, die Zellen zu identifizieren, die fur die Produktion von BAFF und APRIL im entzilin-

deten Synovialgewebe bei RA-Patienten verantwortlich sind. Dafir werden Gewebe-

proben von rheumatisch entziindetem Gewebe prapariert und die BAFF- und APRIL-

Expression mittels Immunfluoreszenzfarbungen untersucht.

In der vorliegenden Arbeit soll folgenden Fragestellungen nachgegangen werden:

1.

In welchen Bereichen im rheumatisch veranderten Synovialgewebe werden
BAFF und APRIL exprimiert?

Welche Zellen produzieren BAFF und APRIL?

Gibt es eine autokrine BAFF- und APRIL-Expression durch B- oder Plasmazel-

len?

Findet sich eine vermehrte BAFF und/oder APRIL-Expression in Geweben mit B-

Lymphozyten- bzw. Plasmazellinfiltraten?

Korreliert die BAFF- und/oder APRIL-Expression mit dem Grad der Entziindung
oder mit DAS?
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Im Folgenden werden die haufig gebrauchten Gerate, Losungen und Materialien sowie

die verwendeten Antikorper und Fluoreszenzfarbstoffe aufgefuhrt.

2.1.1 Gerate

Fluoreszenzmikroskop: Axioplan HBO 100 W/2, Zeiss
Gefriermikrotom (Cryocuts): Microm HM 500 OM
Feuchtkammer: DRFZ

Laser Capture Microdissection: Veritas

Zentrifugen: Heraeus Biofuge pico, Janke & Kunkel VF2

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Laborfilm: Parafilm (American National Can)
Fettstift: Dako Pen, Dako

Handschuhe: Kimberly-Clark

Messer fur Mikrotom: Microedge (Microm)

Objekttrager Perma-Frost: Menzel-Glaser

Pipettenspitzen (steril, gefiltert): Greiner, Biozym
ReaktionsgefalRe 0,5; 1,0; 2,0mi: Eppendorf

Einbettmedium OCT*: Tissue Tec

Gewebeschélchen (10x10x5mm): Tissue Tec

2.1.3 LoOsungen

PBS-Puffer: 130 mM NacCl, 10 mM NaPhosphat-Puffer
3% PBS/BSA: 3% bovines Serum-Albumin (Rinderserumalbumin) in PBS gel6st
Aceton: Merck, Darmstadt

!> Organische Kationentransporter
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2.1.4 Monoklonale Antikbrper

Fur die immunhistologische Darstellung kommen die in Tabelle 11 zusammengestellten
Primarantikdrper zum Einsatz. Die Priméarantikorper binden dort, wo sich das passende
Antigen befindet und sind so in der Lage, Oberflachenantigene zu identifizieren. Um
diese Bindung nachzuweisen, miussen die Primarantikdrper sichtbar gemacht werden.
Hierfir werden fluoreszierende Sekundarantikbrper verwendet, welche gegen das Fc-

Fragment der Tierart gerichtet sind, aus dem der Primarantikérper gewonnen wurde.

Zur Erkennung von B-Zellen und Plasmazellen eignet sich vor allem der monoklonale
Antikorper CD20, welcher mit dem Epitop des CD20-Antigens reagiert sowie der Wue-
1-Antikdrper, der das Zytoplasma von Plasmazellen anfarbt. Wue-1 wird exprimiert,
wenn B-Zell-Marker verloren gehen und die sekretorische Aktivitat der Plasmazellen
erscheint (Greiner et al., 2000). Zur Darstellung der synovialen Gefal3e wird der Anti-
korper CD31 und zur Darstellung der synovialen Fibroblasten der Antikorper CD55 ge-

nutzt.

Tabelle 11: Ubersicht tiber die verwendeten Priméarantikorper

Primarantikér-  Zelltyp/ Struk- Epitop Klon Firma
per tur
mCD4 T-Helferzellen CD4 MT310 Dako, Denmark
mCD8 T-Killerzellen CD8 DK25 Dako, Denmark
mCD14 Monozyten CD14 TUK4 Dako, Denmark
mCD20 B-Zellen CD20 L26 Dako, Denmark
mCD27 B-Gedachtnis- CD27 Holland
zellen und
Plasmazellen
mCD31 GefalRendothel CD31
mCD55 Deckzellschicht  CD55 MCA1614 Serotec
mCDG68 Makrophagen CD68 EBM11 Dako, Denmark
mWue-1-A488* Plasmazellen unbekannt  monoklonal DRFZ, Deutschland
mWue-2 FDC unbekannt monoklonal DRFZ, Deutschland
rab APRIL CD256 polyklonal StressGen
rab BAFF CD257 polyklonal Sigma
rab Ki-67 Proliferierende Ki-67 polyklonal Dako, Denmark
Zellen
rat AID Keimzentrums-  AID EK2 5G9 Niedobitek, Patholo-

B-Zellen

gie Erlangen

M: murine, rab: rabbit, rat: rat, *: direkt markierter Antikdrper
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2.1.5 Fluoreszenzfarbstoffe

Fluoreszenzfarbstoffe absorbieren Lichtenergie in einen fir sie charakteristischen Wel-
lenlangenbereich, heben dabei Elektronen in ein hdheres Energieniveau und mit dem
Zuruckfallen zum Grundniveau, dem urspriinglichen Zustand niedrigerer Energie, emit-
tiert das Elektron ein Photon. Dabei setzen sie die aufgenommene Energie wieder frei
und es kommt zur spontanen Emission von Licht, die als Fluoreszenz bezeichnet wird.
Bei der Absorption von Licht einer bestimmten Wellenlange (Anregungslicht) ist bei Flu-
oreszenzfarbstoffen eine gleichzeitige Emission von Licht mit groRerer Wellenlange zu
beobachtbar. Dieses Verhalten (Absorption von kurzwelligem Licht, Emission von lan-
gerwelligem Licht = Stokes-Regel) wird als Fluoreszenz bezeichnet. Das von Flu-
orochromen absorbierte Licht muss eine kleinere Wellenlange besitzen als das emittier-

te Licht, was mit der Stokeschen Regel zusammengefasst ist.

Das Licht bestimmter Wellenlange, Uber welches Fluoreszenzfarbstoffe angeregt wer-
den konnen, wird als Absorptionsspektrum bezeichnet. Da beim Absorptionsiibergang
immer mehr Energie aufgenommen wird, als beim Fluoreszenzibergang emittiert wird,
ist das abgestrahlte Licht langwelliger als das Anregungslicht und bildet das Emissions-
spektrum. Bei der Fluoreszenz finden Absorption und Emission beinahe gleichzeitig

statt.

Mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen konnen einerseits die Subpopulationen der B-
Zellen sowie andererseits zellulare Strukturen wie Zellkerne in einem Fluoreszenzmik-

roskop sichtbar gemacht werden.

Tabelle 12: Ubersicht der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe

Fluorochrom Absorptions- Emissions- Firma
maximum maximum
Anti-mouse A-488 494nm 517nm Invitrogen
Anti-mouse A-546 554nm 570nm Invitrogen
Anti-rat A-647 649nm 666nm Invitrogen
Anti-rabbit  A-546 554nm 570nm Invitrogen
DAPI 360nm 460nm Molecular Probes

Als Fluoreszenzfarbstoffe werden die Farbstoffe der Alexa-Serie (A-488, A-546 und
A647) eingesetzt (Firma Invitrogen, Leiden Niederlande). Alexa Fluor 488 ist ein an das
Phalloidin, einem Gift des Fliegenpilzes, gekoppelter Farbstoff, welcher grin fluores-

ziert, wenn er von blauem Licht (488 nm) angeregt wird. Alexa 546 fluoresziert rotes
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Licht, wenn er mit griinem Licht angeregt wird, wahrend Alexa 647 ein blau fluoreszie-
render Farbstoff ist.

Zur Darstellung aller kernhaltigen Zellen wurde DAPI verwendet. Bei der DAPI-LAsung
handelt es sich um den Fluoreszenzfarbstoff 4’,6’-Diamidin-2’-Phenylindol-
Dihydrochlorid, der an die DNA der Zellkerne bindet und im UV-Kanal sichtbar ist.

2.1.6 Materialherkunft und Gewebeverarbeitung

Die klinische Untersuchung der RA-Patienten sowie die Gewebeentnahmen erfolgen in
der Abteilung fur Rheumatologie und Orthopéadie der Charité, Humboldt Universitat Ber-
lin, dem Helios-Klinikum Berlin-Buch sowie dem Asklepios-Klinikum Uckermark in
Schwedt. Von den enthommenen synovialen Gewebeproben werden Gefrierschnitte

angefertigt.
2.2 Methode

2.2.1 Praparation von Gewebe

Alle Gewebeproben werden nach der Synovektomie in sterile Kochsalzlosung tberfihrt.
Nachdem das Fettgewebe vom Synovialgewebe mittels Pinzette und Schere getrennt
wird, wird das Synovialgewebe in kleine Gewebeschalchen tberflhrt. Dabei wird der
Boden der Schalchen mit dem Einbettungsmedium bedeckt, das Gewebestlck einge-
legt und luftblasenfrei mit dem Einbettungsmedium Uberschichtet. Anschliel3end wird
das Gewebe mit Kalziumchlorid bis zur weiteren Aufbereitung bei -70°C gelagert.

2.2.2 Herstellung von Gefrierschnitten

Der Gewebeblock wird aus dem Einbettungsschalchen gelést und am Mikrotom HM 500
OM werden bei einer Boxtemperatur von -21°C sowie einer Objekttemperatur von -14°C
in 6 bis 8 Mikrometer diinne Schnitte hergestellt. Jeweils drei Schnitte werden auf einen
SuperfrostPlus Objekttrager aufgebracht, wobei auf eine gleichmafige Ausrichtung der
Gewebeproben zur besseren Vergleichbarkeit der Schnitte geachtet wird. Nach Herstel-
lung der Gefrierschnitte werden die Praparate bis zur weiteren immunhistochemischen

Verarbeitung bei -20°C eingefroren.
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2.2.3 Immunhistochemie

2.2.3.1 Etablierung der Antikérper

Vor den eigentlichen Farbungen der Gewebeschnitte erfolgt die Etablierung der Anti-
korper mit Positivkontrollen. Als Positivkontrolle dient murines Milz- sowie humanes

Tonsillengewebe.

Abbildung 7: Etablierung des Antikérpers CD27

CD27-positive B-Gedachtniszellen ordnen sich um die Zentralateriole im murinen Milzgewebe an. Ver-
dinnung des CD27-Antikorpers ist 1:100. 200-fache Vergrol3erung.

2.2.3.2 Fixieren der Gewebeschnitte

Die Schnitte werden fur funf Minuten bei 50°C auf der Heizplatte getrocknet und fir wei-
tere funf bis zehn Minuten zur Wasserverdrangung in -20°C kaltem Aceton fixiert und
bei Raumtemperatur getrocknet.

2.2.3.3 Blocken der fixierten Gewebeschnitte

Um weniger Antikorperlésung zu verbrauchen und eine Vermischung zu verhindern,
werden die Schnitte mit einem Fettstift umrandet. AnschlieRend werden die Schnitte mit
PBS / 3% BSA fur 15 Minuten inkubiert, um unspezifische Bindungen durch Blockierung
freier Proteinbindungsstellen zu verhindern. PBS / 3% BSA wird vom Objekttrager ab-
gekippt und vorsichtig abgetupft. Um die Austrocknung der Schnitte zu verhindern,
mussen alle folgenden Inkubationsschritte in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur

durchgefthrt werden.
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Alle Waschvorgange zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wurden mit PBS/BSA
durchgefuhrt, dafir wird zwei Mal mit der Pipette gespult und beim dritten Mal wird
PBS/BSA nach funf Minuten Inkubation wieder abgekippt. Die Gebrauchsverdiinnungen
der Antikdrper wurden hergestellt durch den Einsatz von PBS/BSA. Die Inkubationszeit

fur die Primarantikdrper betrug eine Stunde, die fur die Sekundéarantikorper 30 Minuten.

