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Zusammenfassung

Einleitung

Die Autoimmunerkrankung systemischer Lupus erythematodes wird bisher bei schwerer
Verlaufsform mit Immunsuppression bzw. zytotoxischen Substanzen behandelt. Diese
zeigen allerdings zum Teil sehr starke Nebenwirkungen. Medikamente, die gezielter in
Immunprozesse und deren Regulation eingreifen und zugleich weniger globale
Immuneinschrankungen bedingen, befinden sich derzeit in Klinischer Entwicklung.
Hierunter befindet sich auch der humanisierte Anti-CD22-Antikérper Epratuzumab, der
in klinischen Studien bereits vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich einer
reduzierten  Krankheitsaktivitat bei  SLE-Patienten gezeigt hat. Da das
Oberflachenmolekil CD22 ein B-Zell-spezifisches Molekul ist, handelt es sich bei
Epratuzumab um einen B-Zell-gerichteten Therapie-Antikdrper. In ersten klinischen
Studien wurde einhergehend mit einer reduzierten Krankheitsaktivitat eine Reduktion
CD27-negativer, vornehmlich naiver B-Zellen im peripheren Blut von SLE-Patienten
nachgewiesen [1]. Dies fihrt zu der Frage nach dem konkreten Wirkmechanismus des
Antikdrpers, welcher bisher noch nicht aufgeklart worden ist.

Zielsetzung

Diese Dissertation untersucht erstmalig die Wirkung von Epratuzumab auf die
Expression und Funktionalitat von Rezeptoren der B-Zell-Migration in vitro.

Methoden

Es erfolgte die Analyse der Expression der Adhasionsmolekile CD62L und B+-Integrin
sowie der funktionellen Verdnderungen in der Zellmigration gegentber den
Chemokinen CXCL12, CXCL13 und den CXCRS3-Liganden CXCL9, CXCL10 und
CXCL11 bei verschiedenen B-Zell-Subpopulationen gesunder Probanden im Vergleich
zu SLE-Patienten. Die Expression des Ziel-Molekils CD22 und der Adhasionsmolekiile
CD62L und Br-Integrin wurde dabei durchflusszytometrisch analysiert. Die
Zellmigration, sowohl Chemokin-unabhéangig als auch CXCL12-, CXCL13- und CXCR3-
Liganden-spezifisch, wurde mit Hilfe von In vitro-Transmigrationversuchen und
anschlielBender FACS-Analyse untersucht.

Ergebnisse

Es konnte gezeigt werden, dass Epratuzumab das Zelladhasions- und

Migrationsverhalten von B-Zellen verdndert. Die FACS-Analyse zeigte zudem in vitro
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eine erhohte Bindung Epratuzumabs auf CD27 bzw. CD27 IgD" naiven B-Zellen im
Vergleich zu CD27" bzw. CD27" IgD" Gedachtnis-B-Zellen. Nach Inkubation des
Antikdrpers konnte eine reduzierte Expression von CD62L und B-Integrin auf CD27" B-
Zellen von gesunden Probanden und von SLE-Patienten festgestellt werden. Des
weiteren fuhrte die Inkubation mit Epratuzumab bei B-Zellen gesunder Probanden zu
einer erhdhten Migration gegenuber allen getesteten Chemokinen, wahrend bei SLE-
Patienten eine Steigerung nur gegentiber CXCL12 zu verzeichnen war. Die Fraktion der
CD27 IgD" naiven B-Zellen wies dabei jeweils die hochste Migrationszunahme auf. Als
genereller Effekt des Antikorpers konnte auf3erdem eine Steigerung der Chemokin-
unabhangigen Migration aller B-Zellen, sowohl bei gesunden Probanden als auch bei
SLE-Patienten, nachgewiesen werden.

Der Vergleich der Antikorper-Wirkung auf die B-Zellen gesunder Probanden und SLE-
Patienten zeigte deutliche Unterschiede. Die Reduktion der B;-Integrin-Expression nach
Einwirkung von Epratuzumab war auf B-Zellen von SLE-Patienten geringer als auf B-
Zellen gesunder Probanden. Des weiteren zeigte sich gegentber den Chemokinen
CXCL13 und den CXCRS3-Liganden bei Gesunden, aber nicht bei SLE-Patienten, eine
Migrationszunahme der B-Zellen nach Inkubation mit Epratuzumab.

Diskussion

Diese Ergebnisse unterstitzen die Annahme, dass Epratuzumab die gezielte
Wanderung speziell der CD27" bzw. CD27" IgD"* naiven B-Zellen des peripheren Blutes
beeinflusst. Die nach In vitro-Inkubation mit dem Antikrper beobachtete
Migrationszunahme der B-Zellen kdnnte in vivo einer erhéhten Emigration dieser Zellen
aus dem peripheren Blut entsprechen, wahrend die in vitro beobachtete verénderte
Expression der Adhasionsmolekile CD62L und B7-Integrin sich in vivo sowohl auf die
Emigration aus dem Blut als auch auf die Entlassung der Zellen aus den
Immungeweben auswirken konnte. Dies wére eine mdgliche Erklarung fur die in vivo
unter Epratuzumab-Therapie beobachtete Reduktion der CD27 naiven B-Zellen im
peripheren Blut von SLE-Patienten.

SchluR3folgerung

Das durch Einwirkung des Antikorpers veranderte Zelladhasions- und
Migrationsverhalten zeigt mogliche Wirkmechanismen von Epratuzumab auf, die

klinisch in der Behandlung von SLE-Patienten von Bedeutung sein kénnen.
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1. Einleitung

Die  Erkrankung  systemischer Lupus erythematodes (SLE) st eine
Autoimmunerkrankung, bei welcher die Abwehrzellen des Korpers koérpereigene
Strukturen als ,fremd* erkennen und eine Entziindungsreaktion auslésen. Diese
Erkrankung tritt meist bereits im friihen bis mittleren Lebensalter auf [2] und zeigt einen
chronischen Verlauf mit haufig auftretenden Krankheitsschiben, die viele innere
Organe einschlie3lich der Niere und des zentralen Nervensystems (ZNS) schadigen
konnen [3]. Die Krankheit fiohrt somit zu starkem Leidensdruck und
Lebenseinschrankungen vieler Patienten, trotz optimierter Therapiemalinahmen treten
selbst lebensbedrohliche Verlaufe auf [4]. Der genaue Pathomechanismus der zur
Entstehung und zum Erhalt der Erkrankung betréagt ist noch nicht geklart. Da jedoch
sowohl eine Korrelation des Autoantikorper-Titers mit der Krankheitsaktivitat [4;5] als
auch eine erhohte Poly- und Selbstreaktivitat von naiven B-Zellen bei SLE-Patienten
nachgewiesen wurde [6], wird den B-Lymphozyten eine Schlisselrolle in dieser
Erkrankung zugeschrieben.

Die bisherige Therapie der Erkrankung beruhte auf entziindungshemmenden, allgemein
immunsuppressiven bzw. zytotoxischen Medikamenten wie nicht steroidalen Anti-
Rheumatika (NSAR), Glukokortikoide, Azathioprin und Cyclophosphamid [7]. Ein
Therapieproblem stellen jedoch die eingeschrankten Anwendungsmadglichkeiten in
Abhangigkeit von der Krankheitsauspragung, die auftretenden Nebenwirkungen wie
eine erhohte Infektanfalligkeit und die sich entwickelnden Toleranzen gegenuber diesen
bisherigen Medikamente dar. Aus diesem Grund ist es wichtig neue spezifisch-
immunmodulierende Therapieanséatze zu finden, die ein gezielteres Eingreifen in die
Pathogenese der Erkrankung und somit eine bessere Vertraglichkeit und Wirkung
erzielen und eine langfristige Medikation erméglichen. Besonders vielversprechend sind
hier Biopharmazeutika, welche gezielt in die B-Zell-Homb6ostase eingreifen, wie das
bereits vor kurzem zugelassene Belimumab.

Epratuzumab ein weiterer Vertreter dieser Medikamentengruppe ist ein gegen das B-
zellspezifische Oberflachenmolekul CD22-gerichteter Therapie-Antikdrper. In einer
offenen klinischen Studie wurde bereits gezeigt, dass es bei Patienten mit
systemischem Lupus erythematodes unter Epratuzumab-Therapie zu einer deutlichen
klinischen Besserung kommt, welche mit einer verminderten Konzentration von

vornehmlich naiven CD27 B-Zellen im peripheren Blut einhergeht [1]. Der genaue
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Wirkmechanismus von Epratuzumab ist noch nicht geklart. Eine moégliche Ursache fir
die beobachtete Reduktion der naiven B-Zellen stellt eine veranderte Adhé&sion und

Migration dieser Zellen unter dem Einfluss von Epratuzumab dar.

1.1. Systemischer Lupus erythematodes (SLE)

Die Autoimmunerkrankung systemischer Lupus erythematodes wird den Kollagenosen
(Bindegewebserkrankungen) zugeordnet. Sie tritt mit einer Pravalenz von ungeféhr 20-
120 pro 100 000 Einwohner auf und betrifft meist Frauen im mittleren Lebensalter (2:3
10:1) [2]. Die Patienten fallen haufig mit intermittierend auftretenden, unspezifischen
Symptomen wie Fieber, Abgeschlagenheit sowie Muskel- und Gelenkschmerzen
(Myalgie, Polyarthritis) auf. Es handelt sich um eine sehr heterogene Erkrankung,
welche verschiedene Organsysteme involvieren kann [8].

Abbildung 1-1 gibt einen Uberblick tber die betroffene Organsysteme und ihre
jeweiligen Symptome. Typische Krankheitszeichen sind Hautveranderungen (erhéhte
Photosensibilitat, Schmetterlingserythem), Gefal3erkrankungen (Vaskulitis, Raynaud-
Syndrom), hamatologische Veranderungen (Leuko- bzw. Lymphopenie, Thrombopenie),
Nierenbeteiligung (Glomerulonephritis), kardiale Beteiligung (abakterielle Endokarditis,
Perikarditis), Lungenbeteiligung (Pleuritis) und neurologische Veranderungen (,Buntes
Bild“: kognitive Stérungen, Psycho-Syndrome, Depressionen, Neuropathien) [3].

Allgemeinsymptome (95%)

e Fieber
 Abgeschlagenheit
¢ Appetitlosigkeit

Haut (70%)

* Schmetterlingserythem

* Photosensibilitat

* Alopezie

* Mundschleimhautgeschwiire
* Hyperkeratosen

* Raynaud-Syndrom
* Thrombosen

e Arterielle Verschliisse
* Vaskulitis

Bewegungsapparat (95%)

e Nicht-destruierende Polyarthritis
* Myalgien

Abbildung 1-1 Organmanifestationen und mdgliche Sym

Neuropsychiatrisch (30%)
* Migrane

e Sehstorungen

e Periphere Neuropathie

* Psychosen

* Apoplexie

* Perkarditis
* Endokarditis (Libman-Sacks)
* Aortenklappendefekte

Lunge (50%)

e Pleuritis
* Pneumonitis
* Lungenfibrose

e ﬁﬁ;— ?
"
&= e PIROE X

. Cloﬁ'leruios-'lephritis (alle Typen) i

= Thrombozytopenie

ptome bei SLE [3]
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Die schubweise verlaufende Erkrankung mit stark variierender Auspragung fuhrt haufig
zu chronischen Veranderungen verschiedener Organe. Sie weist ein signifikant
erhohtes Risiko der Mortalitdt und Langzeit-Morbiditat auf und kann trotz optimierter
Therapie lebensbedrohlich verlaufen. Die 10-Jahres-Uberlebensrate betragt ca. 92%,
wobei die Lupusnephritis als schwerwiegendste Komplikation gilt [4]. Die Einschatzung
der Krankheitsaktivitdt kann zum Beispiel mit Hilfe von BILAG-Scores (British Isles
Lupus Assessment Group) erfolgen. Die klinische Heterogenitat der Erkrankung weist
auf eine hohe Komplexitat der Atiologie und Pathogenese hin, welche bis heute noch
nicht genau geklart sind. Es wird vermutet, dass komplexe Interaktionen zwischen
genetischen, hormonellen und immunologischen Eigenschaften sowie Umweltfaktoren
die Erkrankung auslésen kdnnen [9].