2.2.3.4 Farbung mit Prim&rantikérpern

Fur die Etablierung der Antikorperverdinnungen wird gesundes humanes Milz- und
Tonsillengewebe genutzt. Hierbei werden sowohl fir die Primar- als auch fir die Se-
kundarantikorper mehrere/serielle Verdinnungsreihen angelegt, um die optimale Kon-

zentration des jeweiligen Agenz (Primar- und Sekund&rantikdrper) zu ermitteln.

Fur die Primarantikbrper werden die folgenden Verdinnungen getestet: 1:20, 1:50,
1:100 und 1:200. Fur die Sekundarantikérper kommen die nachfolgend angegebenen
Verdinnungen in Betracht: 1:200, 1:300, 1:400, 1:600 und 1:800. Letztendlich wird die
Verdinnung mit dem geringsten Verbrauch an Antikérpern aber noch gutem Farbeer-
gebnis ausgewahlt. Die in dieser Arbeit ermittelten optimalen Konzentrationen der ein-

zelnen Antikorper sind in der Tabelle zusammengefasst.

Je 100 Mikroliter der verdiinnten Antikdrper werden pro Schnitt aufgetragen und eine
Stunde bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer inkubiert. Anschlie3end drei Mal mit

PBS / BSA waschen, um ungebundene Antikérper zu entfernen.

Tabelle 13: Auflistung der verwendeten Primarantikorper sowie deren Verdiinnungen

Priméarantikorper Klon Firma Verdinnung
mCD4 MT310 Dako, Danemark 1:50
mCD8 DK25 Dako, Danemark 1:50
mCD14 TUK4 Dako, Danemark 1:100
mCD20 L26 Dako, Danemark 1:100
mCD31 1:100
mCD55 MCA1614  Serotec 1:50
mCD65
mCD68 EBM11 Dako, Danemark 1:100
mWue-1-A488 DRFZ, Deutschland 1:100
rab APRIL polyklonal  StressGen 1:50
rab BAFF polyklonal  Sigma 1:100
rab Ki-67 polyklonal  Dako, Danemark 1:50
rat AID EK2 5G9 G. Niedobitek, Mol. Pathologie Erlan-  1:20
gen
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2.2.3.5 Nachweis spezifischer Farbung mit Sekundarantikdrpern

Die Antikdrper werden mit PBS-Puffer zu einer geeigneten Konzentration verdinnt. Alle

Marker wurden von Invitrogen Inc. Eugene, Oregon/USA bezogen.

Die Mehrzahl der Sekundarantikérper wird 1:400 in PBS / BSA verdiinnt und je 100 Mik-
roliter werden pro Schnitt aufgetragen. Die Inkubationszeit betragt hier 30 Minuten bei
Raumtemperatur in der feuchten Kammer. Anschlieend werden die Schnitte erneut

drei Mal mit PBS / BSA gewaschen, um ungebundene Antikérper zu entfernen.

Tabelle 14: Verdinnungen fur sekundéren Anti-human-Antikdrper in der Histologie

Sekundarantikorper Firma Verdinnung
Antimouse A-488 Invitrogen, Oregon/USA 1:400
Antimouse A-546 Invitrogen, Oregon/USA 1:400
Antirabbit A-546 Invitrogen, Oregon/USA 1:400
Antirabbit A-647 Invitrogen, Oregon/USA 1:400

2.2.3.6 Kernfarbung mit DAPI

Nachdem die Gewebeschnitte die zuvor beschriebenen Farbeschritte durchlaufen ha-
ben, werden alle kernhaltigen Zellen mit DAPI angefarbt. Die Inkubation der Gewebe-
schnitt mit der DAPI-Lésung erfolgt fur weitere funf Minuten in der Feuchtkammer.
Nachfolgend werden die Schnitte wie gehabt mit PBS / BSA gespult. Unter dem Fluo-

reszenzmikroskop ist eine kréftig blaue Fluoreszenz zu beobachten.

2.2.3.7 Eindeckeln der Schnitte

Die gefarbten und gewaschenen Schnitte werden vorsichtig mit Kimwipes trocken ge-
tupft. Ein Tropfen Gelantine wird auf den Schnitt pipettiert und sofort mit einem Deck-
glaschen maoglichst luftblasenfrei bedeckt. Der Schnitt ist nach etwa 5 Minuten getrock-
net und zur Begutachtung unter dem Mikroskop einsatzbereit. Zur vollstandigen Aushar-
tung der Gelantine werden die Schnitte 24 Stunden waagerecht und dunkel bei Raum-

temperatur gelagert.

Die Praparate wurden mit flissiger Gelantine (Kaiser's Glyceringelantine) betropft und

mit Deckglasern (24x50 mm, Menzel) eingedeckt.
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2.2.4 Fluorozenzmikroskopie

Fur die Fluoreszenzmikroskopie wird ein Zeiss Axioplan-Mikroskop mit einer Zeiss Auf-
licht-Fluoreszenzlampe verwendet. Fur das Betrachten und Fotografieren der DAPI-
Fluoreszenz und anderer Fluorochrome im blauen Spektralbereich, wird mit UV-Licht
angeregt (Filtersatz 1: Anregungsart Ultraviolett H 365, Erregerfilter BP 365/11, Farbtei-
ler FT 395, Sperrfilter LP 397). Um griine Fluoreszenz wie Alexa 488 sichtbar zu ma-
chen, wird mit blauem Licht angeregt (Filtersatz 2: Anregungsart Blau 450-490, Erreger-
filter BP 450-490, Farbteiler FT 510, Sperrfilter LP 520). Fur das Betrachten der roten
Fluoreszenz wie Alexa 546 ist grines Anregungslicht erforderlich (Filtersatz 3: Anre-
gungsart Griin H 546, Erregerfilter BP 546/12, Farbteiler FT 580, Sperrfilter LP 590).

2.2.5 Erstellen von Ubersichtsbildern der Gewebeschnitte

Zur Erstellung von Ubersichtsbildern histologischer Gewebeschnitte wurde ein Mikro-
dissektions-Mikroskop (LCM, Laser Capture Microdissection) genutzt, welches von ei-
nem vorher auf dem Objekttrager markierten Gewebeausschnitt mit Hilfe der digitalen
Videokamera viele kleine Bilder erstellt, die anschlieBend an den Computer Ubertragen

und zu einem Gesamtfoto zusammengefuigt werden.

2.2.6 Zellzadhlung

Die Synovialschnitte werden mit den monoklonalen Antikorpern Wue-1 fir Plasmazellen
und anti-Baff fur BAFF gefarbt. Anschliel3end werden die Praparate lichtmikroskopisch
bei einer VergroéfRerung von 100 begutachtet. Je nach Qualitat der Praparate werden
drei bis funf nebeneinander liegende Gesichtsfelder auf das Vorliegen von angeféarbten
Strukturen geprift und anschlieRend ausgezahlt. Wie in Abbildung 8 zu sehen, wird in
Microsoft PowerPoint das entsprechende Bild in gleichgroRe Quadrate geteilt, soge-
nannte Zahlkammern werden angelegt. AnschlieBend werden samtliche Plasmazellen
in einem Quadrat gezahlt. Dabei werden alle Zellen, welche die obere und die rechte
Seite des Quadrats bertihren, mitgezahlt, wahrend die Zellen, welche die untere und die
linke Seite berthren, nicht mitgezahlt werden und zur jeweils angrenzenden Zahlkam-
mer gerechnet werden. Danach werden von jedem Gewebeschnitt die absoluten Zell-
zahlen ermittelt, aus denen ein Mittelwert errechnet wird. Letztendlich wird der Anteil an

Plasmazellen ermittelt, welche BAFF exprimieren.
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Abbildung 8: Beispiel fir die Zellzdhlung

Die schwarzen Zahlen stehen fiir die Anzahl der Plasmazellen, die roten Zahlen dahin-
ter fur die BAFF-positiven Plasmazellen. 200-fache VergréRerung.



2.2.7 Statistik

Fur die Ermittlung des Zusammenhangs zwischen den verschiedenen Variablen wird
Spearman Rangkorrelationstest durchgefiihrt. Voraussetzungen fiir den Spearman-Test
sind lediglich, dass die Variablen ordinal skaliert sind und dass der untersuchte Zu-

sammenhang monoton ist.

2.2.8 Software

Fur die Datenbank- und Literaturrecherche wird das National Center of Biotechnology
Information http://www.ncbi.nlm.nih.gov und die Proteindatenbank http://www.rcsb.org
verwendet. Folgende Computersoftware wurde verwendet: Microsoft Office (Word,
Excel, PowerPoint), Windows Fotogalerie, Meta View Soft und ACD Systems (ACD-
See).
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der RA-Patienten und ihrer untersuchten
Synovialgewebe
Das Patientenkollektiv umfasst zehn Patienten mit der Diagnose RA, wovon drei mann-

lichen und sieben weiblichen Geschlechts sind. Eine genaue Charakteristik der Patien-

ten ist in Tabelle 15 zusammengefasst.

Tabelle 15: Tabellarische Patienteniibersicht von 10 Patienten mit RA-Diaghose

Patient

B0029 BO0032 BO0002 B0O111 BO0O112 BO113 BO114 BOl1l16 BO0117 BO0121
Alter (Jahre) 73 62 69 76 54 67 70 67 51 48
Geschlecht m w w m m w w w w w
RA-Dauer (Jahre) 6 4 8 7 17 12 23 7 13 23
CRP mg/dl 1,54 2,5 3,62 3 0,26 3,67¢ 10,42 0,13 0,28 0,11
BSG mm/h 10/18 10/24 6/70 62/90 24/32 20/48 44/71 17/34 24/40
ACPA pos. pos. pos. neg.
RF neg. pos. pos. pos. pos. pos.
Gewebeentnahme Kniere HGIli Kniere EBIli HGIli Sehne* HGIi
DAS-28 4,5 53 5,2 5,6 5,6 6,5 4,1 4,9
Prednisolon mg/d 5 0 5 5 0 11 5 7,5 10 5
NSAR Ibu Diclo Ibu Eto Diclo Indo
DMARD MTX MTX MTX* HCQ LEF LEF MTX HCQ
Biologica Humira Enbrel

w: weiblichen Geschlechts, m: méannlichen Geschlechts, CRP: C-reaktives Protein, ACPA: Antikorper fur
citrullinierte Peptidantigene, BSG: Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit: Wert nach 1 Stunde/Wert
nach 2 Stunden, RF: Rheumafaktor, EB: Ellenbogen, HG: Handgelenk, li: links, re: rechts, *: Tibialis
posterior Sehne links, pos.: positiv, neg.: negativ, DAS-28: Disease Activity Score in 28 Gelenken (Range
0-10), NSAR: Nichtsteroidale Antirheumatika, lbu: Ibuprofen, Diclo: Diclofenac, Indo: Indometacin, Eto:
Etoricoxib, DMARD: disease-modifying antirheumatic drug, MTX: Methotrexat, LEF: Leflunomid, HCQ:
Hydroxychloroquin, ** auRer MTX auch LEF, HCQ, SASP (Sulfasalazin) und Gold.

Bei funf Patienten lie sich der Rheumafaktor (RF) nachweisen, ein Patient ist negativ
fur den RF und fur die Gbrigen vier Patienten liegen keine Daten vor. ACPA, der spezifi-
schere Antikérper zum Nachweis der RA, liel3 sich bei drei der zehn Patienten nachwei-
sen. Ein Patient zeigt ein negatives Testergebnis und fir die restlichen sechs Patienten

liegen keine Daten vor.

Die Gewinnung des RA-Gewebes dieser Patienten erfolgte im Zeitraum von 2006 bis
2008. Bei drei der zehn RA-Patienten gibt es keine Information dariiber, wo das Gewe-

be entnommen wurde. Bei weiteren drei Patienten stammt das Synovialgewebe aus

a7



dem Handgelenk, bei zweien aus dem Knie, bei einem aus dem Ellenbogen und bei

einem aus der Tibialis posterior Sehne am Ful3.