Die Diagnose des SLE beruht auf der Erfallung von mindestens 4 der 11 Diagnose-
Kriterien des American College of Rheumatology (ACR) (Tabelle 1-1). Neben den
klinischen Manifestationen dienen insbesondere Laborparameter der Diagnose der
Erkrankung. Mehr als 90% der SLE-Patienten weisen Ak gegen Zellkernbestandteile,
welche als anti-nukleare Ak (ANA) bezeichnet werden, auf. Dieser Nachweis ist zwar
sensitiv, aber wenig spezifisch fur SLE, d.h. ANAs treten ebenfalls bei anderen
chronisch entztindlichen Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis (RA) auf. Gegen
doppelstrangige DNA (dsDNA) und Nukleosomenbestandteile gerichtete AK zeigen
hingegen eine gute Spezifitdt fur SLE und sind bei ca. 65% der SLE-Patienten positiv.
Diese Auto-Ak sind meist schon 2-9 Jahre vor dem eigentlichen Krankheitsausbruch
detektierbar und ihr Titer korreliert haufig mit der Krankheitsaktivitat [4;5]. Thnen wird
eine Schlisselrolle in dieser Erkrankung zugeschrieben. In Form von Ag-Ak-Komplexe
l6sen sie entzindliche Immunreaktionen unter Beteiligung von angeborenen
Immunzellen aus, welche haufig Organschaden bedingen kdnnen. Eine signifikant
erhohte Polyreaktivitat und Selbstreaktivitédt der reifen, naiven B-Zellen von SLE-
Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden spricht dabei fur eine Dysfunktion der
zentralen Toleranz in der B-Zell-Entwicklung [6]. Neben der Auto-Ak-Produktion kdnnen
autoreaktive B-Zellen aul3erdem durch Auto-Ag-Prasentation, Kostimulation von T-
Zellen und Produktion verschiedener Zytokine die Pathogenese des SLE beeinflussen.
In  Lupus-Mausmodellen wurde bereits gezeigt, dass die reine Prasenz von
autoreaktiven B-Zellen, ohne Ak-Produktion, zur Krankheitsentwicklung beitragt [10].

Des weiteren konnte eine Erh6hung von B-Zell-Aktivatoren wie BAFF bei SLE-Patienten
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nachgewiesen werden [11]. Dies und die gehauft auftretenden Auto-Ak untermauern
eine Schlisselrolle von B-Zellen in der Pathogenese der Erkrankung.

Tabelle 1-1 ACR-Kriterien des SLE in der revidiert en Fassung von 1997 [12]

« Schmetterlingserythem

« Diskoider Lupus

* Photosensitivitat

« Schleimhautulzerationen

« Arthritis (nicht erosiv)

« Serositis (z. B. Pleuritis, Perikarditis)

 Glomerulonephritis (anhaltende Proteinurie 0,5¢g taglich oder Zylindrurie)

 Neurologische Symptome: Krampfanfalle, Psychose

» Hamatologische Befunde: immunhamolytische Anamie (Retikulozytose), Thrombopenie (< 100 000/pul),

Leukopenie (< 4 000/ul), Lymphopenie (< 1 500/ul)

« Immunologische Befunde: ds-DNA-AK-Nachweis, Sm-Ak-Nachweis, Antiphospholipid-Ak-Nachweis

» Erhohter ANA-Titer bei fehlender Medikamenteneinnahme, kann zu ,drug-induced SLE" fihren

Neben der bereits beschriebenen Lymphopenie zeigten Untersuchungen auffallige
Unterschiede in den B-Zell-Kompartimenten des peripheren Blutes von Gesunden
gegenuber SLE-Patienten. Dabei wurde eine Reduktion der absoluten Anzahl der
naiven B-Zellen (CD19", CD27") im peripheren Blut festgestellt, wobei die absolute
Anzahl der Gedachtnis-B-Zellen (CD19%, CD27") mit gesunden Probanden vergleichbar
war [12]. Besonders interessant ist hierbei der Nachweis eines gesteigerten
Vorkommens von CD27" IgD” Gedachtnis-Zellen bei Lupus-Patienten [13]. Auch wenn
noch nicht sicher gesagt werden kann, welche immunologischen Befunde primér und
somit an der Krankheitsentstehung beteiligt sind und welche zu den sekundaren Folgen
der Erkrankung gehoren [14], stitzen sie die These einer zentralen pathologischen
Rolle der B-Zellen und ihrer verschiedenen Reifungsstadien bei dieser Erkrankung. Aus
diesem Grund wird die Entwicklung und Reifung von B-Lymphozyten im Folgenden

naher erlautert.




1. Einleitung 5

1.2. Die Lymphozytopoese

Die Lymphozytopoese beschreibt die Entwicklung und Reifung der Lymphozyten aus
pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen. Die verschiedenen Lymphozyten sind
morphologisch kaum voneinander zu unterscheiden. Sie exprimieren jedoch, abhangig
von ihrem Entwicklungs- und Aktivierungsstadium, verschiedene Rezeptoren und
andere Molekule auf inrer Zelloberflache [15]. Die Klassifizierung dieser Molekule erfolgt
zum grofl3ten Teil unter Verwendung der CD (Cluster of Differentiation)-Nomenklatur
und wird in regelmaligen Abstdnden auf der internationalen Konferenz der HLDA
(Human Leukocyte Differentiation Antigens) erganzt. Anhand des CD-Profils ist eine
Identifizierung bestimmter Zelltypen, ihres aktuellen Reifestadiums und ihrer Funktion
maoglich [16].

1.2.1. Entwicklungsstufen der B-Lymphozyten und der en

charakteristisches Oberflachenmolekil-Profil

Spezifische Rezeptor-Liganden-Interaktionen mit den Stromazellen des Knochenmarks
und ein spezifisches Milieu regulatorischer Zytokine und Chemokine steuern die
Differenzierung der B-Lymphozyten [17]. Die erste Entwicklungsstufe der B-Zelle wird
als Progenitor-B-Zelle (Pro-B) bezeichnet. Hier exprimiert die Zelle das B-Zell-
spezifische Antigen CD19 auf ihrer Oberflache, was sich wahrend der gesamten B-Zell-
Entwicklung auf der Zelloberflaiche befindet und erst wahrend der
Plasmazelldifferenzierung verloren geht. Des weiteren ist die Pro-B-Zelle durch die
intrazytoplasmatische Expression des CD22-Moleklls gekennzeichnet [18] (Abbildung
1-2). Wahrend der Herstellung des ersten Ag-spezifischen Bereichs der schweren Kette
des Immunglobulins (VDJ-Rearrangement), exprimiert die Pra-B-Zelle neben dem
CD19-Molekul auch CD20- und CD22-Molekile auf inrer Oberflache, sowie die schwere
Kette des IgM-Molekils im Zytoplasma [19]. Nach erfolgreicher Umlagerung der Gene
des zweiten Teils der Ag-Bindungsdomane, der leichten Kette (VJ-Rearrangement),
produziert der nun unreife, naive B-Lymphozyt erstmalig IgM-Molekule und prasentiert
diese membrangebunden auf seiner Zelloberflache [17-19]. Nach Durchlaufen eines
zentralen Selektionsprozess zur Eliminierung autoreaktiver Zellen gelangt der unreife,
naive B-Lymphozyt, welcher auch als transitionale B-Zelle bezeichnet wird, Gber das
Blut in die sekundaren lymphatischen Organe [16;17]. Hier erhalt er Uberlebenssignale
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von anderen Immunzellen und durchlauft einen weiteren Selektionsprozess. Der reife,
naive B-Lymphozyt exprimiert neben IgM nun auch membrangebundene IgD-Molekile
und zirkuliert so lange zwischen den peripheren lymphatischen Organen und dem Blut
bis er auf ein passendes Antigen sto6f3t oder stirbt. Der Reifungsprozess wird dabei
durch verschiedene Molekille wie den B cell activating factor (BAFF) [20] (Synonym:

Blys — B-lymphocyte stimulator) beeinflusst [19].

Knochenmark I Peripherie
|
Stammzelle Pro-B Pra-B unreife B | reifeB ..
| CD20*
F= "m_\. e N IgM I igM CD22*
| i - -
Wt RS i Aktivierung
CD34* CD19* CD19* CD19* Z\'9 Antigenkontakt
CD20* CD20*
CcD22* CcD22*
Plasmazelle

Plasmablast /

= N 2SS cpigr
“&. \CD20*

CD19™"

P . S
cD20- | ='& V. 5
cD27+ ~.\é§ ./

(
/ CD138*
g ot

J A
i J(, IgM/G/AJE J‘x« -\ IgM/GIAJE
= @ CD19* -;zﬁ .
CD20* ) gg;g
cb2z ) cD22*
cD27* cD27*

-

Gedachtnis-B Gedachtnis-B

Abbildung 1-2 Schematische Darstellung der B-Zell-Entwicklungsstufen und der Expression
phasenspezifischer Oberflachenmolekile [21]

Nach Aktivierung der ruhenden naiven B-Zelle durch ersten Ag-Kontakt differenzieren
einige naive B-Lymphozyten zu IgM-produzierenden Plasmazellen als erste Phase der
primaren B-Zell-Antwort, die meisten jedoch wandern in die Lymphknoten. Hier erfolgt
in den Lymphfollikeln die spezielle Reifung aktivierter B-Zellen (Keimzentrumsreaktion)
[22]. Neben der starken Proliferation der B-Lymphozyten kommt es durch somatische
Hypermutation (SHM), den Austausch einzelner Nukleotide im variablen Teil der Ig-
Gene zur Erhoéhung der Ak-Affinitat. Des weiteren wird im Rahmen der
Keimzentrumsreaktion die Effektorfunktion des Antikdrpers durch einen spezifischen

Rekombinationsprozess, den sogenannten Klassenwechsel von IgM/ IgD zu IgG/ IgA/
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IgE angepasst. Im Rahmen der Keimzentrumsreaktion entstehen Gedachtnis-B-Zellen
und Plasmablasten als Vorlauferzellen hochaffiner Ak-produzierender Plasmazellen
[23].

Die Oberflachenmolekilexpression wird haufig zur Differenzierung der verschiedenen
Entwicklungs- und Reifungsstadien der Lymphozyten herangezogen. B-Zellen
exprimieren neben den bereits erwahnten B-Zell-spezifischen Oberflachenmolekilen
(CD19, CD20, CD22) auch CD27, welches haufig als Gedachtnis-B-Zell-Marker zur
Abgrenzung von naiven CD27 B-Zellen genutzt wird [24;25]. Eine weitere mdgliche,
phanotypische Klassifikation der B-Zell-Subpopulationen erfolgt durch die Kombination
der Marker CD27 und IgD [26]. Hiernach exprimieren Gedachtnis-B-Zellen nach
durchlaufener Keimzentrumsreaktion und Ig-Klassenwechsel kein IgD auf ihrer
Oberflache. Jedoch konnte nachgewiesen werden, dass B-Zellen, welche sowohl CD27
als auch IgD exprimieren, mutierte Gene in der variablen Ig-Region (am ehesten nach
SHM) aufweisen. Fur das Entstehen solcher Mutationen ist ein vorheriger Ag-Kontakt
obligat, womit diese Zellen héchstwahrscheinlich ebenfalls einen Teil des Gedachtnis-
B-Zell-Kompartiments darstellen [25]. Beruhend auf dieser Annahme kann die CD27"
Zellpopulation somit in eine CD27" IgD" nicht klassengewechselte und eine CD27" IgD
klassengewechselte Gedéachtnis-B-Zell-Population unterteilt ~ werden. Dem
Kompartiment der CD27" B-Zellen, welches bis vor kurzem als ausschlief3lich naiv, das
heit Ag-unerfahren, galt, konnte eine heterogene Zusammensetzung nachgewiesen
werden. Die reifen, naiven CD27" B-Zellen exprimieren IgD auf ihrer Oberflache, da sie
noch keinen Ag-Kontakt hatten und damit noch kein Ig-Klassenwechsel erfolgt ist
[25;27]. Unter den CD27" B-Lymphozyten finden sich jedoch auch Zellen, welche kein
IgD exprimieren. Diese wurden bis vor kurzem als eine Population transitionaler B-
Lymphozyten betrachtet. Bei gesunden Personen stellen sie mit durchschnittlich 4-5%
nur einen sehr geringen Anteil der B-Lymphozyten dar, wéhrend bei immunologischen
Erkrankungen wie dem systemischen Lupus erythematodes bereits eine Expansion
dieser Population im Blut auf bis zu 20% beschrieben wurde [13;28]. Kirzlich konnte
dieser Zellpopulation bei SLE-Patienten in genetischen Untersuchungen somatische
Hypermutationen und die Expression von IgG und IgA nachgewiesen werden. Da dies
typische Merkmale von Ag-erfahrenen B-Zellen sind, wird eine Zugehdorigkeit dieser