Wie der Tabelle 15 zu entnehmen ist, nehmen acht der zehn Patienten Prednisolon in
unterschiedlicher Dosierung ein, sechs Patienten werden mit NSAR therapiert, acht Pa-
tienten mit Basistherapeutika und zwei Patienten erhalten Biologika. Vier Patienten
nehmen sowohl Prednisolon als auch NSAR und Basistherapeutika ein.

Tabelle 16 zeigt die deskriptiven Statistiken fir die untersuchten RA-Patienten. Das Al-
ter betragt im Mittel 63,7 Jahre (Median: 67 Jahre). Die durchschnittliche Krankheits-
dauer betragt 12 Jahre (Median: 10 Jahre). Im Durchschnitt waren die Patienten bei
Erstmanifestation der RA 51,7 Jahre alt (Median: 56,5 Jahre). Wie die Tabelle 17 zeigt
sind nur drei der untersuchten Patienten zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme jlnger
als 60 Jahre. Die RA kann in jedem Lebensalter auftreten, bemerkbar macht sie sich
jedoch meist im Alter zwischen 30 und 50 Jahren. Die Tabelle 18 zeigt, dass vier der
zehn Patienten bei Erstdiagnose zwischen 30 und 50 Jahren alt sind, ein Patient ist

junger als 30 Jahre und funf Patienten sind alter als 50 Jahre.

Tabelle 16: Deskriptive Statistiken

Mittelwert Median  Standardabw. Minimum Maximum
Alter (Jahre) 63,7 67 9,6 48 76
RA-Dauer (Jahre) 12,0 10 6,9 4 23
Erstmanifestation (Jahre) 51,7 56,5 14,4 25 69
CRP (mg/dl) 2,55 2,02 3,12 0,11 10,42

Tabelle 17: Altersverteilung der Patienten bei Gewebeentnahme

Alter in Jahre 40 bis 49 50 bis 59 60 bis 69 70 bis 79

Anzahl der Patienten 1 2 4 3

Tabelle 18: Altersverteilung der Patienten bei Erstdiagnose

Jinger als 30 Jahre Zwischen 30-50 Jahre Alter als 50 Jahre
B0121 (25 J) B0112 (37 J) BO111 (69 J)
B0113 (46 J) B0116 (61 J)
B0114 (47 J) B0029 (67 J)
B0117 (38J) B0002 (61 J)

B0032 (58 J)
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Als Entzindungsparameter bietet sich das c-reaktives Protein (CRP) an, welches in der
Leber synthetisiert wird und zu den Akute-Phase-Proteinen z&hlt. Das CRP reagiert
rasch auf entzindliche Veranderungen, weshalb die Konzentration des CRP in guter
Korrelation zur entziindlichen Aktivitat steht und sich sehr gut fur Verlaufsbeobachtun-
gen von entzindlichen Erkrankungen eignet. Allerdings kann ein erhéhter CRP-Wert
auch ein Hinweis auf eine andere Erkrankung sein, denn bei sieben der zehn unter-
suchten RA-Patienten sind aufRer der RA noch weitere Erkrankungen bekannt. Wie der
Tabelle 16 zu entnehmen ist, betragt der CRP-Wert der untersuchten RA-Patienten im
Mittel 2,55 mg/dl (Median: 2,02 mg/dl). Auch bei gesunden Erwachsenen ist CRP im
Blut nachweisbar und CRP-Werte bis zu 1 mg/dl gelten als normal, ab Werten tber 5
mg/dl spricht man von einer schweren Entziindung. Bei sechs von zehn Patienten liegt
somit eine akute Entzindung vor, von denen ein Patient (Patient BO114) besonders
starke Entztindungszeichen aufweist (siehe Tabelle 19). Neben dem CRP-Wert kann
auch die Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG) als Entzindungsparameter

dienen.

Tabelle 19: Ubersicht uiber Entziindungsaktivitat (CRP-Wert) der RA-Patienten

CRP bis 1 mg/dI CPR 1 bis 5 mg/dI CPR ab 5 mg/dl
B0112 (0,26) B0029 (1,54) B0114 (10,42)
B0116 (0,13) B0032 (2,5)
B0117 (0,28) B0002 (3,62)
B0121 (0,11) BO111 (3)

B0113 (3,6)

CRP-Werte bis zu 1 mg/dI gelten als normal, CRP-Werte zwischen 1 bis 5 mg/dl gelten als akute Entziin-
dung, ab CRP-Werten tUber 5 mg/dl spricht man von einer schweren Entziindung.

Zur objektiven Beurteilung des Krankheitsverlaufes der RA ist der DAS-28-Index
(Krankheits-Aktivitats-Index) eingefiihrt worden. Die "28" bezieht sich auf die Anzahl der
untersuchten Gelenke. Folgende fir die RA relevanten Aktivitatsparametern werden
dabei bertcksichtigt: die Anzahl der geschwollenen sowie die Anzahl der druck-
schmerzhaften Gelenke, die BSG und die Einschatzung des Patienten zur aktuellen
Krankheitsaktivitat auf einer visuellen Analogskala von eins bis zehn. Mit Hilfe eines
Punktesystems lasst sich ein Aktivitatsindex zwischen null und zehn ermitteln. Ein Wert

zwischen null und 3,2 (grtiner Bereich) entspricht einer fehlenden bis geringen Krank-
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heitsaktivitat, ein Wert zwischen 3,2 und 5,1 (gelber Bereich) entspricht einer mittleren
Krankheitsaktivitat und ein Wert oberhalb von 5,1 (roter Bereich) entspricht einer hohen
Krankheitsaktivitat. Bei acht Patienten sind die DAS-28-Werte bekannt, wovon drei Pa-
tienten (B0029, B0116, B0117) einen Wert im gelben Bereich und funf Patienten
(B0032, BO002, B0112, BO113, B0114) einen Wert im roten Bereich aufweisen (siehe
Tabelle 15).

3.2 Histologische Charakterisierung der Synovialgewebe

3.2.1 Einleitung

Synovialgewebe lasst sich in die drei Kompartimente Deckzellschicht, synoviales
Stroma mit den residenten Zellen wie Endothelzellen, Fibroblasten, Makrophagen und
entztindliche Infiltrate durch eingewanderte Zelle wie Lymphozyten und Plasmazellen
unterteilen (Krenn et al., 2006). Im Rahmen der RA kommt es zur Hyperplasie der
Deckzellschicht, zu GefaRneubildungen sowie zur Bildung lymphoplasmazellularer Infilt-
rate. Aufgrund der Entziindung und der damit einhergehenden Vaskularisierung kommt
es zur Infiltration und Akkumulation mit Entzindungszellen, wodurch sich zellular ent-
zundliche Infiltrate bilden kénnen. Anhand der Anzahl, Gro3e und der Struktur der Infilt-
rate lasst sich der Grad der Entziindung bestimmen (Krenn et al., 2006). Die untersuch-
ten Synovialgewebe der zehn RA-Patienten werden histologisch charakterisiert und die
Zusammensetzung der Entzindungsinfiltrate analysiert, wobei besonderes Augenmerk

auf die B- und Plasmazell-Verteilung gelegt wird.

3.2.2 Das entziindete Synovialgewebe

Die entzindlichen Infiltrate sind bei der Mehrzahl der untersuchten Patienten eher
schwach ausgepragt. Anhand der Deckzellschicht sowie der Neovaskularisierung ist
das entziindliche Geschehen aber deutlich zu sehen.

Alle Patienten zeigen eine verdickte Deckzellschicht, wenn auch bei manchen Patienten
nur stellenweise wie es beispielsweise in Abbildung 9 bei den Patienten BO117 und
B0029 zu sehen ist. Als Marker fir die Deckzellschicht werden die synovialen Fibroblas-
ten verwendet, die mit CD55 angefarbt werden (Hamann et al., 1999).
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Abbildung 9: Hyperplasie der Deckzellschicht

Diese Abbildung zeigt die Hyperplasie der Deckzellschicht bei 3 Patienten (B0029, B0117, B0032). Die 6
pm dicken Gefrierschnitte der 3 Patienten wurden mit anti-CD55 sowie DAPI angefarbt. Die Abbildung
von Patient BO032 (oben links) ist ein weiteres Mal in Abbildung 18 zu sehen.

BO032 il
CD4/CDBE

Abbildung 10: Gefafl3- und T-Zelldarstellung

Links: Gefrierschnitt von Patient BO029 mit Gefal3farbung (griin) und Kernfarbung (blau). 200-fache Ver-
groRerung. Rechts: Gefrierschnitt von Patient BO032 mit T-Zellfarbung (griin) und Kernfarbung (blau).
200-fache VergrofRerung.

Die GefalRe, dargestellt in Abbildung 10, werden mit anti-CD31-Antikérpern sichtbar
gemacht, T-Zellen mit CD4- und CD8-Antikorpern. Lediglich bei zwei von zehn Patien-

ten (BO029 und B0032) findet sich eine starkere entzundliche Infiltration. In den Infiltra-
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ten lassen sich neben T-Zellen auch B-, Plasma- und B-Gedéachtniszellen nachweisen
wie in Abbildung 11 dargestellt. Diese entzindlichen Infiltrate weisen meist eine peri-
vaskulare Verteilung auf, wobei T- und Plasmazellen haufiger in gefaRnahen Regionen
gefunden werden als B-Zellen. Auch Monozyten und Makrophagen wandern ins Gewe-

be ein und verteilen sich ubiquitar im Synovialgewebe wie in Abbildung 11 zu sehen.

Abbildung 11: Plasmazell-, B-Zell-, Monozyten-, Makrophagen- und B-Gedachtniszell-Farbung

Konsekutive Schnitte des Patienten B0029. Oben links: Darstellung Plasmazellen (griin) mit Kernfarbung
(blau), oben rechts: Darstellung B-Zellen (griin) mit Kernfarbung (blau), Mitte links: Darstellung Monozy-
ten (grun) mit Kernfarbung (blau), Mitte rechts Darstellung Makrophagen (griin) mit Kernfarbung (blau),
unten links: Darstellung B-Gedachtniszellen (blau) und der Plasmazellen (griin). 200-fache Vergré3erung.

52



Als besonders hochgradig entzindliche Gewebe gelten Gewebe mit Keimzentren
(Krenn et al, 2006). Lediglich bei einem Patienten (B0032) ist ein kleines Netzwerk von
FDCs darstellbar wie in Abbildung 12 zu sehen. Im Synovialgewebe sind FDCs nur in

Keimzentren zu finden.

Abbildung 12: Keimzentrumsdarstellung

Konsekutive Schnitte von Patient BO032: links: FDC-Farbung (8D6, griin) und Ki-67-Farbung (rot) mit
Kernfarbung (blau), rechts: FDC-Farbung (grin) und IgG-Farbung (rot) mit Kernfarbung (blau), 200-fache
Vergrof3erung.

3.2.3 Verteilung der B- und Plasmazellen

B-Zellen, die nach Antigenkontakt zu Antikdrper-produzierenden Plasmazellen im
Keimzentrum differenzieren, unterscheiden sich morphologisch in Gré3e und Zellform
voneinander. Die B-Zellen sind kleine und runde Zellen mit einem grofR3en Zellkern und
wenig Zytoplasma, Plasmazellen sind gréRer und eher langlich-oval mit exzentrischem
Zellkern. Des Weiteren lassen sich die verschiedenen Stadien der B-Zellentwicklung mit
Hilfe spezifischer Antikbrper nachweisen. Das Oberflachenantigen CD20 wird auf fri-
hen, naiven sowie B-Gedachtniszellen exprimiert. Mit zunehmender Differenzierung
geht CD20 verloren und ist somit auf Plasmazellen nicht mehr nachweisbar. Auf Plas-
mazellen wird stattdessen Wue-1 exprimiert (Greiner et al.,, 2000). Die B-
Gedéachtniszellen kénnen von der ruhenden B-Zelle durch das Anfarben des Oberfla-
chenantigens CD27 unterschieden werden.