Zellen zum Kompartiment der Gedachtnis-B-Zellen diskutiert [13].
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1.3. Grundprinzipien der Leukozytenmigration

Die Leukozytenmigration spielt in der Erkrankung des SLE und moéglicherweise im
Rahmen des Wirkmechanismus neuer Therapie-Antikérper wie Epratuzumab eine
wichtige Rolle. Sowohl wahrend lhrer Reifung als auch spater bei dem Aufsuchen ihres
Wirkungsortes missen die Lymphozyten verschiedene Gewebe des Korpers
durchwandern. Diese erreichen sie zumeist passiv Uber die Blutbahn um diese dann,
haufig gesteuert durch spezifische Lockstoffe und mit Hilfe von bestimmten
Adhasionsmolekiilen, gezielt zu verlassen (Abbildung 1-3). Die chemischen Lockstoffe
werden als Chemokine bezeichnet, binden an spezifische Rezeptoren auf der
Zelloberflache und losen Chemotaxis, die gezielte Wanderung von Lymphozyten
entlang eines Chemokin-Gradienten, aus [17]. Uber 50 Chemokine wurden bereits im
menschlichen Organismus identifiziert [29;30]. Abhangig von der Differenzierung und
dem Aktivierungszustand der Lymphozyten andert sich das Expressionsmuster der
unterschiedlichen Chemokin-Rezeptoren (C-X-C motif receptor, CXCR) auf der
Zelloberflache, so dass mit Hilfe von Chemokinen (C-X-C motif ligand, CXCL) die
Lymphozyten-Rekrutierung gezielt gesteuert werden kann [31].

Ein wichtiger Chemokin-Rezeptor auf der B-Zell-Oberflache ist CXCR5. Sein Ligand
CXCL13, auch als BCA-1 (B cell-attracting chemokine 1) bezeichnet, dirigiert die Zellen
in die Follikel sekundarer lymphatischer Organe wie der Milz [32]. Verschiedene
Untersuchungen weisen aufRerdem auf eine Rolle in der Formation ektoper
lymphatischer Gewebe und der Attraktion von B-Zellen durch entziindetes Gewebe, wie
die Gelenke von RA-Patienten, hin [33;34]. Der Chemokin-Rezeptor CXCR4 und sein
Ligand CXCL12, auch als SDF-1 (stromal cell-derived factor 1) bezeichnet, sind
ebenfalls in die B-Zell-Migration in follikulare Strukturen involviert [35]. Aul3erdem
konnte die Expression von CXCL12 durch Zellen in sehr verschiedenen Geweben wie
dem Knochenmark, der Haut und der Niere festgestellt werden [36-38]. Ein weiterer
Chemokin-Rezeptor CXCR3 bindet entziindungsassoziierte Chemokine wie CXCL9
(MIG — monokine induced by gamma-Interferon), CXCL10 (IP-10 — Interferon gamma-
induced protein 10) und CXCL11 (ITAC - Interferon-inducible T-cell alpha
chemottractant) [39].

Bei dem Prozess der Migration von der Blutbahn in das Gewebe (Abbildung 1-3)
missen die Lymphozyten das Endothel der Blutgefal3e als physiologische Barriere

Uberwinden. Hierfur benétigen sie verschiedene Adhasionsmolekiile.
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Endothel |

Basalmembran —

Gewebe

Abbildung 1-3 Prozess der transendothelialen Migrat  ion eines Leukozyten aus dem Blutstrom ins
Gewebe [89]

Die Gruppe der Selektine als vaskulare Adhasionsmolekile vermitteln dabei eine erste
lockere Adhésion der Lymphozyten an das Endothel und férdern das Rolling der Zelle
entlang des Endothels vor fester Bindung der Lymphozyten und folgender
Transmigration [40]. L-Selektin, auch als CD62L bezeichnet, ist auf der Mehrheit aller B-
Lymphozyten wahrend ihrer Reifung zu finden und ist in eine systemische B-Zell-
aktivierung involviert [41]. CD62L vermittelt die Bindung von Lymphozyten an
hochendotheliale Venolen (HEV) in peripherem lymphatischen Gewebe, lenkt aber auch
Leukozyten in entziindliche Gewebe des Korpers [42;43].

Integrine induzieren eine starkere Bindung der ,rollenden” Zellen an das Endothel und
sind damit fir die Diapedese und so auch fur die Rezirkulation und Migration in
Entzindungsherde essentiell [17;44]. Sie bestehen aus Kombinationen verschiedener
a- und B-Untereinheiten, wobei die Einteilung in Subfamilien nach der B-Untereinheit
erfolgt. Das B7-Integrin ist dabei eins der beiden Leukozyten-spezifischen Integrine und
bildet mit seinem as-Integrinpartner das asf7-Integrin. Dieses wird von B-Zellen
exprimiert und spielt eine Rolle in der Bildung sekundarer lymphatischer Strukturen bei
der gezielten Migration der B-Lymphozyten in intestinale, lymphoide Gewebe und in
entztindlichen Reaktionen [44-46].
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1.4. Therapie des systemischen Lupus erythematodes (SLE)

Die Progredienz dieser Erkrankung, gemeinsam mit der Gefahr des Auftretens
lebensbedrohlicher Komplikationen und Krankheitsfolgen, macht eine erfolgreiche
Therapie besonders wichtig. Dabei konzentriert sich die Behandlung des SLE auf 3
Zielbereiche: das Management akuter Perioden mit lebensbedrohlichen
Komplikationen, die Minimierung des Risikos fur das Auftreten neuer Schiibe und die
Optimierung der Kontrolle von Begleiterkrankungen (Hypertonie, Osteoporose etc.) [47].
Hierfir ~ wird eine  Therapie basierend auf einer Kombination von

entztindungshemmenden und immunsuppressiven Medikamenten eingesetzt.

1.4.1. Konventionelle Therapeutika

In  Deutschland sind neben nicht-steroidalen Anti-Rheumatika (NSAR) auch
Glukokortikoide, Chloroquine und Hydroxychloroquine, Cyclophosphamid, Azathioprin
und seit kurzer Zeit auch Belimumab als Anti-BAFF-Antikorper offiziell fir die Therapie
des SLE zugelassen [7]. Es gibt jedoch neben sich entwickelnden Toleranzen und
Nebenwirkungen auch eingeschréankte Anwendungsmaglichkeiten in Abhangigkeit von
der Krankheitsauspragung.

Glukokortikoide gehoren als potenteste entzindungshemmende und immunsuppressive
Medikamente zumeist zur Basistherapie des SLE. Sie begtinstigen jedoch das Auftreten
schwerer Infektionen und koénnen langfristig zur Entwicklung von Ostepoprose und
eines Cushing-Syndrom beitragen. Deshalb sollte die benétigte Steroiddosis durch
erganzende Therapeutika so gering wie mdglich gehalten werden [48].

Die immunmodulatorisch wirkenden Anti-Malariamittel Chloroquine und
Hydroxychloroquine sind gut vertraglich und konnen in der Schwangerschaft
angewendet werden [49-51]. Sie werden jedoch nur bei moderaten Krankheitsverlaufen
eingesetzt und gehen mit einem erhohten Risiko fur retinale Toxizitat einher [52].
Zytotoxische Substanzen wie Azathioprin und Cyclophosphamid steigern besonders in
Kombination mit Glukokortikoiden die Anfalligkeit fir schwere Infektionen, wobei eine
Cyclophosphamid-Therapie auf3erdem mit Unfruchtbarkeit, hamorrhagischer Zystitis
und einer erhéhten gynakologischen Malignitéatsrate einhergehen kann [53;54].
Schwere unkontrollierbare Verlaufe, ernste Nebenwirkungen und Therapietoleranzen
fuhren zum Einsatz von Off-Label-Therapeutika. Dies sind immunmodulatorische

Medikamente, welche bereits erfolgreich in anderen Erkrankungen des Immunsystems
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eingesetzt werden, fur die Therapie des SLE jedoch nicht zugelassen sind. Hierzu
gehoren die Immunsuppressiva Mycophenolat Mofetil und Ciclosporin A sowie das
Zytostatikum Methotrexat. Die Anwendung dieser Medikamente im Rahmen bestimmter
SLE-Manifestationen wird Uberdies von Rheumatologie-Experten unter Vorbehalt
empfohlen [7]. Neben auftretenden Nebenwirkungen konnte jedoch nur fir einen Tell
des Patientenkollektivs das klinische Ansprechen auf diese Therapien nachgewiesen
werden [55;56], so dass auch unter Einschluss der Off-Label-Therapeutika oft noch
keine optimale Behandlung méglich ist.

Die heterogene Auspragung der Erkrankung, die Glukokortikoid-Abhangigkeit, die
Toxizitaten einiger therapeutischer Agenzien und die auftretenden Therapie-
Resistenzen trotz des erweiterten Therapie-Regimes stellen die Patienten und ihre
behandelnden Arzte immer wieder vor neue Herausforderungen. Das gréRte Problem
dieser Therapeutika stellt die breite immunsuppressive Wirkung dar, die nicht nur die
pathogenen Entziindungsreaktionen der Erkrankung hemmt, sondern ebenfalls
protektive Immunreaktionen erfasst. Damit werden neben den spezifischen
Nebenwirkungen vor allem schwere, opportunistische Infektionen und die Entwicklung
von Malignomen beginstigt [17]. Trotz intensiver Behandlung kommt es haufig zu
einem progredienten Krankheitsverlauf. Aus diesen Griinden besteht die Notwendigkeit
der Erforschung neuer zielgerichteter Behandlungsoptionen, welche neben einer
effektiven, nicht toxischen, nebenwirkungsarmen Behandlung, eine Erweiterung des

Therapie-Repertoires bei refraktaren Krankheitsverlaufen ermdglichen [57].

1.4.2. Biopharmazeutika

Biopharmazeutika (auch als Biologika bezeichnet) als neue Medikamentengruppe
beruhen auf gezielter Modulation bzw. Depletion involvierter Immunzellen,
insbesondere der B-Zellen in ihrer Schlisselrolle im SLE. Auf die B-Zellen kann, direkt
durch gegen Oberflachenmoleklle gerichtete, monoklonale Antikorper oder indirekt
durch Veranderungen B-Zell-beeinflussender Faktoren wie den Zytokinen, Einfluss
genommen werden [58].

Rituximab, ein gegen das CD20-Oberflachenmolekil auf B-Zellen gerichteter
monoklonaler  Antikdrper  (Abbildung 1-4), war das erste zugelassene
Biopharmazeutikum. Nachdem es 2006 fiur die Therapie der rheumatoiden Arthritis (RA)

zugelassen wurde, konnte fur SLE-Patienten in kontrollierten Studien (EXPLORER-



1. Einleitung 12

Studie, LUNAR Studie) keine Uberlegenheit gegeniber Standardtherapien
nachgewiesen werden. Dennoch wird Rituximab off-label bei schweren, refraktaren
SLE-Verlaufen angewendet, wo es in retrospektiven Studien gute klinische Ergebnisse
zeigte [59;60].

Anti-dsDNA

B/T cell ) CD22L>) >CD22( B cell

)=

Epratuzumab

N
A Belimumab

Abbildung 1-4 B-Zell-gerichtete Biopharmazeutika Ri  tuximab, Epratuzumab und
Belimumab und ihre Zielstrukturen [61].
Epratuzmab bindet an das CD22-Molekul und fuhrt dariiber unter anderem zur
Inhibition der BCR-abhangigen B-Zell-Aktivierung [62].

Im Juli 2011 wurde mit Belimumab das erste Biopharmazeutikum fir die Behandlung
von Auto-Ak-positiven, aktiven SLE-Patienten unter Standardtherapie in Deutschland
zugelassen [61]. Belimumab ist ein monoklonaler Antikorper der spezifisch I6sliche
BAFF-Molekule bindet und damit deren Bindung an Rezeptoren auf der Oberflache von
B-Zellen verhindert (Abbildung 1-4). BAFF st ein Uberlebens- und
Differenzierungsfaktor reifer B-Lymphozyten, dessen Rezeptorbindung zur Aktivierung
und Differenzierung dieser Zellen fiihrt [63;64]. Belimumab bewirkt somit eine reduzierte
B-Zell-Uberlebensrate und eine geringere Auto-Ak-Produktion und greift so gezielt in
das Immunsystem ein [65]. Zwei erfolgreiche Phase Ill Studien (BLISS52 and BLISS76)
erreichten ihre primaren Endpunkte und wiesen ein gutes Nebenwirkungsprofil auf. Es
wurden jeweils moderat erkrankte SLE-Patienten eingeschlossen, wéahrend Patienten
mit sehr aktiver Lupus-Nephritis oder ZNS-Beteiligung ausgeschlossen waren [66].
Damit ist eine Wirksamkeit nur in einem Teil des SLE-Patienten-Kollektivs
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nachgewiesen. Da nicht alle Patienten auf Belimumab ansprechen und auch unter
Therapie mit anderen zugelassenen Medikamenten refraktare Krankheitsverlaufe
auftreten, sind weiterhin Experimente zur Charakterisierung der Pathogenese dieser
Erkrankung und zur Erforschung neuer therapeutischer Angriffspunkte noétig [67].
Andere Biopharmazeutika werden derzeit hinsichtlich ihrer gezielten Immunmodulation
untersucht. Ansatzpunkte dabei sind die Modulation der B-Zellen selbst, die Inhibierung
kostimulatorischer Signale zwischen B- und T-Zellen, Komplement-Inhibition und Anti-
Zytokin-Therapien [68]. Auf B-Zellen abzielende Agenzien, zu denen neben Belimumab
auch der Anti-CD22-Antikorper Epratuzumab (Abbildung 1-4) gehort, gelten als
besonders vielversprechend [57].

1.5. Epratuzumab und sein Ziel-Antigen CD22

Epratuzumab ist ein humanisierter, monoklonaler IgG; Antikorper, welcher gegen das
CD22-Oberflachenmolekul gerichtet ist, welches nach bisheriger Kenntnis nur auf B-
Zellen exprimiert wird (Abbildung 1-2). Er wurde durch Rekombination aus einem CD22-
Maus-Antikorper (mLL2) hergestellt, wodurch 90-95% des Epratuzumab-Molekiils
humaner Herkunft sind, was die potentielle Immunogenitat des Antikdrpers minimiert
[69;70]. Im Gegensatz zu dem chimaren CD20-Antikérper Rituximab, welcher die
zirkulierenden B-Zellen depletiert, fihrt Epratuzumab zur einer Reduktion der B-Zell-
Zahlen im Blut um 30-45% [69;71;72]. Seine Effektivitat in der SLE-Therapie wurde
bereits in ersten klinischen Studien untersucht, wobei in einer randomisierten, klinischen
Phase IIb Studie bereits ein deutlicher Therapievorteil unter Epratuzumab-Behandlung
im Vergleich zur Plazebo-Kontrollgruppe gezeigt werden konnte [73].

Vermittelt wird die Wirkung dieses Antikdrpers tUber das CD22-Oberflachenmolekiil, ein
140-kD groRRes, transmembranes Typ 1 Protein der Immunglobulin-Superfamilie. Es
besteht aus 7 extrazellularen Ig-Domanen, einem transmembranen Teil und einem 141
Aminosauren langen zytoplasmatischen Anteil [74]. Es ist Mitglied der Siglec-Familie
(sialic acid binding Ig-like lectins) und bindet N-Acetylneuraminsaure-Reste von
Glykoproteinen. Diese Liganden werden auf der Oberflache verschiedener Zelltypen
wie T-Zellen, B-Zellen, Monozyten und Erythrozyten exprimiert [75;76] und koénnen
CD22 in cis auf der identischen Zelle oder in trans von einer benachbarten Zelle aus
binden [77]. CD22 wird von B-Zellen verschiedener Reifestadien exprimiert. Die

Oberflachenexpression steigt ab dem Stadium der unreifen B-Zelle mit zunehmender
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Reifung an, hat ihr Maximum auf reifen, naiven B-Zellen und nimmt mit weiterer
Differenzierung zur Gedachtnis-B-Zelle und Reifung zur Plasmazelle graduell ab [78;79]
(Abbildung 1-2). T-Zellen und Monozyten exprimieren hingegen kein CD22 [75]. Das
CD22-Molekl ist bisher zum Einen als negativ-regulatorischer Ko-Rezeptor des BCRs
und zum Anderen als Adh&asionsmolekil bekannt. Als Ko-Rezeptor inhibiert es die B-
Zell-Aktivierung durch den BCR uUber Eingriffe in intrazellulare Signalkaskaden. Dies
wird durch die Phosphorylierung von Proteinen, wie der Protein Tyrosin Phosphatase
SHP-1 mittels Immunrezeptor Tyrosin-basierten inhibitorischen Motiven (ITIMs) des

zytoplasmatischen CD22-Anteils umgesetzt [62] (Abbildung 1-5).

Antigen

CD22 &

BCR

Phosphorylierung

Inhibierung\‘

+ schwaches Signal

Abbildung 1-5 Darstellung des Ko-Rezeptors CD22 un  d seiner intrazellular vermittelten
inhibierenden Wirkung auf die Signaltransduktion de s BCRs [68]

In diesem Zusammenhang vermutet man eine Rolle von CD22 in der Unterscheidung
von Selbst und Fremd, was insbesondere in Autoimmunerkrankungen wie dem SLE
eine wichtige Rolle spielen konnte [80;81]. Der zytoplasmatische Anteil des CD22-
Molekils beinhaltet auRerdem zwei ITAMs — immunoreceptor tyrosine-based activation
motifs — fir welche die Initiierung positiver BCR-unabhéngiger Signale und eine
erhohte Zellproliferation durch CD22-Bindung diskutiert wird [82;83].

CD22 unterstiitzt als Adhasionsmolekiil das Zellwanderungsverhalten von IgD* B-Zellen
in das Knochenmark, da das Sinusendothel dort CD22-Liganden exprimiert [77;84]. Die
Beteiligung an verschiedenen immunmodulatorischen Prozessen und sein Einfluss auf
die B-Zell-Aktivierung lassen das CD22-Molekil als vielversprechenden Angriffspunkt
medikamentdser Therapien in immunologischen Erkrankungen wie SLE oder

lymphatischen Malignitadten wie dem Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) erscheinen [72;76].
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Epratuzumab wird bei der Behandlung von NHL eingesetzt und zeigte bisher ein gutes
Sicherheits- und Nebenwirkungsprofil [85]. Auch in den bisher durchgefihrten Studien
mit SLE-Patienten wurden keine schwerwiegenden Nebenwirkungen beschrieben
[86;87]. Nachdem eine initial offene und nicht randomisierte Phase Il Studie eine
signifikante Verbesserung des BILAG-Scores der SLE-Patienten unter Epratuzumab
zeigte, mussten die zwei folgenden randomisierten, kontrollierten Phase Il Studien
aufgrund von fehlender Medikamentenversorgung unterbrochen werden [69;87]. Die
dabei erhobenen Resultate wurden jedoch kombiniert prasentiert. Es konnte eine gute
Wirksamkeit, ein Steroid-sparender Effekt sowie eine signifikante Verbesserung der
Lebensqualitéat der Patienten gezeigt werden [88-90]. Kirzlich wurden zwei weitere
Phase Il Studien (EMBODY Programm) begonnen. Beide untersuchen die Wirksamkeit
und Sicherheit von Epratuzumab bei der Behandlung von SLE-Patienten [91;92].

Die bereits beschriebene funktionelle Diversitat des CD22-Molekils und die klinischen
Erfolge Epratuzumabs in der Behandlung von Lupus-Patienten bewirken ein erhohtes
Interesse an dem bisher unbekannten Wirkmechanismus des Anti-CD22-Antikdrpers.

In vitro konnte nachgewiesen werde, dass Epratuzumab eine moderate antikdrper-
abhangige zellvermittelte Zytotoxizitdt (ADCC), jedoch keine Komplement-vermittelte
Zytolyse (CDC) induziert. Des weiteren moduliert Epratuzumab sowohl die
Hyperaktivitat als auch die Proliferation der B-Zellen von SLE-Patienten nach CpG
(Immunstimulanz bestehend aus Guanin- und Cytosinhaltigen Oligonukleotiden), BCR
und CD40L Stimulation in vitro [1;71]. Seine Bindung an die Nicht-Liganden-Domane
des CD22-Molekils provoziert die Phosphorylierung des Molekils [93].

In vivo zeigte sich nach Epratuzumab-Behandlung eine klinische Verbesserung mit
Reduktion des BILAG-Scores um mehr als 50% und gleichzeitig eine 30%ige Reduktion
der CD27  B-Zellen, welche naive und transitionale B-Zellen sowie einige IgD
Gedachtnis-B-Zellen einschlieBen [1;69]. Die Ursache der Reduktion ist bisher
ungeklart bzw. unverstanden. Da Epratuzumab nur sehr begrenzt die Fahigkeit zur
Apoptose-Induktion besitzt [93], ist eine mdgliche Ursache fir die Reduktion der CD27"
B-Zellen nach Epratuzumab-Therapie eine Verschiebung ihrer Homdostase im Blut, d.h.
entweder eine verstarkte Emigration aus dem Blutstrom oder eine verminderte
Entlassung aus den Immungeweben. Das konnte durch eine CD22-vermittelte

Modulation der Migration in verschiedene Gewebe des Koérpers bedingt sein.
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1.6. Zielsetzung

Die Pathogenese der Autoimmunerkrankung systemischer Lupus erythematodes beruht
auf einer gestdrten immunologischen Homdostase, in welcher Auto-Ak und B-Zellen eine
Schlusselrolle bescheinigt werden. Daher stellen sie einen Angriffspunkt flr eine gezieltere
immunologische Intervention durch neue Therapeutika dar. Ein Kandidat ist der
humanisierte  Anti-CD22-AntikGrper Epratuzumab, welcher durch Bindung des
Oberflachenmolekils CD22 gezielt B-Zellen beeinflussen kann. Der genaue
Wirkmechanismus ist bisher jedoch noch nicht bekannt. Eine Pilotstudie zur Untersuchung
des In vivo-Effekts Epratuzumabs zeigte eine deutliche klinische Besserung bei Patienten
mit SLE, welche mit einer 30%ige Reduktion der Anzahl CD27 negativer B-Zellen
einherging. Die Ursache dieser Reduktion und der Wirkmechanismus von Epratuzumab
sind bisher jedoch unklar.

Im Rahmen dieser Dissertation sollte deshalb untersucht werden, inwiefern Epratuzumab
die gezielte Migration und daran beteiligter Adhasionsmolekiille von B-Zellen und ihren
Subpopulationen in vitro beeinflusst. Diesbeziglich wurden aus dem peripheren Blut
gewonnene mononukledre Zellen von gesunden Probanden und SLE-Patienten isoliert

und in weiteren Experimenten separat hinsichtlich folgender Aspekte untersucht:

1. Die Expression von CD62L- und 7-Integrin bei B-Zellen wurde
durchflusszytometrisch analysiert. CD62L- und B7-Integrin sind wichtige am
Migrationsprozess beteiligte Adhasionsmolekiile auf der B-Zell-Oberflache.

2. Die funktionelle Untersuchung der Migration von B-Zellen gegenuber den
Chemokinen CXCL12, CXCL13 und den CXCRS3-Liganden CXCL9, CXCL10 und
CXCL11 unter Verwendung eines Transmigrations-Assays.