Im lymphatischen Gewebe bilden B-Zellen meist lymphozytare Aggregate. Plasmazel-
len sammeln sich i.d.R. ringférmig um diese lymphozytaren Infiltrate als Infiltrat-
assoziierte Plasmazellen. Aul3erdem haufen sich Plasmazellen entlang von Gefal3en

als vaskulare Plasmazellen oder sie liegen einfach diffus im Gewebe vor.
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Bei den untersuchten Synovialgeweben variiert die Prasenz der B- sowie Plasmazellen
von Patient zu Patient relativ stark. Die Zellen liegen diffus verteilt vor, bilden lockere
Aggregate oder follikelahnliche Strukturen, welche Keimzentren beinhalten kdnnen. In
den meisten Fallen findet sich eine diffuse Verteilung der B- und Plasmazellen ohne
nennenswerte Ansammlungen im Synovialgewebe. Bei drei Patienten zeigen sich lo-
ckere B- bzw. Plasmazell-Aggregate. Eine follikelahnliche B-Zellansammlung zeigen die

Synovialgewebe von den Patienten B0O029 und B0032.

Die Abbildung 13 zeigt einen Gefrierschnitt des gesamten Synovialgewebes von Patient
B0029 sowie eine Ausschnittsvergrof3erung. Hier ist zu sehen, dass die Plasmazellen
eher diffus und zum Tell als lockere Aggregate zusammen liegen, wahrend die B-Zellen
durchaus follikelahnliche Zellansammlungen bilden. Die B-Zellzusammenballungen ent-
sprechen in etwa der GroRRe eines Lymphfollikels, weisen allerdings keine FDCs auf,
welche im Synovialgewebe ein Merkmal fur Keimzentren sind. Ein Keimzentrums-
ahnliches Infiltrat finden sich nur bei Patient BO032 und ist in Abbildung 12 zu sehen.
Farbung mit Ki-67 spezifischen Antikorpern, die ein Antigen erkennen, dass nur im Kern
von proliferierenden Zellen exprimiert wird, zeigt, dass sich in diesem kleinen Keimzent-

rum keine teilenden B-Zellen nachweisen lassen (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 13: Ubersichtsbilder der B- und Plasmazellverteilung des Patienten B0029

Oben: Ubersichtsbilder (konsekutive Schnitte) des gesamten Synovialgewebes von Patient B0029. Links:
Plasmazellfarbung (grin), rechts: B-Zellfarbung (grin), unten links: vergroRerter Ausschnitt der Plasma-
zellfarbung (grun) des Synovialgewebes von Patienten B0029, unten rechts: vergrofRerter Ausschnitt der
B-Zellfarbung (griin). 200-fache Vergré3erung.

Bei den Patienten mit starkerer Infiltration und somit lymphoplasmazellularen Ansamm-
lungen, zeigt sich die typische Anordnung der Entziindungszellen mit zentral gelegenen
B-Zellen und peripher liegenden Plasmazellen, wobei die Plasmazellen deutlich tber-
wiegen wie in Abbildung 14 zu sehen. Wie auch friher beschrieben, findet im Follikel
also keine Vermischung von B- und Plasmazellen statt, sondern die Plasmazellen la-
gern sich um die B-Zellen herum. Bei der Mehrheit der Patienten, bei denen sich im Sy-
novialgewebe keine zusammenhéangenden Zellverbande bilden, zeigt sich in der Regel

eine eher zuféllige Verteilung von B- und Plasmazellen.

55



Abbildung 14: Vergleich zwischen Plasmazell- und B-Zell-Verteilung bei Patient BO029

Oben konsekutive Schnitte des Synovialgewebes von Patient B0029: links Plasmazellfarbung (griin) und
Zellkernfarbung (blau), rechts: B-Zellfarbung (griin) und Zellkernfarbung (blau). Unten ebenfalls konseku-
tive Schnitte desselben Patienten: links Plasmazellzellfarbung (griin) und Zellkernfarbung (blau), rechts
B-Zellfarbung (grin)und Zellkernfarbung (blau). 200-fache Vergré3erung.

Das histopathologische Bild der untersuchten Patienten stellt sich hinsichtlich der Ver-
teilung der B-Zellpopulationen im Synovialgewebe sehr heterogen dar. Deshalb er-
scheint es sinnvoll, die Patienten nach der Anzahl der B- bzw. Plasmazellen im Synovi-
algewebe aufzuteilen (siehe Tabelle 20 und Abbildung 15). Dabei steht 1 fir bis zu 100
B- bzw. Plasmazellen, 2 fir 101 bis maximal 500 B- bzw. Plasmazellen und 3 fur mehr
als 500 Zellen.
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Tabelle 20: Uberblick iiber die Verteilung von B- und Plasmazellen bei allen 10 Patienten

Patient PC B-Zellen

B0029
B0032
B0002
BO111
B0112
B0113
B0114
B0116
BO117
B0121

N

B N R R R R R NN W
N N R R R R R R W

Diese Tabelle gibt einen Uberblick liber die B- und Plasmazell-Verteilung in den untersuchten Synovial-
geweben. 1 = 1 bis 100 B- oder PC-Zellen, 2 = 101 bis 500 B- oder PC-Zellen, 3 = mehr als 500 B- oder
PC-Zellen.

1: bis zu 100 Zellen 2: bis zu 500 Zellen 3: mehr als 500 Zellen

Abbildung 15: Phanotyp der Synovialgewebe verschiedener RA-Patienten

Die Gefrierschnitte der Synovialgewebe der Patienten B0117, B0029 und B0O032 zeigen wie unterschied-
lich die Zelldichte der entziindlichen Infiltrate ist. Daflr sind sie mit spezifischen Antikbrpern gegen B-
Zellen (anti-CD20) bzw. Plasmazellen (Wue-1) und mit DAPI angefarbt. Die obere Reihe zeigt die B-Zell-
Verteilung (griin) und die untere Reihe die Plasmazellverteilung (grun). 200-fache Vergrof3erung.

Alle Patienten weisen sowohl B- als auch Plasmazellen in ihrem Synovialgewebe auf.

Bei sechs der Patienten sind bis zu 100 B- bzw. Plasmazellen nachweisbar. Bei drei
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Patienten sind bis zu 500 B- bzw. Plasmazellen darstellbar und ein Patient weist mehr
als 500 B- bzw. Plasmazellen auf (siehe Abbildung 16).

O B-Zellen @ Plasmazellen

Anzahl der Patienten

1 bis 100 Zellen 101 bis 500 Zellen mehr als 500 Zellen

Abbildung 16: Schematische Darstellung zur B-Zell- und Plasmazell-Verteilung

Diese Abbildung zeigt, dass bis zu 100 B- bzw. Plasmazellen bei 6 Patienten, bis zu 500 B- bzw. Plas-
mazellen bei 3 Patienten und mehr als 500 B- bzw. Plasmazellen bei 1 Patient nachweisbar sind.

3.2.4 Zusammenfassung

Das histopathologische Bild der untersuchten Synovialgewebe zeigt die typische mehr-
schichtige Deckzellschicht und zahlreiche Gefal3neubildungen, jedoch nur einige lym-
phoplasmazellulare Ansammlungen. Bei genauerer Betrachtung der Infiltrate zeigt die
B- und Plasmazell-Verteilung ein heterogenes Bild. Die Mehrzahl der analysierten Sy-
novialgewebe zeigen keine Anzeichen von lymphozytaren Aggregaten, sondern ledig-
lich eine diffuse Verteilung ohne Zellanhaufungen. Lediglich vier Patienten weisen An-

sammlungen von B- bzw. Plasmazellen in unterschiedlichen Auspragungen auf.
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3.3 BAFF- und APRIL-Expression im entziindeten Synovialgewebe

3.3.1 Einleitung

Fur das Uberleben, die Reifung und Differenzierung der B- und Plasmazellen nehmen
die beiden eng verwandten TNF-Zytokine BAFF und APRIL eine wichtige Schlissel-
funktion ein. Wichtig ist hierbei in erster Linie deren Balance. So sind erhdhte BAFF-
und APRIL-Konzentrationen meist mit Autoimmunerkrankungen assoziiert, wahrend zu
niedrige BAFF- und APRIL-Konzentrationen zum Verlust von B- und Plasmazellen und

somit zu Immundefekten fuhren kdnnen.

Bei SLE-Patienten konnte bereits gezeigt werden, dass Plasmazellen sowohl BAFF als
auch APRIL selbst exprimieren konnen (Chu et al., 2009). Gegenstand dieser Arbeit ist
es herauszufinden, ob die Anzahl der B und Plasmazellen im Synovialgewebe mit einer
erhohten BAFF- und APRIL-Expression einhergeht und ob synoviale B- bzw. Plasma-
zellen zur autokrinen BAFF- und APRIL-Expression in der Lage sind. Dafur werden Sy-
novialgewebe von RA-Patienten mit unterschiedlichen Entziindungsstadien hinsichtlich

der BAFF- und APRIL-Expression mittels Immunfluoreszenzfarbungen analysiert.

3.3.2 BAFF-und APRIL-Expression in der Deckzellschicht

Wie bereits erwahnt und in Abbildung 9 zu sehen weist die synoviale Deckzellschicht
der analysierten RA-Patienten teils erhebliche Verbreiterungen und zottige Auftreibun-
gen auf. Sowohl BAFF als auch APRIL werden bei allen untersuchten RA-Patienten
vermehrt in der gesamten synovialen Deckzellschicht exprimiert, wie der Abbildung 17
zu entnehmen ist. Aktivierte synoviale Fibroblasten sind in der Regel grol3e, aber sehr
diinne, platte Zellen mit grofiem Zellkern und mehreren Nukleoli. Makrophagen hinge-
gen sind meist polymorphkernig. Beim Vergleich der BAFF- und APRIL-Expression in
der Deckzellschicht des gleichen Synovialgewebes, aber auf konsekutiven Schnitten,
zeigt sich, dass die gleichen Zellen sowohl BAFF als auch APRIL exprimieren (siehe
Abbildung 17). Die CD55-Antikdrper farben in erster Linie die synovialen Fibroblasten
der Deckzellschicht an (Hamann et al., 2010), welche dadurch als die Hauptproduzen-

ten von BAFF und APRIL identifiziert werden kénnen.
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Abbildung 17: BAFF- und APRIL-exprimierende Zellen in der Deckzellschicht

Die Abbildung zeigt zwei konsekutive Schnitte des Synovialgewebes von Patient BO032. Oben links: Zel-
len der Deckzellschicht (griin), BAFF (rot) und Zellkernfarbung (blau). Oben rechts: Zellen der Deckzell-
schicht (griin), APRIL (rot) und Zellkernfarbung (blau). Mitte links: 3 vergrof3erte Ausschnitte jeweils mit
CD55- und BAFF- Farbung, Mitte rechts: 3 vergroRerte Ausschnitte jeweils mit Zellen der Deckzellschicht
(grin) und APRIL (rot). Unten links: 3 vergrof3erte Ausschnitte mit CD55 (griin), BAFF (rot) und Zellkern-
farbung (blau), unten rechts: Cd55 (grin) APRIL (rot) und Zellkernfarbung (blau). 200-fache Vergréi3e-
rung.

In Abbildung 18 ist die Expression von APRIL in der Deckzellschicht dargestellt und Ab-
bildung 19 zeigt die BAFF-Expression in der Deckzellschicht. In beiden Abbildungen ist
deutlich die Expression durch synoviale Fibroblasten zu erkennen.
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Abbildung 18: APRIL-Expression in der Deckzellschicht

Das linke Bild zeigt einen Ausschnitt aus dem Synovialgewebe des Patient BO032 mit einer 3-fach Far-
bung fur die Deckzellschicht (CD55), fur APRIL und fur DAPI. Rechts sind jeweils drei VergréRerungen zu
sehen: zum einen die 3-fach Farbung, in der Mitte die Farbung fir APRIL und CD55 und ganz rechts die
Farbung fir CD55 und DAPI. 400-fache VergroRerung. Diese Abbildung ist ohne APRIL-Farbung bereits
in Abbildung 9 zu sehen.