3. Der Vergleich der verschiedenen Effekte von Epratuzumab auf die B-Zellen von

SLE-Patienten und gesunden Probanden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Blutproben

Es wurden 30ml peripher entnommenes Vollblut (EDTA- Ethylendiamintetraacetat-
Blutrohrchen) von 18 gesunden Probanden (5 mannlich, 13 weiblich, Alter 22-60 Jahre,
arithmetisches Mittel 34,5 Jahre) und von 22 Patienten mit SLE (2 mannlich, 20
weiblich, Alter 17-65 Jahre, arithmetisches Mittel 38,8 Jahre) zur Durchfihrung der
Experimente verwendet. Das Forschungsprojekt erhielt die Zustimmung der
Ethikkommission der Charité. Mit allen Probanden wurde ein Aufklarungsgesprach
durchgefuihrt und jeder Teilnehmer gab seine schriftiche Zustimmung zu der
Blutentnahme im Rahmen dieses Forschungsprojektes.

2.1.2. Zusammenstellung wichtiger Gerate

Fur die Experimentdurchfihrung wurden folgende Gerate verwendet (Tabelle 2-1).

Tabelle 2-1 Verwendete Laborausriistung

Geréate Bezeichnung Firma
Brutschrank 37T/ | CO, —Inkubator Serie CB | Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland

5% CO,

diverse Pipetten Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Gilson Abimed GmbH, Langenfeld, Deutschland
Durchflusszytometer |BD FACS Canto Il Flow | Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

Cytometer
BD LSR Il Flow Cytometer | Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

Multistepper Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann, Laborgerate, Eberstadt, Deutschland
Sicherheitswerkbank | Heraeus HERA safe Heraeus Thermo Electron Coorporation, Karlsruhe,

Deutschland

Trockenschrank Typ B 5028 Heraeus, Hanau, Deutschland

Vortexer Reax top Heidolph Instruments GmbH & Co. KG , Schwabach,
Deutschland

Zellzahlgerat Micros Analyser 60 OT Abx Diagnostics, Northampton, UK

Zentrifuge Labofuge 400 Heraeus, Hanau, Deutschland

Zentrifuge Centrifuge 5415C Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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2.1.3. Verbrauchsmittel, Chemikalien und Reagenzien

Epratuzumab ein monoklonaler, humanisierter Anti-CD22-Antikdrper vom Typ 1gG;

(c=10mg/ml) wurde von Union Chimique Belge (UCB), Slough, Berkshire, UK zur

Durchfihrung der Experimente zur Verfligung gestellt. Seine Konzentration wurde mit

0,2%igem PBS/BSA (Phosphat-gepufferte Salzlosung mit bovinem Serumalbumin) auf

1mg/ml eingestellt und bei 4T aufbewahrt.

Folgende weitere Verbrauchsmittel

(Tabelle 2-2 Verwendete Verbrauchsmittel),

Chemokine (Tabelle 2-3) und Reagenzien (Tabelle 2-4) wurden im Rahmen der

Experimente verwendet.

Tabelle 2-2 Verwendete Verbrauchsmittel

Verbrauchsmittel

Hersteller

5ml Polystyrene Round-Bottom Tube

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

10ml BD Vacutainer EDTA

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

12,5ml Combitips fir Multistepper

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

15ml/ 50ml Polypropylene Conical Tube Blue
Max

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

50ml Leucosep' "

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

BD TruCount™ Tubes

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland

Disposable Filter Cell Trics 30um

Partec GmbH, Gorlitz, Deutschland

Ep T.I.P.S. Reloads 2-200pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Safe-Lock Tubes (0,5ml, 1,5ml)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Safe-Seal Tips premium (10pul/ 100ul/ 1000ul)

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland

Safe-Seal Tips professional (10ul/ 1200pul/ 1000ul)

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, Deutschland

Serologische Pipetten (10ml/ 25ml)

Becton Dickinson Falcon, Heidelberg, Deutschland

Transwell Permeable Supports (24 well)

6,5mm Insert, 5,0um Polycarbonate Membrane

Corning Incorporated, New York, USA

Tabelle 2-3 Verwendete Chemokine

Chemokine

Hersteller

recombinant human CXCL12 50ug/ml

R&D System, Minneapolis, MN, USA

recombinant human CXCL13 25ug/ml

R&D System, Minneapolis, MN, USA

recombinant human CXCL9 50ug/ml

R&D System, Minneapolis. MN, USA

recombinant human CXCL10 50ug/ml

R&D System, Minneapolis, MN, USA

recombinant human CXCL11 25ug/ml

R&D System, Minneapolis, MN, USA
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Reagenz

Hersteller

Albumine Bovine Fraction V (BSA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Aqua ad iniectabilia 10ml

Braun, Melsungen, Deutschland

BD FACS Lysing solution

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Ficoll-Paque™ Plus

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Human plasma Fibronectin 1mg/ml

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

PBS Dulbeco w/o Ca Mg low endotoxin

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

PBS/ 0,2% BSA

DRFZ, Berlin, Deutschland

Ultra Pure Water

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Zellkulturmedium: VLE RPMI
Medium with 2 g/l NaHCO;

Glutamine, very low endotoxine

1640

w/o L-

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

2.1.4. Fluoreszenz-markierte Antikorper

Fur die FACS-Analyse wurden folgende Fluoreszenz-markierte Antikorper verwendet

(Tabelle 2-5).

Tabelle 2-5 Verwendete Fluoreszenz-markierte Antikorper

Fluoreszenz-markierte Antikorper (Klon)

He

rsteller

Dapi (4',6-Diamidino-2-phenylindol)

Vorverdiinnung: 90uM

(5mg/ml)

Invitrogen Molecular Probes, Eugene, OR, USA

F. receptor blocking — antibody (# 120-000-442)

Miltenyi biotech GmbH, Bergisch-Gladbach,

Deutschland

mouse anti-human CD3 Pacific Blue (UCHT1)

BD Pharmingen'", Heidelberg, Deutschland

mouse anti-human CD14 Pacific Blue (M5E2)

BD Pharmingen'", Heidelberg, Deutschland

mouse anti-human CD19 PE Cy7 (SJ25C1)

BD Pharmingen™, Heidelberg, Deutschland

mouse anti-human CD20 FITC (2H7)

BD Pharmingen™, Heidelberg, Deutschland

mouse anti-human CD22 PE (S-HCL-1)

BD Pharmingen™, Heidelberg, Deutschland

mouse anti-human CD27 Cy5 (2E4)

René van Lier, Academic Medical Center

University of Netherlands, Niederlande

mouse anti-human CD45 PerCp (2D1)

BD Pharmingen™, Heidelberg, Deutschland

mouse anti-human CD62 Ligand FITC (145/15)

Miltenyi biotech GmbH, Bergisch-Gladbach,

Deutschland

mouse anti-human IgD FITC (IA6-2)

BD Pharmingen'", Heidelberg, Deutschland

mouse anti-human IgD PE (1A6-2)

BD Pharmingen'", Heidelberg, Deutschland

mouse anti-human 1gG; PE (X40)

BD Pharmingen'", Heidelberg, Deutschland

rat anti-human B7-Integrin PE (FIB504)

BD Pharmingen'", Heidelberg, Deutschland
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2.2. Durchflusszytometrie und Zellsortierung

Die Methode der Durchflusszytometrie wurde im Rahmen verschiedener, nachfolgender
Experimente eingesetzt. Unter Verwendung der TruCount-Methode wurde die absolute
B-Zellzahl in den Vollblutproben der Probanden bzw. Patienten bestimmt. Bei frisch
isolierten mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) wurde die Expression
des Oberflachenmolekils CD22 untersucht und die spezifische Bindung von
Epratuzumab an das CD22-Molekul auf B-Zellen nachgewiesen. AulRerdem wurde die
Expressionsanalyse der Adhasionsmolekile CD62L wund Bs-Integrin  auf B-
Zellsubpopulationen nach 90mindtiger Inkubation mit bzw. ohne Epratuzumab
durchgefthrt. Die Durchflusszytometrie ermoglichte insbesondere die Analyse einzelner
B-Zellsubpopulationen und wurde in der Auswertung der In  vitro-

Transmigrationsexperimente eingesetzt.

2.2.1. Das Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Methode der Durchflusszytometrie beruht in ihrer einfachsten Form auf der
Messung von Streulicht. Die in einer Suspension vorliegenden Zellen werden dabei
mittels hydrodynamischer Fokussierung perlenkettenartig angeordnet und passieren
einzeln einen Laserstrahl. Dabei streuen sie abhangig von ihrer ZellgroRe und
Zellbeschaffenheit (z.B. Granularitat) das eintreffende Licht. Das Vorwartsstreulicht
(forward light scatter, FSC), dessen Intensitat in einem Winkel von <50° zum
Laserstrahl mittels eines Detektors ermittelt wird, gibt Auskunft Gber die Zellgré3e. Das
Seitwartsstreulicht (sideward light scatter, SSC) hingegen wird in einem Winkel von 90°
zum Laserstrahl gemessen und lasst Riuckschliisse auf die Granularitat der Zelle zu.
Dieses Prinzip wird in Abbildung 2-1 verdeutlicht. Die erweiterte Form der
Durchflusszytometrie beruht auf der zusatzlichen Messung von Fluoreszenzsignalen
und ermdglicht somit eine quantitative Expressionsanalyse. Dazu werden die Zellen mit
monoklonalen Antikérpern, welche gegen Oberflachenmolekiile gerichtet und mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert sind, gefarbt. Der Fluoreszenzfarbstoff absorbiert
monochromatisches Laserlicht einer bestimmten Wellenlange und emittiert
anschlieBend langerwelligeres Licht (Fluoreszenz), dessen Intensitat mittels eines
Detektors bestimmt wird und proportional zur Menge des gebundenen Antikdrpers ist.
Durch die gleichzeitige Farbung mit mehreren Fluoreszenzfarbstoffen, deren

Emissionsmaxima unterschiedlich sind, sowie dem gleichzeitigen Einsatz verschiedener
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Laser, dichromatischer Spiegelsysteme, optischer Filtersysteme und Detektoren wird

die Expression mehrerer Molekile einer Zelle simultan ermittelt.

A B

Zellsuspension Seitwiirtsstreuficht
HUI!.FIussigkeiT\‘ l ./HIJII-FILJssigkeH

= Worywartsstreulicht

Laserstahlen (rot, blau, wiolett) o

Abbildung 2-1 Darstellung der hydrodynamischen Foku ssierung (A) sowie der Detektion des
Vorwarts- und Seitwartsstreulichts (B) bei der Durc hflusszytometrie [97].

Dargestellt werden kdnnen die ermittelten Signale in sogenannten Punktdiagrammen
(dot plots) oder Histogrammen. In den Punktdiagrammen kénnen die verschiedenen
Zellpopulationen anhand ihrer Eigenschaften mit Hilfe von Gates differenziert werden.
Dies wird im Weiteren als ,Gating-Strategie“ bezeichnet. Die Histogramme liefern
Aussagen Uber die Fluoreszenzintensitat und lassen damit Riickschlisse auf die Dichte

bzw. Intensitéat eines bestimmten Moleklls auf einer Zelle zu.

2.3. Zellzahlbestimmung

2.3.1. Durchflusszytometrische Zellzahlbestimmung ( TruCount-System)

Zur Bestimmung der absoluten B-Zellzahl aus EDTA-Vollblut-Proben wurde das
TruCount-System (BD, Heidelberg, Deutschland) verwendet. Ein gefriergetrocknetes
Pellet im unteren Teil des TruCount-R6hrchens enthielt eine definierte Anzahl an
fluoreszenz-markierten Partikeln, welche als sog. Beads bezeichnet werden. Die
genaue Beads-Anzahl war Chargen-abhangig und wurde in der abschlieRenden
Berechnung der absoluten Zellzahlen bericksichtigt. Nach Zugabe der markierten
Antikérper (Tabelle 2-6) wurden 50ul EDTA-BIut vorsichtig in das TruCount-Rohrchen
pipettiert. Dies bewirkte die Freisetzung der fluoreszenz-markierten Beads aus dem
Pellet. Nach einer Inkubationszeit von 15 Min. in Dunkelheit und bei Raumtemperatur
wurden 450ul TruCount-Lyse-Losung zur Auflosung der Erythrozyten hinzugegeben.
Nach kurzem Vortexen ruhte die Probe mindestens 15 Min. in Dunkelheit bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurden ca. 20.000 Zellen durchflusszytometrisch

analysiert.
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Tabelle 2-6 Zusammensetzung der markierten Antikdrper im Rahmen der Trucount-Analyse.