Abbildung 19: BAFF-Expression in der Deckzellschicht

Diese Abbildung zeigt einen Synovialschnitt des Patienten B0029. Auf dem linken Bild ist eine 3-fach
Farbung mit einem Antikorper fur die Deckzellschicht (CD55), einem Antikorper fir BAFF sowie einer
DAPI-Farbung zu sehen. Auf den vergroRerten Bildausschnitten sieht man zuerst die 3-fach Farbung,
danach deine Doppelfarbung mit einem BAFF-Antikérper und einem fir die Deckzellschicht (CD55) und
anschlieBend eine CD55- sowie DAPI-Farbung.
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3.3.3 BAFF-und APRIL-Expression in GefalBumgebung

Unter der Deckzellschicht liegt die Subintima, ein bei Gesunden eher gefallarmes Bin-
degewebe, welches bei RA-Patienten allerdings stark vaskularisiert ist. Um zu untersu-
chen, ob BAFF und APRIL in der Nahe von synovialen Geféal3en oder gar von Endothel-
zellen selbst exprimiert werden, werden die Synovialgewebe mit den entsprechenden
Antikérpern immunhistologisch analysiert. Anhand der
Abbildung 20 und Abbildung 22 zeigt sich, dass sich APRIL stets perivaskulare anrei-
chert. BAFF ist hingegen nicht in naherer Umgebung von synovialen Geféal3en kon-
zentriert, wie in Abbildung 21 und Abbildung 22 zu sehen.

Abbildung 20: APRIL-Expression im GefalRendothel

Die vier Abbildungen zeigen ein und denselben Gewebeausschnitt von Patient B0029. Oben links: Far-
bung mit anti-CD31-Antikdrpern fur synoviale GefaRRe (grun) sowie Zellkernfarbung (blau). Oben rechts:
Farbung mit einem Antikorper fur APRIL (rot) und Zellkernfarbung (blau). Unten links: Farbung mit anti-
CD31-Antikérper (grin) und APRIL-Antikdrper (rot). Unten rechts: 3-fach Farbung mit anti-CD31-
Antikorper (grin), APRIL-Antikorper (rot) und Zellkernfarbung (blau). 400-fache VergréRerung.
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Abbildung 21: BAFF-Expression im GefaRendothel

Die drei Abbildungen zeigen ein und denselben Gewebeausschnitt von Patient BO032. Links: Farbung mit
anti-CD31-Antikdrpern fir synoviale Gefalie (grin) sowie Zellkernfarbung (blau). Mitte: Farbung mit ei-
nem Antikérper fir BAFF (rot) und Zellkernfarbung (blau). Rechts: 3-fach Farbung mit CD31-Antikorper
(gran), BAFF-Antikorper (rot) und Zellkernfarbung (blau). 200-fache VergréZerung.

.

Abbildung 22: Vergleich der BAFF- und APRIL-Expression in synovialen GefalRen

Diese Abbildung zeigt konsekutive Gewebeschnitte des Synovialgewebes von Patient BO032. Links: 3-
fach Farbung mit anti-CD31-Antikérpern fir synoviale GefaRe (grin), BAFF (rot) sowie Zellkernfarbung
(blau). Rechts: 3-fach Farbung mit anti-CD31-Antikdrpern fir synoviale Gefafl3e (grin), APRIL (rot) sowie
Zellkernfarbung (blau).

Hierbei stellt sich die Frage, ob die APRIL-Expression von den Endothelzellen ausgeht
oder ob es sich mdglicherweise um Glykan-gebundenes APRIL handelt.

Anhand von
Abbildung 20 zeigt sich eine verstarkte Expression von APRIL in synovialen Endothel-
zellen. Hierbei zeigen sich sowohl APRIL-positive Endothelzellen als auch APRIL-
positive Zellen im Perivaskularraum (siehe Abbildung 22 sowie Abbildung 23 B und C).
Als mdgliche APRIL-Produzenten kommen somit auch die Endothelzellen in Frage.
Desweitern ist in Abbildung 23 zu sehen, dass sich auch sekretiertes APRIL um En-
dothelzellen ansammelt, welches sich mdglicherweise an Glykan-Rezeptoren angela-

gert hat.
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Zusammenfassend zeigt sich hier, intrazellulares APRIL in Endothelzellen und sekre-
tiertes APRIL um Endothelzellen.

APRIL
DAPI DAPI APRIL APRIL
DAPI

Abbildung 23: VergroRerte Ausschnitte der APRIL-Expression in synovialen Gefal3en

Die Abbildungen zeigen drei verschiedene synoviale Gefaf3e. Die entsprechenden Farbungen stehen
unter den Abbildungen. A,B und C: Links: Endothelzellen (grin) und Zellkernfarbung (blau), Mitte: erst
APRIL-Farbung (rot) und Zellkernfarbung (blau), dann Endothelzellen (griin) und APRIL-Farbung (rot),
rechts: Endothelzellen (griin), APRIL-Farbung (rot) und Zellkernfarbung (blau). VergrofRerung: A und C:
400x, B 200x.

3.3.4 BAFF-und APRIL-Expression in Keimzentren (FDCs)

Im normalen Lymphgewebe, aber auch im Synovialgewebe, differenzieren B-Zellen im
Keimzentrum durch die Interaktion mit T-Zellen und FDCs zu B-Gedéachtnis- oder in
Plasmazellen (Kim et al, 2001). Da in allen untersuchten Synovialgeweben sowohl B-
als auch Plasmazellen nachzuweisen sind, liegt die Vermutung nahe, dass auch ektope

Keimzentren im Synovialgewebe nachweisbar sein sollten.
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Von zehn immunohistochemisch analysierten RA-Synovialgeweben lassen sich ledig-
lich bei einem Patienten (B0O032) kleine ektope Keimzentren nachweisen. Nur bei die-
sem Patienten sind FDC-Netzwerke nachweisbar, die essentiell fir den Aufbau der
ektopen Keimzentren im Synovialgewebe sind (siehe Abbildung 12), indem sie eine
kontrollierende Funktion einnehmen. Abbildung 24 zeigt auf konsekutiven Schnitten
Farbungen mit verschiedenen Antikdrpern. Man sieht ein grof3es Lymphozyteninfiltrat in
dem sich ein B-Zell-reicher (Farbungen mit anti-CD20) und ein T-Zell-reicher (Farbun-
gen mit anti-CD4 und anti-CD8) Bereich voneinander unterscheiden lassen. Wie man
es auch in Lymphorganen sieht, hat sich im Grenzbereich der T- und der B-Zellzone
eine Keimzentrumsstruktur gebildet, in der sich B-Zellen teilen (Farbung mit Ki-67-
spezifischen Antikdrpern). Der aktivierte Zustand der B-Zellen zeigt sich in der erhéhten
Expression von CD86, einem Protein, dass fur die B-T-Zell-Kostimulation wichtig ist.
AulRerhalb der Keimzentrumsstruktur lassen sich praktisch keine CD86 positive B-

Zellen nachweisen.
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Abbildung 24: Keimzentrumsstrukturen im Synovialgewebe des Patienten B0032

Konsekutive Schnitte des Patienten B0032. Bild A: FDC-Farbung (griin), BAFF-Farbung (rot) und Zell-
kernfarbung (blau). Bild B: T-Zell-Farbung (griin), BAFF-Farbung (rot) und Zellkernfarbung (blau). Bild C:
FDC-Farbung (grun), APRIL-Farbung (rot) und Zellkernfarbung (blau). Bild D: B-Zell-Farbung (griin), AP-
RIL-Farbung (rot) und Zellkernfarbung (blau). Bild E: FDC-Féarbung (grun), Ki-67-Farbung (rot) und Zell-
kernfarbung (blau). Bild F: aktivierte B-Zellen (griin), Ki-67-Farbung (rot) und Zellkernfarbung (blau). 200-
fache VergréRRerung.

Gleichzeitige Farbung mit FDC und BAFF- bzw. APRIL-spezifischen Antikdrpern zeigen

deutlich, dass die netzwerkartigen FDC nur BAFF exprimieren. In der Doppelfarbung
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mit APRIL stellt sich das FDC-Netzwerk grtin dar. Bei der Doppelfarbung mit BAFF
kommt es durch die Uberlagerung der beiden Farbstoffe zu einer gelb-braunen Fér-
bung. Es ist davon auszugehen, dass die B-Zellaktivierung durch BAFF weiter verstarkt
wird. In anderen Bereichen des Synovialgewebes des Patienten B0O032 lassen sich mit
dem FDC-spezifischen Antikorper 8D6, weitere Keimzentrumsstrukturen nachweisen.
Auch hier produzieren FDCs BAFF, wahrend eine signifikante Expression von APRIL
nicht gefunden wird. B-Zellproliferation kann nur in einer der gefundenen FDC-Struktur

nachgewiesen werden.

Insgesamt legen die Ergebnisse nahe, dass B-Zellen und Plasmazellen weitestgehend

unabhé&ngig voneinander in das entziindete Synovialgewebe einwandern.

In Abbildung 24 ist ein in seiner Ausdehnung eher kleines FDC-Netzwerk zu sehen mit
dem typischen Aufbau eines Keimzentrums. So liegen innen, in der dunklen Zone, die

B-Zellen. Um die B-Zellen lagern sich in der hellen Zone die T-Zellen und FDCs.

Die Abbildung 25 zeigt die vergro3erten Ausschnitte der Keimzentrumsformationen.
Hier ist in Bild D und E sehr schon zu sehen, dass die T-Zellen einen Ringwall um die
zentral versammelten B-Zellen bilden wie in einem Keimzentrum typisch. Zu erkennen
ist auch, dass T-Zellen vereinzelt BAFF exprimieren, B-Zellen hingegen weder BAFF
noch APRIL exprimieren. Des Weiteren exprimieren FDCs BAFF, aber kein APRIL. Auf-
fallig sind die in Bild E langlich erscheinenden Zellen, welche kreisférmig um die B-
Zellen gelagert sind und APRIL exprimieren. Hierbei kdnnte es sich um Eosinophile Zel-

len handeln.
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Abbildung 25: VergrofRRerte Ausschnitte der Keimzentrumsstrukturen des Patienten B0032

Bild A: Follikelfarbung (griin), BAFF-Féarbung (rot), Zellkernfarbung (blau); Bild B: Follikelfarbung (grin),
APRIL-Farbung (rot), Zellkernfarbung (blau); Bild C; Follikelfarbung (gruin), Ki-67-Farbung (rot), Zellkern-
farbung (blau);

Bild D: T-Zell-Farbung (grin), BAFF-Farbung (rot), Zellkernfarbung (blau); Bild E: B-Zell-Farbung (grin),
APRIL-Farbung (rot), Zellkernfarbung (blau); Bild F: aktivierte B-Zell-Farbung (grin), Ki-67-Farbung (rot),
Zellkernfarbung (blau); 400-fache VergroflZerung.

3.3.5 BAFF-und APRIL-Expression im Gewebe

Wahrend BAFF und APRIL i.d.R. entweder in GefaRnahe, der Deckzellschicht oder in
der Umgebung von B- bzw. Plasmazellen nachweisbar sind, ist bei einem von zehn Pa-
tienten (B0032) auch eine ausgepragte diffuse APRIL-Verteilung ubiquitar im Synovial-
gewebe nachweisbar (siehe Abbildung 26). Bei diesen Zellen handelt es sich weder um
B- noch um Plasmazellen, da die Doppelfarbungen fur APRIL und B-Zellen bzw. APRIL
und Plasmazellen negativ sind. Aufgrund der polymorphkernig erscheinenden Zellen
l&sst sich vermuten, dass es sich bei den APRIL-exprimierenden Zellen um Neutrophile
Granulozyten handelt. Dies bestatigt sich nicht, denn weder mit Hilfe der HE-Farbung
noch durch die immunhistochemische Farbung mit CD65 lassen sich Neutrophile dar-
stellen. Bei genauerer Betrachtung der Zellmorpholgie kdnnte es sich bei den APRIL-

exprimierenden Zellen auch um unterschiedliche Zelltypen handeln, so beispielsweise
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um elongierte Mastzellen oder Eosinophile. Wahrend Mastzellen einen ovalen meist
exzentrisch gelegenen Zellkern aufweisen, haben Eosinophile einen zweilappigen Zell-

kern (Brillenform).

Abbildung 26: APRIL-Expression im Synovialgewebe von Patient B0O032

Auf dieser Abbildung ist die diffuse Verteilung von APRIL im Synovialgewebe des Patienten BO032 dar-
gestellt sowie drei vergréRerte Ausschnitte von APRIL-positiven Zellen.

3.3.6 BAFF-und APRIL-Expression in B- und Plasmazellen

Bisher ist nicht hinreichend geklart, welche Rolle BAFF und APRIL in der Pathogenese
der RA spielen. Insbesondere sind nicht alle Zellen identifiziert, die die beiden Zytokine
exprimieren. Gesichert ist, dass BAFF und APRIL hauptsachlich von myeloiden Zellen
exprimiert werden. Aufgrund der Tatsache, dass B- und Plasmazellen vermehrt im
rheumatisch verédnderten Synovialgewebe vorhanden sind, stellt sich die Frage, ob sie
im Sinne einer autokrinen Sekretion die fur ihre eigene Differenzierung notwendigen
Zytokine BAFF und APRIL selbst sezernieren.

Anhand der Synovialgewebe der Patienten B0029 und B0032, die beide sehr viele
Plasmazellen aufweisen, wird dieser Fragestellung nachgegangen. Fur Patient BO029
wird in einer sorgfaltigen Analyse, in der insgesamt 6 Schnitte mit insgesamt 2203
Plasmazellen ausgewertet werden, der Anteil der BAFF- und APRIL-produzierenden

Plasmazellen ermittelt (siehe Tabelle 21). Es zeigt sich, dass im Durchschnitt jede 44.
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Plasmazelle positiv fur BAFF ist, es aber tberhaupt keine APRIL-produzierenden Plas-

mazellen gibt. Der Prozentsatz der BAFF-produzierenden Plasmazellen schwankt zwi-

schen 1 und fast 4 Prozent auf den verschiedenen Synovialschnitten (siehe Abbildung

27). Ein ahnliches Ergebnis wird fur die Synovialschnitte des Patienten 0032 gefunden

(siehe Abbildung 28). Auch hier sieht man, dass nur einzelne Plasmazellen BAFF pro-

duzieren. Manchmal sieht man BAFF-positive Plasmazellen in direkter Nachbarschatft.

Insgesamt ist aber eine gleichmaRige Verteilung Uber den Gewebeschnitt zu beobach-

ten. APRIL-produzierende Plasmazellen kénnen auch auf den Synovialschnitten des

Patienten B0O032 nicht gefunden werden. Ebenso zeigt sich bei keinem der untersuch-

ten Patienten eine BAFF- oder APRIL-Expression in B-Zellen.

Tabelle 21: Tabellarische Ubersicht der BAFF-exprimierenden Plasmazellen bei Patient B0029

Bilder Alle PC BAFF-pos. Zellen  Prozent der BAFF-pos. PC Jede x-te Zelle

1. 223 6 2,69% 37
2. 210 3 1,43% 70
3. 528 11 2,08% 48
4. 570 22 3,86% 26
5. 432 5 1,16% 86
6. 240 3 1,25% 80
Gesamt 2203 50 2,27% 44
Mittelwert 367,17 8,33 2,08% 57,83
Std-Abw 163,01 7,31 1,05% 24,40

Tabellarische Zusammenfassung Uber das Verhdltnis zwischen Plasmazellen und BAFF-positive Plas-
mazellen auf Synovialschnitten des Patienten B0029, Standardabweichung (Std-Abw).
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Abbildung 27: Grafische Darstellung der BAFF-exprimierenden Plasmazellen bei Patient B0029

Schematische Darstellung zur Verteilung der BAFF-positiven Plasmazellen in den einzelnen Synovial-
schnitten des Patienten B0029.

Bild A: Patient BO032
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Bild B: Patient B0029

Abbildung 28: Autokrine Expression von BAFF in synovialen Plasmazellen

Die Bilder A zeigt das Synovialgewebe des Patienten B0O032, Bild B zeigt das Synovialgewebe des Pati-
enten B0029. Die Schnitte wurden mit einem Antikdrper fir BAFF, einem Antikdrper spezifisch fir Plas-
mazellen (Wue-1) und im dritten Schritt eine Doppelfarbung mit dem Plasmazell-spezifischen Antikdrper
(Wue-1) und dem Antikorper fur BAFF gefarbt. Die VergréRerungen zeigen einzelne Plasmazellen (Wue-
1+) die gleichzeitig auch fiir BAFF positiv sind (gelbe Farbung durch Uberlagerung von rot und griin). Bild
A zeigt dabei einen Bereich des Synovialgewebes mit einzelnen Plasmazellen, wahrend Bild B einen
Bereich mit Plasmazellaggregaten zeigt. 200-fache Vergrol3erung.

Zusammenfassend zeigt dieser Befund zum ersten Mal, dass es im entziindeten Syno-
vialgewebe von RA-Patienten Plasmazellen gibt, die BAFF exprimieren. Dabei handelt
es sich um einen sehr geringen Teil der Plasmazellen, namlich etwa 2 Prozent. Fir
APRIL kann im Gegensatz dazu gar keine Expression durch Plasmazellen nachgewie-

sen werden.
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3.4 Zusammenhang zwischen Entzindungsparametern, B Zellen,
Plasmazellen, Krankheitsdauer, BAFF- und APRIL-Expression,

Histologische Daten

Um den Zusammenhang zwischen den verschiedenen Variablen: B-Zellen, Plasmazel-
len, Krankheitsdauer und CRP-Wert zu untersuchen, wird der Spearman Rangkorrelati-
onstest durchgefiihrt (siehe Tabelle 22). Im Gegensatz zum Korrelationstest nach Pear-
son wird bei Spearmans Version kein linearer Zusammenhang angenommen. Die Vo-
raussetzungen fir den Spearman-Test sind lediglich, dass die Variablen ordinal skaliert
sind und dass der untersuchte Zusammenhang monoton ist. Um zu prifen, ob der auf-
gezeigte Zusammenhang rein zufallig ist, wird mit Hilfe eines t-Tests das Signifikanzni-

veau der Korrelationskoeffizienten bestimmt.

Tabelle 22: Korrelationstabelle

. DAS-
PC B-Zellen CRP Krankheitsdauer Alter Wert
PC 1
0,6151
B-Zellen p=0,058 1
0,0485 -0,3606
CRP p=0,894  p=0,306 1
. -0,5373 -0,2826 -0,0549
Krankheitsdauer p=0,109 0=0,429 p=0,880 1
Alter 0,0974 -0,4174 0,6201 -0,4251 1
p=0,789 p=0,230 p=0,056 p= 0,221
-0,4985 -0,3181 0,6587 0,6228 -0,0301 1
DAS-Wert
p= 0,209 p= 0,443 p= 0,076 p=0,099 p=0,944

Diese Tabelle zeigt die Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten fir folgende sechs Variablen: Plasma-
zellen (PC), B-Zellen, CRP (in mg/dl), Krankheitsdauer (in Jahren), Alter (in Jahren) und DAS-Wert. Je-
weils unter den Korrelationskoeffizienten ist kursiv der p-Wert angeben.

Es wird eine signifikant positive Korrelation zwischen B- und Plasmazellen beobachtet
(Spearman-Korrelation: 0,62, p-Wert= 5,8%). Aul3erdem zeigt sich eine negative Korre-
lation zwischen der Krankheitsdauer und der Anzahl der Plasmazellen (Spearman-
Korrelation: -0,54; p-Wert= 10,9%). Die Korrelation zwischen Krankheitsdauer und B-
Zellen ist ebenfalls negativ jedoch nicht signifikant. Der DAS-Wert ist signifikant positiv
korreliert mit dem CRP-Wert und der Krankheitsdauer (Spearman-Korrelation: 0.66; p-

Wert= 7,6% bzw. Spearman-Korrelation: 0.62; p-Wert= 9,9%). Das Alter der Patienten
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und ihr CRP-Wert sind signifikant positiv miteinander korreliert. Es besteht keine signifi-
kante Korrelation zwischen dem CRP-Wert (Alter) und den B-Zellen, den Plasmazellen

sowie der Krankheitsdauer.

Dabei ist jedoch zu berucksichtigen, dass aufgrund der geringen Anzahl untersuchter
Patienten, die Ergebnisse der statistischen Analyse nur mit Vorsicht interpretiert werden

kdénnen.
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4 Diskussion

Dieser Teil der Arbeit setzt sich mit den Resultaten und deren Bedeutung fir die Patho-
genese der RA auseinander. Besonderes Augenmerk wird dabei auf die BAFF- und

APRIL-Expression im Synovialgewebe von RA-Patienten gelegt.

Wahrend BAFF vor allem im frihen Stadium der peripheren B-Zell-Entwicklung eine
entscheidende Rolle spielt, scheint APRIL eine herausragende Rolle im Endstadium der
B-Zellentwicklung, dem Stadium der Plasmazellen, einzunehmen. Des Weiteren deuten
auch die Therapieerfolge bei RA-Patienten mit Biologika, die zur B-Zelldepletion oder
Antagonisierung von BAFF und APRIL fuhren, auf deren Bedeutung in der RA-
Pathogenese hin.

4.1 B-und Plasmazellverteilung im Synovialgewebe

Im gesunden nicht entziindeten Synovialgewebe ist der Nachweis von B- und Plasma-
zellen eine Seltenheit. Im Verlauf der RA verlassen eben genau diese Zellen die Blut-

bahnen und reichern sich im Gewebe an.

Bei den untersuchten Patienten schwankt die Anzahl der B-und Plasmazellen im Syno-
vialgewebe relativ stark. Eine mdgliche Erklarung fur die heterogene Verteilung der B-
und Plasmazellen konnte das Entzindungsstadium zum Zeitpunkt der Gewebeentnah-
me sein. So beschreiben beispielsweise Jacobi et al. (2003), dass die Haufigkeit der
Plasmazellen bei SLE-Patienten signifikant mit der Krankheitsaktivitat korreliert. Das
bedeutet, dass in der akuten Krankheitsphase mehr B- und Plasmazellen zu erwarten
waren als in der Remissionsphase. Zur Beurteilung der Krankheitsaktivitat wird i.d.R.
der DAS-28-Index herangezogen. Da dieser leider nicht fur alle zehn Patienten vorliegt,
wird zur Uberprifung der Hypothese zusétzlich der CRP-Wert als Entziindungsmarker
verwendet. Die hohe Korrelation vom CRP-Wert und dem DAS-Wert (Korrelation: 0,66,
p-Wert: 7,6%) bestétigt die Einschatzung, dass auch der CRP-Wert ein geeignetes Maf3
fur die Einschéatzung der Krankheitsaktivitat darstellt. Die Vermutung, dass Patienten mit
einem hohen CRP-Wert (DAS-Wert) mehr B- bzw. Plasmazellen aufweisen als Patien-
ten mit einem niedrigen CRP-Wert (DAS-Wert), bestatigte sich nicht. Es lasst sich keine
signifikante Korrelation zwischen dem CRP-Wert und B-Zellen (Korrelation: -0,36, p-
Wert: 30,6%) sowie dem CRP-Wert und Plasmazellen (Korrelation: 0,05, p-Wert:

89,4%) feststellen. Ein vergleichbares Ergebnis findet sich fir die Korrelationen zwi-
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schen dem DAS-Wert und den B-Zellen (Korrelation: -0,32, p-Wert: 44,3%) sowie dem
DAS-Wert und den Plasmazellen (Korrelation: -0,50, p-Wert: 20,9%), zwar ist die Korre-
lation hier deutlich starker, aber sie ist ebenfalls nicht signifikant. Uberraschend ist die
Tatsache, dass die Korrelation in allen Féllen negativ ist. Eine mdgliche Erklarung fur
dieses Resultat ist, dass im Rahmen einer entzindungshemmenden Therapie, bei-
spielsweise mit Glukokortikoiden, ein deutlicher Rickgang des CRP-Wertes erreicht
wird, ohne jedoch die Anzahl von B- und Plasmazellen im Synovialgewebe im gleichen
Mafle zu reduzieren. Dieses Argument erscheint vor dem Hintergrund, dass die unter-
suchten Gewebeproben aus Operationsmaterial stammen als nicht unwahrscheinlich,
da vor einem Eingriff in die Gelenke zumeist eine Verringerung der Entziindungspara-

meter angestrebt wird.