Fluoreszenz-markierte Antikbrper/ Reagenz  Volumenve  rhaltnis
CD3 PacB 1:20

CD14 PacB 1:20

CD19 PeCy7 2:20

CD20 FITC 1:20

CD45 PerCp 3.5:20

Aqua dest. 11.5:20

Zur Auswertung der Ergebnisse wurde die Software FACS DIVA von Becton Dickinson
(Heidelberg, Deutschland) benutzt. Die aufgenommen Ereignisse wurden in
Punktdiagrammen dargestellt, um diese anhand ihrer Eigenschaften differenzieren und

quantifizieren zu kdnnen. Die Abbildung 2-2 stellt dies exemplarisch dar.

A alle Ereignisse B Leukozyten C Lymphozyten
1024 1024 10"
Q ] O ]
% 1 % 1 B-Lymphozyten
= 768 = 768 o
< T e T e
(8] o =
=R S ] w
o 5121 g 512 o
; i | :
::;f 256 :g 256 Lymphozyten O
‘© 1 Leukozyten, ‘D
o Zyten — 3 -
i 10 T T
10° 100 102 10° 10* 10° 10" 10° 10° 10* 10 10' 102 10° 10
CD45-PerCP CD14 - Pacific Blue CD19 - PE

Abbildung 2-2 Gating-Strategie zur Bestimmung der a  bsoluten B-Lymphozyten-Zahl im Rahmen
der durchflusszytometrischen Analyse am Beispiel ei nes gesunden Probanden.
A Aus allen akquirierten Ereignissen wurden die CD45"" Ereignisse erfasst. Dabei wurde
die Zellpopulation der CD45"/SSC*™2" |eukozyten (dunkelgrin) und die stark
fluoreszierenden Partikel (Beads) (hellgriin) differenziert. B Aus der Gruppe der
Leukozyten wurden wiederum die CD14 Lymphozyten separiert, um aus diesen
schlieBlich die CD19" CD20" B-Zellen differenzieren zu kénnen (C).

Die so bestimmten absoluten Zahlen der B-Zellen und der Beads wurden zur
Berechnung der B-Lymphozyten-Konzentration im peripheren Blut der Probanden
verwendet. Dies erfolgte tber folgende Gleichung:

| C = 0,02 x Beads gesamt X B-LY probe / Beads prone | in Zellen/ pl

0,02 — Korrekturfaktor da die Probe 50ul beinhaltet

Beadsgesamt — Chargen-abhangige Anzahl von Beads pro TruCount-Réhrchen
Beadspone — Anzahl der durchflusszytometrisch detektierten Beads

B-LYprobe — Anzahl der durchflusszytometrisch detektierten B-Lymphozyten
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2.3.2. Zellzahlbestimmung durch das Zellzdhlgerat M icros 60

Das vollautomatische Zellzéhlgerat Micros 60 wurde zur Messung der
Leukozytenzahlen nach der Zellisolierung (siehe 2.4.) verwendet, um daraus die notige
Zellverdunnung fur die nachfolgenden Experimente berechnen zu kénnen. Das Gerat
nutzt das Messprinzip der elektronischen Impedanz. Nach der Verdinnung mit einer
elektrolytischen Losung passiert die Probe eine Messkapillare. Die Lésung und die
Zellen besitzen unterschiedliche Leitfahigkeiten und somit auch unterschiedliche
Widerstande. Auf beiden Seiten der Messkapillare befinden sich Elektroden zwischen
welchen ein konstanter Strom flie3t. Der elektrische Widerstand zwischen den
Elektroden wird durch die Passage einer Zelle in der Messkapillare verandert, was eine
Veranderung des Spannungspotentials nach sich zieht. Diese Potentialveranderung ist
proportional zum Zellvolumen und ermdglicht es dem Geréat die Zelle als Erythrozyt,
Thrombozyt oder Leukozyt zu differenzieren. Das Gerat errechnet die Konzentrationen

verschiedener Zelltypen anhand der gemessenen Zellzahl in 10ul einer Probe.

2.4. Verwendung mononukleérer Zellen aus EDTA-Vollb  lut

Aus ca. 30ml Vollblut (EDTA-ROhrchen) wurden PBMCs isoliert, um die darin
enthaltenen B-Zellen in weiteren Experimenten zu untersuchen. Diese
Rahmenbedingungen wurden der Betrachtung aufgereinigter, isolierter B-Zellen aus
zwei Grinden vorgezogen. Zum einen kénnen die verschiedenen Zellpopulationen des
Immunsystems auch im Kérper standig miteinander interagieren, so dass dieses Milieu
der in vivo Situation ahnlicher ist. Zum anderen ist eine variable Lymphopenie ein
Charakteristikum des SLE. Durch die Verwendung von PBMCs konnte deshalb
sichergestellt werden, dass die Zellkonzentration auch bei SLE-Patienten fur die

Durchfiihrung der Experimente ausreichend war.

2.4.1. Isolierung mononukleérer Zellen fir die Expr  essionsanalyse des CD22-
Oberflachenmolekils auf PBMCs

Zur lIsolierung der mononukledren Zellen wurden 50ml Leucosep-Réhrchen (Greiner
Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) mit integriertem Filter verwendet. Die
hinzugegebenen 15ml Ficoll passierten den Filter durch kurzzeitige Zentrifugation. 30ml
EDTA-Vollblut, gegebenenfalls mit PBS verdinnt, wurden vorsichtig auf den Filter
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pipettiert. Durch eine 20minutige Zentrifugation ohne Bremse bei Raumtemperatur und
einer Geschwindigkeit von 1800rpm (Runden pro Minute, entspricht 400g) trennten sich
die Zellpopulationen des Vollblutes entlang eines Dichtegradienten auf. Sowohl die
sedimentierten Erythrozyten und Granulozyten im unteren Kompartiment als auch der
Plasmauberstand mit Thrombozyten und anderen, gelésten Bestandteilen wurden
verworfen. Ein schmaler Lymphozytenring, welcher sich zwischen diesen beiden
Schichten befand, wurde in ein neues 50ml Rohrchen uberfihrt. Dieses wurde im
Anschluss mit 0,2%igem PBS/BSA auf 50ml aufgefullt und erneut 10 min. bei 1200rpm
(entspricht 180g) zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurden die
pelletierten Zellen in 500ul kaltem 0,2%igem PBS/BSA aufgenommen und Uber einen
30um-Filter in ein weiteres 15ml Rohrchen tberfuhrt. Der Filter wurde anschlieRend mit
PBS/BSA gespult und das neue RoOhrchen auf 15ml aufgefillt. Nach erneuter
Zentrifugation (1200rpm 10 Min.) wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in
1ml kalter 0,2%iger PBS/BSA-LOsung resuspendiert. Mit Hilfe des Zellzahlgeréates
Micros 60 wurde die Leukozytenkonzentration bestimmt. Anschlielend wurde unter
Verwendung kalter 0,2%iger PBS/BSA-Losung eine Konzentration von ca. 1x10°

Zellen/ml eingestellt.

2.4.2. Isolierung mononuklearer Zellen fur die In vitro Inkubation und die

Transmigrationsexperimente mit Epratuzumab

Zur Isolierung der mononuklearen Zellen fur die In vitro Inkubation und die
Transmigrationsexperimente wurde ebenfalls wie oben beschrieben vorgegangen. Der
durch Zentrifugation erhaltene isolierte Lymphozytenring wurde jedoch nach
Uberfiihrung in ein 50ml-Réhrchen mit RPMI-Medium auf 50ml aufgefillt. Auch fur die
nachfolgenden Schritte wurde hier RPMI-Medium statt der PBS/BSA-LOsung
verwendet. Die am Ende in Form eines Pellet zuriickgebliebenen Zellen wurden in 1ml
0,5%igem RPMI-BSA (bovines Serumalbumin) Medium resuspendiert. Danach wurde
mittels Micros 60 die Leukozytenkonzentration ermittelt. Anschlieend wurden die
isolierten mononuklearen Zellen unter Verwendung von 0,5%igem RPMI-BSA auf eine

Konzentration von 5 — 10 x10° Zellen/ml verdiinnt.
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2.5. Analyse der CD22-Expression

Die Oberflachenexpression von CD22 ist eine entscheidende Voraussetzung fur die
spezifische Bindung und Wirksamkeit von Epratuzumab. Deshalb wurde das
Expressionsmuster von CD22 auf den Zelloberflachen verschiedener Zelltypen
analysiert. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde ein fluoreszenz-markierter
Anti-CD22-Antikorper (Klon S-HCL-1, BD, Heidelberg, Deutschland) verwendet. Um
aulBerdem Aussagen zur spezifischen Bindung von Epratuzumab an das CD22-Molekill
treffen zu kénnen, wurde dieser Antikérper an das Fluoreszenzmolekil Phycoerythrin
(PE) gekoppelt und anschliel3end fur durchflusszytometrische Messungen verwendet.
Zum Ausschluss unspezifischer Bindungen uber F.-Bereiche bzw. F.-Rezeptoren der
markierten  Antikorper, wurden exemplarisch  FcR-Blockierungen vor der
Antikdrperfarbung zugesetzt (F. receptor blocking — antibody von Miltenyi Biotech
GmbH). Da sich die Fluoreszenzintensitaten (mean fluorescence intensity, MFI) mit
bzw. ohne F:R-Blockierung nicht unterschieden, wurde von einer spezifischen Bindung
der markierten Antikbrper ausgegangen.

2.5.1. Durchflusszytometrische Analyse des CD22-Obe  rflachenmolekiils

Drei Zellproben mit je 50ul in kalter 0,2%iger PBS/BSA-L6sung isolierter PBMCs
(Konzentration ca. 1 x 10° Zellen/ml) wurden exemplarisch vor der Zugabe fluoreszenz-
markierter Antikdrper 10 Min. mit einem F¢-Rezeptor-blockierendem Reagenz inkubiert.
Die anschliel3end hinzugegebenen Farbe-Antikdrper und ihr Volumenverhaltnis sind fur
alle 3 Farbe-Ansétze in Tabelle 2-7 zusammengestellt. Einer Probe wurde dabei der
Anti-CD22-Antikorper (Klon S-HCL-1, Heidelberg, Deutschland), der zweiten Probe der
PE-gekoppelte Epratuzumab-Antikdrper (DRFZ, Berlin, Deutschland) und der dritten
Probe ein IgG; -Antikdrper als Kontrolle zugesetzt.

Nach Zugabe der markierten Antikdrper und Vortexen der Proben, wurden diese 15
Min. bei 4C in Dunkelheit inkubiert. Anschlie3end wurden die Zellen mit 1ml 0,2%igem
PBS/BSA gewaschen (Vortexen, 5 Min. zentrifugieren bei 1200rpm, Uberstand
verwerfen). Das resultierende Zellpellet wurde jeweils in 300ul 0,2%igem PBS/BSA
aufgenommen und nach Zugabe von 1ul DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol, 90uM)
erneut gevortext. Im Anschluss wurden jeweils ca. 200.000 Zellen der Probe

durchflusszytometrisch analysiert.
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Tabelle 2-7 Fir die Analyse der CD22-Expression ver  wendete fluoreszenz-markierte Antikorper.
Das F.-Rezeptor-blockierende Reagenz (x) wurde exemplarisch vor Zugabe der
Antikérper hinzugefigt.
Ansatz 1 enthélt den Anti-CD22-Antikdrper (Klon S-HCL-1), Ansatz 2 enthalt PE-
gekoppeltes Epratuzumab und Ansatz 3 einen IgG; -Antikorper als Isotypkontrolle.