Eine weitere Ursache fir die unterschiedliche Verteilung der B- und Plasmazellen kénn-
te in der unterschiedlichen Krankheitsdauer der Patienten liegen. So sind in der friihen
Krankheitsphase nur sehr selten Plasmazellen nachweisbar und erst mit zunehmender
Chronifizierung der RA nimmt der Anteil an lymphoiden Zellen im Gewebe zu. Dichte
lymphozytare Infiltrate oder Lymphfollikel mit Keimzentren finden sich i.d.R. erst nach
langerer Krankheitsdauer und sind ein wichtiges Kennzeichen fir eine hochgradige
bzw. chronische Synovialitis (Krenn et al., 2006). Andererseits korrelieren die histologi-
schen Befunde oft nicht mit den klinischen Angaben, was sich auch bei der Korrelati-
onsanalyse zeigt. Hier ist ein negativer Zusammenhang zwischen der Krankheitsdauer
und der Anzahl der Plasmazellen (Korrelation: -0,54, p-Wert: 10,9%) sowie der Krank-
heitsdauer und der Anzahl der B-Zellen (Korrelation: -0,28, p-Wert: 42,9%) zu sehen.
Dieser ist jedoch nur im ersten Fall marginal signifikant. Empirisch findet sich also ge-
nau das Gegenteil des erwarteten Verhaltnisses, je langer ein Patient an RA erkrankt
ist, desto weniger B- oder Plasmazellen sind nachweisbar. Eine moégliche Erklarung
dafir ware, dass die Patienten mit langer Krankheitsdauer bereits umfangreich und zum
Teil auch mit Biologika therapiert wurden. So werden zwei Patienten mit Antikorpern
gegen TNFa behandelt: Patienten B0113 mit Humira (Adalimumab) und Patient BO116
mit Enbrel (Etanercept). Zur genauen Uberpriifung dieser Hypothese sind die notwendi-

gen Daten leider nur lickenhaft verfugbar.

SchlielRlich ist es auch denkbar, dass es sich bei den untersuchten Patienten um eine
heterogene Gruppe handelt, bei denen verschiedene Subtypen der RA vorliegen. In der

aktuellen Literatur wird zunehmend angezweifelt, dass es sich bei der RA um ein ho-
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mogenes Krankheitsbild handelt. Vorstellbar ware auch, dass eigentlich verschiedene
Krankheitsbilder mit &hnlichen Symptomen, aber moéglicherweise unterschiedlicher Pa-
thogenese bisher féalschlich als RA zusammengefasst wurden (Frey, 2011 und Miehle et
al., 2000). Fur diese Sichtweise spricht, dass der Nachweis von Antikdrpern, der Verlauf
sowie die Wirksamkeit einer Therapie von Patient zu Patient stark variieren kdnnen. So
sind beispielsweise die neuen Biologika lediglich bei der Halfte der RA-Patienten wirk-

sam (Burmester et al., 2005).

4.2 APRIL- und BAFF-Expression im Synovialgewebe

BAFF und APRIL finden sich normalerweise in peripheren lymphatischen Organen wie
Milz, Lymphknoten und Knochenmark. Auch entziindetes Gewebe bietet Uberlebensni-
schen fir Plasmazellen (Cassese et al., 2001). Bekannt ist, dass BAFF essentiell fur
den Reifungsprozess und die Differenzierung unreifer B-Zellen zu reifen B-Zellen ist,
wahrend APRIL eine groRe Bedeutung fiir das Uberleben von Plasmazellen hat. Voll-

standig verstanden sind die Funktionen von BAFF und APRIL aber bisher nicht.

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Patienten ist eine vermehrte Expression von
BAFF und APRIL in der Deckzellschicht zu finden. Als BAFF- und APRIL-Produzenten
in der Deckzellschicht kdnnen die synovialen Fibroblasten identifiziert werden. Sie ex-
primieren moglicherweise BAFF und APRIL, um B-Zellen und Plasmazellen im Blut zu
sichern. Bereits Ohata et al. (2005) sowie Nakajima et al. (2007) beschreiben eine
BAFF-Anreicherung in der Deckzellschicht und identifizierten ebenfalls die synovialen
Fibroblasten als BAFF-Produzenten. Nagatani et al. (2007) sowie Gabay et al. (2009)
beschreiben eine APRIL-Anreicherung in der Deckzellschicht. Nagatani et al. (2007)
sehen in den synovialen Fibroblasten ebenfalls Produzenten von APRIL und gehen da-
von aus, dass APRIL seine eigene Produktion stimuliert. Nagatani et al. (2007) zeigen
auch, dass die synovialen Fibroblasten den BCMA-Rezeptor exprimieren und somit
APRIL binden kénnen. Gabay et al. (2009) hingegen behaupten, dass APRIL zwar in
der Deckzellschicht nachweisbar ist, aber nicht von den dort ansassigen Zellen gebildet
wird. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eindeutig eine intrazellulare Ansammlung von
APRIL (siehe Abbildung 18), was eine Produktion durch synoviale Fibroblasten nahe-

legt.

Neben der Expression von BAFF und APRIL in der Deckzellschicht zeigt sich eine ver-

mehrte APRIL-Expression in nahezu allen CD31-positiven Gefal3strukturen. Zudem la-
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gert sich von Proteoglykanen gebundenes APRIL um synoviale Gefal3e an. BAFF l&sst
sich hingegen weder in noch um Gefal3strukturen nachweisen. Mdglicherweise spielt
APRIL eine wichtige Rolle im Prozess der synovialen Neoangiogenese, welche durch
Einsprossung von zuséatzlichen Blutgefal3en die weitere Infiltration des Synovialgewe-
bes mit Entziindungszellen férdert. Auch Gabay et al. (2009) zeigen, dass grole Men-
gen von APRIL um Blutgefél3e herum konzentriert sind. Anders als diese Arbeit identifi-
zierten Gabay et al. (2009) als APRIL-sezernierende Zellen nicht die Endothelzellen,
sondern Blut-Neutrophile. Sie vermuten, dass APRIL Uber fenestrierte Blutkapillaren ins
Synovialgewebe diffundiert. Zur Darstellung der APRIL-Expression verwendeten sie
den Stalk-1-Antikdrper, welcher zur ldentifizierung von APRIL-produzierenden Zellen
und damit intrazellularem APRIL entwickelt wurde. Fraglich ist jedoch, wie spezifisch
Stalk-1 fur APRIL wirklich ist, da durch Stalk-1 auch Elastasefasern der Neutrophilen
Zellen angefarbt werden konnen. Es ist auch ungeklart, weshalb Neutrophile Zellen
APRIL produzieren, dieses dann aber nicht sezernieren und APRIL somit ausschlieflich

intrazellular vorliegt.

Im Gewebe eines Patienten (B0032) lasst sich eine diffuse APRIL-Verteilung nachwei-
sen (siehe Abbildung 26). Bei diesen APRIL-exprimierenden Zellen kénnte es sich um
Eosinophile handeln, welche als Uberlebenszellen fur Plasmazellen im Knochenmark
von Mausen neu entdeckt wurden. Chu et al. (2011) konnten fir Mause zeigen, dass
Eosinophile im Knochenmark mindestens zwei wichtige Faktoren fir die Plasmazellen
bereitstellen, ndmlich die Zytokine APRIL und IL-6. Dadurch sichern Eosinophile das
Uberleben von Plasmazellen im Knochenmark. Zu priifen bleibt, ob dies auch fiir das
Synovialgewebe von RA-Patienten gilt. Meine Befunde sprechen dafir, dass auch im
Synovialgewebe von RA-Patienten Eosinophile Zellen APRIL exprimieren (siehe Abbil-
dung 25, Bild E).

In den untersuchten Synovialgeweben treten B-Zellen und Plasmazellen gemeinsam
auf, was durch die hohe und signifikant positive Korrelation zwischen der Anzahl von B-
und Plasmazellen (Korrelation: 0,62, p-Wert: 5,8%) verdeutlicht wird. Da die CD20-
positiven B-Zellen die Vorlaufer der autoantikrpersezernierenden Plasmazellen sind,
konnte das gemeinsame Auftreten von B- und Plasmazellen ein Hinweis daflr sein,
dass die Differenzierung der B-Zellen in Plasmazellen tatsachlich erst im entziindeten
Synovialgewebe stattfindet. Entgegen anderer Studien, die die typischen Keimzent-

rumsformationen im Synovialgewebe bei RA-Patienten beschreiben (Seyler et al., 2005;
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Kim und Berek, 2000), gelingt es in dieser Arbeit nur bei einem Patienten (B0032),
Keimzentren nachzuweisen. Bei diesem Patienten zeigt sich im Keimzentrum eine
BAFF-Expression in follikularen dendritischen Zellen, aber keine APRIL-Expression.
Dies kbnnte bedeuten, dass die Bildung von Keimzentren ohne die Anwesenheit von
APRIL erfolgen kann. He et al. (2004), Ohata et al. (2005) und Seyler et al. (2005) be-
schreiben, dass in der Regel sowohl BAFF als auch APRIL zur Bildung von Keimzen-
tren im rheumatisch veranderten Synovialgewebe beitragen. Die besondere Bedeutung
von BAFF bei der Entwicklung von Keimzenten beschreiben sowohl Ng et al. (2004),
Ramanujam und Davidson (2004) sowie Wilke (2008). So findet Wilke (2008) bei Mau-
sen, die eine Defizienz fur BAFF haben, zwar eine normale friihe Phase der Keimzent-

rumsreaktion, jedoch zerfallen die Keimzentren vorzeitig.

Eine mogliche Erklarung fir das Fehlen von ektopen Keimzentren in den anderen un-
tersuchten Synovialgeweben konnte in bereits erfolgten Therapieversuchen liegen. So
kann eine frihe Behandlung mit Entzindungshemmern wie z.B. TNF-Blockern die For-
mation von synovialen Follikeln und dadurch Keimzentren verhindern. In Landern, in
denen die Gabe von Biologika nur bedingt angewandt wird, wie beispielsweise in den
USA, sind in der Literatur ektope Keimzentren beschrieben. So zeigen u.a. Weyand und
Goronzy (2003), dass sich in 24 Prozent der Gewebe Keimzentren nachweisen lassen.
Ebenso denkbar wéare auch eine Plasmazell-Differenzierung im Synovialgewebe ohne
Keimzentrum oder die Einwanderung von bereits im Knochenmark ausdifferenzierten
Plasmazellen aus dem Blut ins rheumatisch verdnderte Synovialgewebe wie es in der
Arbeit von Scheel (2009) diskutiert wird. Eine weitere Moglichkeit ware, dass es zur
Einwanderung von B-Gedachtniszellen ins Synovialgewebe kommt, die u.a. durch IL-21
zu Plasmazellen differenzieren kénnen, wofir kein Keimzentrum notwendig ist (Ettinger
et al., 2007).'® Bei dem untersuchten Patientenkollektiv lieRen sich allerdings keine bis
lediglich vereinzelt CD27-positive B-Gedachtniszellen nachweisen. Insgesamt scheint
es somit eher wahrscheinlich, dass der Uberwiegende Anteil der B-Zellen entweder kei-
ne Keimzentrums-Reifung bendtigt oder, dass der Reifungsprozess bereits an anderer

Stelle durchlaufen wird.