Fluor eszenz-markierte Volumen - |Ansatz1l |Ansatz?2 |Ansatz 3
Antikorper/ Reagenz verhaltnis

Fc-Rezeptor-blockierendes Reagenz 1:50 ) (69] )
Anti-CD22-PE (S-HCL-1) 1:50 X

Anti-CD22-Epratuzumab-PE 1:50 X

anti-humanes IgG;-PE (Klon X40) 1:50 X
Anti-CD3-PacB 1:100 X X X
Anti-CD14-PacB 1:100 X X X
Anti-CD19-PE-Cy7 1:50 X X X
Anti-CD27-Cy5 (Vorverdiinnung 1:10) 1:50 X X X
Anti-lgD-FITC 1:20 X X X

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte unter Verwendung der Software FCS Express
(De Novo Software, Los Angeles, CA, USA). Es wurden Punktdiagramme der
akquirierten Ereignisse erstellt um innerhalb dieser die Populationen der B-Zellen, T-
Zellen und Monozyten zu differenzieren (Abbildung 2-3). Anschlielend wurden die
jeweiligen Zellpopulationen nach Farbung mit dem kommerziellen Anti-CD22-Antikdrper
(S-HCL-1), dem markierten Epratuzumab und dem als Kontrolle verwendeten 1gG;-
Antikérper hinsichtlich ihrer CD22-Expression durch Messung der mittleren

Fluoreszenzintensitat (MFI) quantitativ analysiert.
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Abbildung 2-3 Gating-Strategie zur Differenzierung von B-Zellen, T-Zellen und Monozyten in der
FACS-Analyse von PBMCs als Grundlage fur die Ermitt lung der MFI nach
Inkubation mit dem Anti-CD22-Antikorper (S-HCL-1), dem IgG ;-Antikérper und dem
PE-gekoppeltem Epratuzumab.

A Aus allen akquirierten Zellen werden anhand von GréRe und Granularitéat tote Zellen
und Detritus ausgeschlossen.

B Unter weiterem Ausschluss von aneinander haftetenden Zellen (Doubletten) werden
die CD19" B-Zellen und die Gruppe der CD3'/CD14" T-Zellen und Monozyten
differenziert (C).

D Die letztere Population wird noch einmal in die SSC*™?" | ESC*™?" T_Zellen und die
SSC*/FSC* Monozyten unterteilt.

Um einen Einblick in die Expression der CD22-Molekile und die spezifische Bindung
von Epratuzumab auf B-Zellen und deren Subpopulationen zu bekommen, wurden die
CD19" B-Zellen der 2. Probe (nach Inkubation mit dem PE-markierten Epratuzumab)
noch einmal in CD27 und CD27" B-Zellen (Abbildung 2-4 und Abbildung 2-5)
differenziert. Diese Zellpopulationen wurden nachfolgend hinsichtlich ihrer MFI nach

Inkubation mit markiertem Epratuzumab separat analysiert.
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2.6. Analyse der Adhasionsmolekiile

2.6.1. Inkubation von PBMCs mit und ohne Epratuzuma b

Die aus Vollblut isolierten PBMCs wurden in 0,5%igem RPMI/BSA-Medium
resuspendiert. Es wurde eine Probe mit und eine Probe ohne Epratuzumab
(Endkonzentration 10pg/ml) inkubiert. Pro Inkubationsansatz wurden ca. 1-10 x10°
Leukozyten verwendet. Die Proben wurden fir 90 Min. bei 37<C und 5% CO , inkubiert.
Anschlief3end wurden sie in FACS-R6hrchen Uberfuhrt. Nach Zentrifugation der Proben
bei 1200rpm fur 6 Min. wurde der Uberstand dekantiert. Die pelletierten Zellen wurden
jeweils mit 2ml kaltem 0,2%igem PBS/BSA gewaschen (Vortexen, zentrifugieren 6 Min.

bei 1200rpm und Uberstand verwerfen).

2.6.2. Durchflusszytometrische Analyse der Adhasion smolekile auf B-Zellen

Die gewonnenen Pellets wurden jeweils in 0,2%igem PBS/BSA resuspendiert. 50ul der

Suspension wurde mit fluoreszenz-markierten Antikdrpern inkubiert (Tabelle 2-8).

Tabelle 2-8 Zusammenstellung der fur die FACS-Analy  se verwendeten fluoreszenz-markierten

Antikdrper zur Farbung der mit und ohne Epratuzumab inkubierten PBMCs
Fluoreszenz-markierte Volumenverhéltnis | Ansatz 1 ohne Ansatz 2 mit
Antikorper Epratuzumab Epratuzumab
Anti-CD3-PacB 1:50 X X
Anti-CD14-PacB 1:50 X X
Anti-CD19-PE-Cy7 1:50 X X
Anti-CD27-Cy5
(Vorverdiinnung 1:10) 1:50 X X
Anti-CD62L-FITC 1:50 X X
Anti-B;-PE 2,5:50 X X

Nach Zugabe der markierten Antikbrper wurden die beiden Ansatze fur 15 Min. bei 4C
in Dunkelheit inkubiert und danach mit 2ml 0,2%iger PBS/BSA gewaschen (Vortexen,
Zentrifugieren bei 1200rpm fir 6 Min., Uberstand verwerfen). Die erhaltenen Zellpellets
wurde in 500ul 0,2%iger PBS/BSA resuspendiert um nach Zugabe von 1ul DAPI
(90uM) und kurzem Vortexen durchflusszytometrisch analysiert zu werden. Es wurden
jeweils 200.000 Zellen untersucht. Bei der Auswertung dieser Analyse wurden die
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PBMCs erneut, wie in Abbildungen 2-2 bzw. 2-3 dargestellt, in CD27 und CD27" B-
Zellen differenziert. AnschlieBend wurden die jeweiligen Zellpopulationen hinsichtlich
ihrer CD62L- und B7-Integrin-Expression untersucht. Hier wurde die Frequenz der
CD62L- bzw. pBs-Integrin-exprimierenden Zellen nach Inkubation ohne und mit
Epratuzumab ausgewertet. Diese Auswertungen wurden jeweils fiir die Gesamtheit aller
CD19" B-Zellen wie auch fiur die CD27 und CD27" B-Zell-Populationen getrennt
durchgefuhrt.

2.7. Das Prinzip des In vitro - Transmigrationsexperiments

2.7.1. Das Prinzip des In vitro - Transmigrationsexperiments

In den Experimenten zur Untersuchung funktioneller Veranderungen durch
Epratuzumab wurde der Einfluss von Epratuzumab auf die zielgerichtete
Durchwanderung einer Membran durch B-Zellen entlang eines Chemokin-Gradienten
erforscht. Das Prinzip dieser Versuche ist in Abbildung 2-6 schematisch dargestellt. Es
wurden Transwell-Migrationsplatten verwendet, in den zwei Kompartimente durch eine
porése Membran voreinander getrennt waren. Im oberen Kompartiment befand sich zu
Beginn die Zellsuspension mit bzw. ohne Epratuzumab im unteren Kompartiment ein
reines bzw. Chemokin-haltiges Medium. Dadurch entstand an der Membran ein
Chemokin-Gradient. Chemokine binden tber spezifische Chemokin-Rezeptoren auf der
Zelloberflache und induzieren so Chemotaxis. Die Membran dieses In vitro -
Transmigrationsexperiments bestand aus Polycarbonat mit Mikroporen der Gréf3e 5um
und war mit Fibronektin-beschichtet. Das Glykoprotein Fibronektin bildete polymere,
fibrillare Netzwerke und diente damit der Trennung als auch im speziellen Fall der
Adhasion der Zellen. Aufgrund eines B-Zell-Durchmesser von =27um musste im Rahmen
der Migration ein aktiver Umbau des Zytoskeletts der B-Zellen erfolgen, um die
Membran zu passieren. Eine Migrationszeit von 90 Min. bei 37C und 5%CO , wurde in

Vorexperimenten bereits als optimal ermittelt.
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Abbildung 2-6 Schematische Darstellung des In vitro - Transmigrationsexperiments.

Es wurden PBMCs verwendet, in der Abbildung sind jedoch nur die untersuchten B-
Zellen dargestellt. B-Zellen wurden in 0,5%igem RPMI/BSA (oberes Kompartiment) ohne
bzw. mit Epratuzumab inkubiert. Die abgrenzende, porése Membran zum hier
dargestellten, Chemokin-haltigen 0,5%igem RPMI/BSA (unteres Kompartiment) ist
fibronektin-beschichtet. Nach 90-minitiger Inkubation bei 37C und 5%CO , befanden
sich die migrierten B-Zellen im unteren Kompartiment, die nicht migrierten B-Zellen
weiterhin im oberen Kompartiment.

Anschliel3end wurde die absolute Anzahl der B-Zellen bzw. ihrer Subpopulationen in

beiden Kompartimenten durchflusszytometrisch bestimmt und zur Berechnung der

Migrationsrate mit Hilfe folgender Gleichung eingesetzt.

Migrationsfrequenz = Zellanzahl ynen / (Zellanzahl ynen + Zellanzahl gpen)

Zellzahl e — durchflusszytometrisch bestimmte absolute Zellzahl im unteren Kompartiment

Zellzahl y,en, — in der FACs-Analyse bestimmte absolute Zellzahl des oberen Kompartiments
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2.7.2. Durchfuhrung des Transmigrationsexperiments und der FACS-Analyse

2.7.2.1. Vorbereitung der Transwell-Migrationsplatte, des Mediums und der

mononukleadren Zellen

Das Fibronektin wurde mit Aqua dest. auf eine Konzentration von 10ug/ml verdinnt,
gevortext, um dann je 50ul der Suspension auf den Boden jedes Einsatzes zu
Ubertragen, so dass die komplette Membranflache mit Flissigkeit bedeckt war. Die
Migrationsplatte wurde fur 90 Min. im Brutschrank bei 37C und 5%CO , inkubiert. Im
Anschluss wurde die noch vorhandene Flussigkeit vorsichtig abgenommen, um die
Platte anschlie3end mindestens 2h im Trockenschrank bei 37T trocknen zu lassen. In
diesem Experiment wurden verschiedene Chemokine untersucht. CXCL12 als Ligand
des CXC-Rezeptor-4, CXCL13 als Ligand des Chemokinrezeptors CXCR5 und die drei
Liganden CXCL9, CXCL10 und CXCL11 des Chemokinrezeptors CXCRS3. In
Vorexperimenten der Arbeitsgruppe wurde fur alle Chemokine die optimale
Wirkkonzentration bestimmt und festgestellt. Um die gesamte Reaktion der Chemotaxis
in entzindetes Gewebe zu erfassen, wurden die drei CXCR3-Liganden (CXCL9,
CXCL10 und CXCL11) in einem gemeinsamen Versuchsansatz verwendet. Durch
Zugabe der Chemokine zu jeweils 0,5%igem RPMI/BSA Medium wurden die in Tabelle
2-9 angegeben drei Chemokinansétze vorbereitet.

Tabelle 2-9 Zusammensetzung der Chemokin-haltigen R PMI-BSA-Medien (Gesamtvolumen
600ul) fur die Transwell-Migrationsexperimente

Ansatz | Chemokin Ausgangs- Volumenverhaltnis Endkonzen-
konzentration | Chemokin/ RPMI/BSA- tration in nM
in pg/ml Medium

1 CXCL12 50 4.8:595.2 50

2 CXCL13 25 61.6 : 538.4 250

3 CXCL9 50 35.2 250

CXCL10 50 31.2 : 514 300
CXCL11 25 19.6 100

Die in 0,5%igem RPMI/BSA suspendierten, mononukledren Zellen wurde auf 2
separate Rohrchen verteilt. Einem Rohrchen wurde in einem Volumenverhdltnis von
1:100 der mit gekihltem 0,2%igem PBS/BSA auf 1mg/ml vorverdinnte Antikorper

Epratuzumab hinzugegeben, sodass eine Endkonzentration von 10ug/ml vorlag.
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2.7.2.2. Migrationsexperiment

In die Vertiefung der Migrationsplatte (unteres Kompartiment) wurden jeweils 600pul
reines 0,5%iges RPMI/BSA bzw. 600ul eines Chemokin-Ansatzes vorsichtig pipettiert.
In die Einsatze (oberes Kompartiment) wurden jeweils 100ul der Zellsuspension mit
bzw. ohne Epratuzumab gegeben. Das Beladungsschema der Migrationsplatte ist in
Tabelle 2-10 dargestellt. Die Migrationsplatte wurde ftir 90 Min. im Brutschrank bei 37T
und 5% CO; inkubiert. Nach Ende der Migrationszeit wurden die Zellen der einzelnen
Kompartimente geerntet. Dabei wurden die Zellsuspensionen entnommen, in FACS-
Rohrchen Uberfihrt und jeweils mit dem gleichen Volumen, also die oberen
Kompartimente mit 100ul, die unteren Kompartimente mit 600ul, 0,5%igem RPMI/BSA
Medium gespult. Alle Proben wurden mit 0,5%igen RPMI/BSA Medium auf 1,2ml
aufgefullt und anschlieRend bei 1200rpm fir 6 Min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen erneut mit 2ml kaltem 0,2%igen PBS/BSA gewaschen
(Vortexen, Zentrifugieren 1200rpm 6 Min., Uberstand verwerfen).