10 Avery et al. (2003) finden bei SLE-Patienten ebenfalls eine Transformation von B-Gedachtniszellen zu

Plasmablasten.
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4.3 Autokrine BAFF-Expression in Plasmazellen

Wie bereits beschrieben, werden BAFF und APRIL von vielen verschiedenen Zelltypen
exprimiert werden. Im Gegensatz zur bisherigen Literatur, die B- und Plasmazellen nur
eine untergeordnete bzw. keine Bedeutung als BAFF- und APRIL-Produzenten bei RA-
Patienten zuschreibt (Moore et al.,, 1999; Mukhopadhyay et al., 1999; Nardelli et al.,
2001; Shu et al., 1999), findet diese Arbeit, dass auch Plasmazellen BAFF exprimieren.
Bei SLE-Patienten ist bereits eine autokrine BAFF- und APRIL-Expression von sowohl
B- als auch Plasmazellen beschrieben (Chu et al., 2009). Auch bei Non Hodgkin-
Lymphomen zeigen He et al. (2004), eine autokrine und parakrine BAFF- und APRIL-

Expression.

Beim SLE zeigen nur Patienten mit aktivem SLE auch eine autokrine BAFF- und AP-
RIL-Expression in B- und Plasmazellen. Die in dieser Arbeit untersuchten Patienten, die
eine autokrine BAFF-Expression in Plasmazellen zeigen, sind Patienten, deren Synovi-
algewebe reich an Plasmazellen sind. Wie bereits oben beschrieben, zeigen diese Pati-
enten jedoch keine Anzeichen einer erhéhten Krankheitsaktivitat. Die Korrelation zwi-
schen CRP-Wert und Plasmazellen ist praktisch null und statistisch insignifikant (Korre-
lation: 0,05, p-Wert: 89,4 %). Die Korrelation zwischen dem DAS-Wert und den Plas-

mazellen ist sogar negativ, jedoch insignifikant (Korrelation: -0,50, p-Wert: 20,9%).

Das Plasmazellen zur autokrinen BAFF-Expression in der Lage sind, wird auch durch
die Tatsache gestitzt, dass sich nach Rituximab-Therapie eine deutliche und signifikan-
te Erhohungen der BAFF-Serumkonzentration bei SLE- und RA-Patienten zeigt (Seror
et al., 2007; Vallerskog et al., 2006). Die erhéhte BAFF-Produktion ware eine mdgliche
Reaktion der Plasmazellen auf die Therapie, um mdglicherweise ihr eigenes Fortbeste-
hen zu sichern. Andererseits kénnte die BAFF-Konzentration auch erhoht sein, weil die
BAFF-bindenden Rezeptoren durch die B-Zelldepletion ebenfalls verloren gehen. Die
APRIL-Konzentration im Serum der Patienten bleibt von der Rituximab-Behandlung vol-

lig unbeeinflusst.

BAFF konnte von entscheidender Bedeutung fur die Erhaltung der Plasmazellen sein,
indem BAFF fir die Erhaltung des B-Zell-Repertoires sorgt. Dabei scheint in erster Linie
die Interaktion zwischen BAFF und BAFF-R von besonderer Bedeutung zu sein, denn
Untersuchungen an BAFF- oder BAFF-R-defizienten Mausen zeigen einen starken

Ruckgang von reifen B-Zellen (Mackay und Browning, 2002). Somit konnte BAFF Uber
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die Bindung an BAFF-R den B-Zell-Bestand aufrecht erhalten. Auf3erdem scheint BAFF
auch gezielt die Erzeugung von Plasmazellen aus aktivierten B-Gedachtniszellen zu
fordern. So kdnnen erhdhte BAFF-Konzentrationen einerseits durch unkontrollierte B-
Zell-Entwicklung und andererseits durch die Verbesserung des Plasmazell-Uberlebens

mit Hilfe von BCMA zur Entwicklung von RA beitragen (Avery et al., 2003).

Eine mdgliche Erklarung, warum sich bei manchen Patienten kaum BAFF nachweisen
lasst, kdnnte in den unterschiedlichen Therapien liegen. So beschreiben Stohl et al.
(2003), dass die Behandlung von Patienten mit erhéhten BAFF-Konzentrationen durch
hohe Dosen von Kortikosteroiden vortibergehend gesenkt werden konnten. Jedoch kam
es zum sofortigen Wiederanstieg, sobald die Kortison-Dosierung verringert wurde.

Bei Patienten mit aktivem SLE exprimieren Plasmazellen mehrheitlich sowohl BAFF als
auch APRIL (Chu et al., 2009). Chu et al. (2009) finden flr ihre Untersuchungsgruppe,
dass 70 Prozent der Plasmazellen BAFF-m-RNA und 80 Prozent der Plasmazellen AP-
RIL-m-RNA exprimieren. Diese starke Expression von BAFF und APRIL in Plasmazel-
len geht mit einer hohen Krankheitsaktivitat des SLE einher. Dabei tragen mdglicher-
weise die starke Aktivierung des Immunsystems bei SLE-Patienten mit aktiver Erkran-
kung und die kontinuierliche Erzeugung von Plasmazellen zur erhohten BAFF- und AP-
RIL-Expression bei. Bei RA-Patienten produziert nur ein geringer Prozentsatz der
Plasmazellen BAFF. APRIL wird bei RA-Patienten gar nicht von Plasmazellen expri-
miert. Dies spricht fUr eine unterschiedliche B-Zellaktivierung bei verschiedenen Auto-

immunerkrankungen.

Sowohl die B-Zellen, als Vorlaufer der antikdrperproduzierenden Plasmazellen, als auch
die beiden TNF-Zytokine BAFF und APRIL selbst stellen vielversprechende therapeuti-

sche Ansatzpunkte bei der Behandlung von RA dar.

So zeigt sich bei Patienten, die mit Rituximab behandelt werden, eine signifikante und
ausgepragte B-Zelldepletion bei gleichzeitiger Induktion von BAFF. Auf APRIL hat die
Rituximab-Therapie allerdings keinen Einfluss.

Ebenso verdeutlicht das Biologikum Atacicept (TACI-Ig), ein Fusionsprotein bestehend
aus einem Teil des TACI-Rezeptors und der konstanten Region des humanen IgG, wel-
chen Einfluss B- und Plasmazellen sowie ihre Zytokine BAFF und APRIL fur die Patho-
genese der RA haben. So werden durch TACI-lg BAFF und APRIL gebunden und ste-

hen dadurch den B- bzw. Plasmazellen nicht mehr zur Verfiigung, wodurch das Uberle-
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ben von B- und Plasmazellen gehemmt wird. O’Connor et al. (2004) konnten zeigen,
dass eine Blockierung von BAFF und APRIL durch TACI-Ig zu einer Verminderung von

Knochenmarks-Plasmazellen um etwa zwei Drittel fUhrt.

Da bei zahlreichen Autoimmunerkrankungen eine erhéhten BAFF- bzw. APRIL-
Serumkonzentrationen festzustellen ist, folgt die Entwicklung zahlreicher BAFF- bzw.
APRIL-Antagonisten wie beispielsweise Belimumab (Lymphostat-B). Belimumab ist seit
Juli 2011 europaweit fur die Therapie von SLE zugelassen und fihrt zu einer signifikan-
ten Abnahme von naiven und aktivierten B-Zellen sowie Plasmazellen, indem es durch

Blockierung von loslichem BAFF zur Unterbindung der B-Zell-Differenzierung kommt ().

Trotz aller Fortschritte ist die RA auch heute noch nur unzureichend zu behandeln. Je
besser die Entziindungsprozesse im Synovialgewebe von RA-Patienten verstanden

sind, desto gezielter konnen Medikamenten eingreifen.

Bei der RA wie auch bei anderen Autoimmunerkrankungen stellen Plasmazellen, die
gegen korpereigene Strukturen gerichtete Antikdrper bilden, das Problem dar. Bekannt
ist bereits, dass im Knochenmark Uberlebensnischen fiir langlebige Plasmazellen exis-
tieren, welche resistent gegen Therapien sind und somit kontinuierlich Antikérper bilden
konnen (Radbruch et al., 2006). Am Uberleben der Plasmazellen in diesen Nischen sind
zumindest bei M&usen die Eosinophilen Zellen entscheidend beteiligt, indem sie u.a.
den fur Plasmazellen Gberlebenswichtigen Faktor APRIL bereitstellen (Chu et al., 2011).
Zu klaren bleibt, in wie fern Eosinophile Zellen auch bei der RA eine entscheidende Rol-
le spielen. Wiirden Eosinophile nun das Uberleben der Plasmazellen begiinstigen, wiir-
de sich eine neue Therapiemoglichkeit durch die Bekdmpfung der Eosinophilen erge-

ben.
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5 Zusammenfassung

B-Zellen entwickeln sich tber mehrere Zwischenstadien zu reifen Plasmazellen, welche
fur die Bildung von spezifischen Antikdrpern verantwortlich sind. Bei diesem Entwick-
lungsprozess spielen vor allem zwei Zytokine aus der TNF-Familie, namlich BAFF und
APRIL, eine zentrale Rolle. BAFF und APRIL sind aber nicht nur fur das Differenzieren
der B-Zellen zu Plasmazellen, sondern auch fiir deren Aktivierung und Uberleben von

entscheidender Bedeutung.

Diese Arbeit beschéftigt sich in erster Linie mit der detaillierten Untersuchung der
BAFF- und APRIL-Produktion im entziindeten Synovialgewebe von RA-Patienten. Das
Ziel dieser Arbeit ist es, die Zellen im Synovialgewebe zu bestimmen, die zur Expressi-
on dieser beiden fir B- und Plasmazellen wichtigen Zytokine beitragen. Dazu werden
die Synovialgewebe mit Antikdrpern gegen BAFF und APRIL sowie gegen Immunzel-

len, Zellen der synovialen Gefal3e und Zellen der Deckzellschicht gefarbt.

Es werden Daten fir entziindete Synovialgewebe von insgesamt sieben Frauen und
drei Mannern, mit einem Durchschnittsalter von 63,7 Jahren (Bereich 48 bis 76 Jahre)
und einer durchschnittlichen RA-Krankheitsdauer von 12 Jahren (Bereich 4 bis 23 Jah-
re) erhoben. Alle in dieser Arbeit analysierten RA-Synovialgewebe zeigen eine fokale
oder diffuse Infiltration von Lymphozyten. Einige bilden diskrete lymphoide Aggregatio-

nen, einer von ihnen zeigt eine ektopische Keimzentrumsbildung.

Mit Hilfe der Immunhistologie konnte nachgewiesen werden, dass hauptsachlich in der
Deckzellschicht liegende Fibroblasten zur Koexpression der beiden Zytokine BAFF und
APRIL in der Lage sind. AuB3erdem zeigt sich in allen Synovialgeweben eine ausge-
pragte endotheliale APRIL-Anreicherung. Dies verdeutlicht, dass sowohl Endothelzellen
selbst als auch subendotheliale Zellen APRIL exprimieren kénnen.

In den Bereichen der B-Zellinfiltrate und den Ansammlungen von Plasmazellen zeigen
sich nur selten BAFF- und APRIL-produzierende Zellen wie zum Beispiel FDCs in den
beobachteten Keimzentrumsstrukturen. Zum ersten Mal wird gezeigt, dass Plasmazel-
len im Synovialgewebe in der Lage sind, BAFF zu bilden, auch wenn dies nur auf etwa
2 Prozent aller Plasmazellen zutrifft. Im Gegensatz zu Befunden bei aktivem SLE wird

APRIL nicht von Plasmazellen exprimiert.

Die Expression von BAFF und APRIL auf synovialen Fibroblasten kdnnte dem Schutz
der B- und Plasmazellen vor Apoptose dienen. Die Tatsache, dass Endothelzellen und
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subendotheliale Zellen in der Lage sind APRIL zu exprimieren, kénnte zu erhfhten Zy-
tokinspiegeln beitragen und damit die B-Zellentwicklung beeinflussen, was eine ver-
mehrte Bildung von autoreaktiven B Zellen zur Folge héatte. Die statistische Auswertung
zeigt jedoch, dass es keinen direkten Zusammenhang zwischen der Anzahl der B- bzw.
Plasmazellen und der Krankheitsaktivitat (gemessen durch CRP- bzw. DAS-Wert) oder
der Krankheitsdauer der Patienten gibt.
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