Tabelle 2-10  Beladungsschema der Migrationsplatte, Zellsuspension ohne (-) bzw. mit (+)
Epratuzumab

Oberes PBMCs -/+ PBMCs -/+ PBMCs -/+

PBMCs -/+ Epratuzumab
Kompartiment Epratuzumab Epratuzumab Epratuzumab

Unteres reines RPMI/BSA | Chemokin- Chemokin- Chemokin-Ansatz 3
Kompartiment Medium Ansatz 1 Ansatz 2 (CXCR3-Liganden:
(CXCL12) (CXCL13) CXCL9, CXCL10, CXCL11)

Danach wurden die in einem Restvolumen von 50ul PBS/BSA resuspendierten Zellen
mit fluoreszenz-markierten Antikdrpern inkubiert. Die verwendeten Antikdrper sind mit
ihrem jeweiligen Volumenverhéltnis in Tabelle 2-11 angegeben. Wé&hrend einer
Inkubationszeit von 15 Min. in Dunkelheit und bei 4C banden die Antikérper an die
entsprechenden Oberflachenmolekiile. Um nicht gebundene Antikdrper zu entfernen,
wurde jeder Probe erneut 2ml 0,2%iges BSA/PBS zugegeben um sie nach dem
Vortexen 6 Min. bei 1200rpm zu zentrifugieren. Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellen wurden in 150ul (Unteres Kompartiment - migrierte Zellen) bzw. 250ul (Oberes

Kompartiment - nicht migrierte Zellen) 0,2%igem PBS/BSA resuspendiert.
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Tabelle 2-11  Ubersicht der fiir die FACS-Analyse de r Zellen der Transmigrationsexperimente
verwendete Fluoreszenz-markierte Antikdrper.

Fluoreszenz-markierte Antikérper Volumenverhaltnis
Anti-CD19 PE-CY7 1:50
Anti-CD3 PacB 1:50
Anti-CD14 PacB 1:50
Anti-CD27 CY5 (Vorverdinnung 1:10) 1:50
Anti-IgD PE 1:50

Zur Phanotypisierung der im Migrationsexperiment verwendeten PBMCs wurde die
Expression verschiedener Oberflachenmolekule untersucht. Hierfir wurden die Proben
nach Zugabe von 1ul DAPI (90uM) zur Farbung und zum Ausschluss toter Zellen
gevortext und anschliel3end durchflusszytometrisch analysiert. Dabei wurden alle Zellen
jeder Probe aufgenommen. Fiur die Auswertung der so gewonnenen Daten wurde die
Software FCS Express 3 (http://www.denovosoftware.com, De Novo Software, Los
Angeles, CA, USA) benutzt.

2.2.7. Auswertung und Statistische Analysen

Die graphische und statistische Auswertung erfolgte mittels der Software GraphPad
Prism Version 4.0 und 5.0 (http://www.graphpad.com, GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA, USA). Um mit und ohne Epratuzumab behandelte Zellen eines Blutspenders
vergleichen zu konnen, wurde der zweiseitige nicht-parametrische Wilcoxon-Test
(Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test) verwendet. Ab einem p-Wert von <0,05 wurde der
Unterschied als statistisch signifikant gewertet. Fir den Vergleich der beiden
Probandengruppen, gesunde Versuchspersonen und SLE-Patienten bzw. fur den
Vergleich verschiedener B-Zell-Subpopulationen wurde der zweiseitige, nicht-
parametrische Mann-Whitney-Test verwendet. Die fur die Zellpopuplationen
angegebenen Werte entsprechen dem arithmetischen Mittelwert und der +-Wert der
Standardabweichung (SD).
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3. Ergebnisse

In einer offenen klinischen Studie wurden erste Hinweise gesammelt, dass es bei
Patienten mit systemischem Lupus erythematodes unter Epratuzumab-Therapie zu
einer klinischen Besserung kommen kann, wobei zugleich eine verminderte
Konzentration von B-Zellen im peripheren Blut nachgewiesen werden konnte [1]. Eine
maogliche Ursache hierfir ist eine verdnderte Migration der Zellen unter dem Einfluss
von Epratuzumab. In den Prozess der Migration von Zellen sind sowohl
Adhésionsmolekile als auch Chemokine involviert. Um die zugrundeliegenden Aspekte
naher zu untersuchen, wurde in den folgenden In vitro-Experimenten der Einfluss des
therapeutischen Anti-CD22-Antikdrpers Epratuzumab auf humane B-Zellen und deren
Subpopulationen untersucht. Dabei wurde die Expression der Adhasionsmolekiile
CD62L und B7-Integrin, mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert. Um die
funktionellen Veradnderungen durch Epratuzumab beurteilen zu kénnen, wurde das
Migrationsverhalten in einem Transmigrations-Assay untersucht. Hierfir wurden

PBMCs von gesunden Probanden und von SLE-Patienten verwendet.

3.1. Nachweis erniedrigter Lymphozytenzahlen bei SL  E-Patienten

Um die Lymphopenie bei Patienten mit SLE zu evaluieren, wurde vor Durchfihrung
aller Experimente eine Bestimmung der B-Zellzahlen der gesunden Probanden und der
SLE-Patienten durchgefuhrt. Diese erfolgte im Rahmen der TruCount FACS Analyse,
bei der B-Zellen als CD45" CD19" CD20" definiert wurden. Hier konnte eine signifikant
niedrigere Anzahl der B-Lymphozyten im peripheren Blut von SLE-Patienten im
Vergleich zu gesunden Probanden nachgewiesen werden. Wahrend bei gesunden
Probanden der arithmetische Mittelwert der B-Lymphozyten bei 280 B-Zellen/ul (c/ul)
(x68c/ul, SD) lag, fanden sich bei SLE-Patienten hingegen 90 B-Zellen/ul (x118c/ul)
(p=0.0031, Mann-Whitney-Test, HD N=8, SLE N=10) (Abbildung 3-1). Damit liegen in
beiden Probandengruppen unterschiedliche immunologische Ausgangssituationen vor.
Die bei SLE-Patienten beschriebene Lymphopenie wurde somit eingangs bestatigt,
somit kbnnen die hier untersuchten SLE-Patienten als reprasentativ betrachtet werden.
Im Folgenden werden die beiden Probandengruppen separat analysiert und

anschlieRend verglichen.
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Abbildung 3-1 B-Lymphozyten-Konzentration (CD45 * CD19" CD20") gesunder Probanden (N=8)
und SLE-Patienten (N=10) nach durchflusszytometrisc ~ her Analyse von Vollblut.

Die Linien entsprechen dem arithmetischen Mittelwert, es wurde der Mann-Whitney-Test
verwendet.

3.2. Nachweis der CD22-Oberflachenexpression auf B-  Zellen und der
spezifischen Bindung von Epratuzumab auf deren Subp opulationen

Initial wurde die Expression des CD22-Oberflachenmolekils auf PBMCs mittels
markierter Antikbrpern in FACS-Analysen untersucht um nachzuweisen, welche PBMCs
CD22 auf ihrer Oberflache exprimieren. Hierzu wurde neben dem markiertem
Epratuzumab-Antikérper ein weiterer PE-gekoppelter Anti-CD22-Antikorper (Klon S-
HCL-1) als Kontrolle verwendet. Des weiteren sollte die spezifische Bindung von
Epratuzumab an dieses Oberflachenmolekll auf B-Zellen und deren Subpopulationen

von gesunden Probanden und SLE-Patienten untersucht werden.

3.2.1. CD22-Expression auf PBMCs

In der durchflusszytometrischen Analyse wurden CD19" B-Zellen, CD3" T-Zellen und
CD14" Monozyten gesunder Probanden hinsichtlich inrer CD22-Expression differenziert
betrachtet. Zum Nachweis der spezifischen Bindung des verwendeten Anti-CD22-
Antikdrpers (Klon S-HCL-1) wurde ein IgG;-Antikdrper als Isotypkontrolle mitgefihrt
(beide PE-gekoppelt). Zellpopulationen mit einer geringen MFI wurden als CD22-
negativ (CD22") eingeordnet, Zellpopulationen mit einer héheren MFI dagegen als
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CD22-positiv (CD22%). Nach Farbung mit dem markierten Anti-CD22-Antikdrper wiesen
die CD19" B-Lymphozyten eine wesentlich héhere CD22-MFI auf als die
Vergleichspopulationen der T-Zellen und Monozyten als auch die Populationen der
IgG;-Kontrolle. Abbildung 3-2 zeigt exemplarisch die Fluoreszenzintensitaten der drei
Zellpopulationen nach Farbung mit dem PE-markierten Anti-CD22- bzw. 19Gs-
Antikorper. Hier betrug die MFI der gesamten Zellpopulation nach Anti-CD22-Farbung
fur Monozyten 7,0, fur T-Zellen 3,5, wahrend die B-Zell-Population eine deutlich hhere
MFI von 624,0 aufwies. MFI-Werte der mitgefihrten IgG;-Kontrollfarbung: Monozyten
8,3, T-Zellen 4,3, B-Zellen 2,8. Ahnliche Werte lieferten Untersuchungen der PBMCs
von SLE-Patienten. Damit wurde bestétigt, dass CD22 ausschlieRlich auf CD19" B-

Lymphozyten exprimiert wird.
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Abbildung 3-2 Nachweis der CD22-Expression auf der Oberflache von B-Zellen, nicht aber auf T-
Zellen und Monozyten. Das Histogramm zeigt eine reprasentative CD22-Farbung und
Isotypkontrollfarbung von B-Zellen, Monozyten und T-Zellen einer gesunden
Versuchsperson nach Farbung mit einem PE-markiertem Anti-CD22-Antikdrper (S-HCL-
1) im Vergleich zur Kontrollfarbung mit einem PE-markiertem IgG;-Antikdrper.

3.2.2. Spezifische Bindungskapazitat von Epratuzuma b

Epratuzumab, der therapeutische Anti-CD22-Antikorper ist gegen ein anderes Epitop
des CD22-Molekils gerichtet als der kommerzielle Anti-CD22-Antikdrper (Klon S-HCL-
1). Zur Analyse der Spezifitait der Bindung von Epratuzumab an das CD22-
Oberflachenmolekul von B-Zellen wurde die Epratuzumab-FACS-Farbung der Farbung
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mit dem Anti-CD22-Antikdrper (Klon S-HCL-1) als Positivkontrolle sowie mit einem
IgG;-Antikorper (Isotypkontrolle) als Negativkontrolle gegenubergestellt. Bei der
Analyse der MFI der B-Zellen konnte sowohl nach Farbung mit dem Anti-CD22-
Antikérper S-HCL-1 als auch nach Epratuzumab-Bindung eine hohe MFI nachgewiesen
werden. Die Kontrollfarbung mit dem IgG;-Antikdrper hingegen zeigte sehr niedrige
MFI-Werte. Im dargestellten Beispiel (Abbildung 3-3) betrug die MFI nach Farbung mit
Epratuzumab 330, mit dem Anti-CD22-Antikérper (Klon S-HCL-1) 480 und mit der
Isotypkontrolle 2.

60
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N
0 - |sotypkontrolle IgG,, PE-gekoppelt
S —  Anti-CD22-Antikérper (S-HCL-1),
N
o PE-gekoppelt
N

3 4

10? 10
PE

10

Abbildung 3-3 Exemplarische Darstellung der MFI von CD19" B-Zellen eines gesunden Probanden
nach Inkubationen mit dem PE-gekoppelten Antikérper Epratuzumab (blaugriin),
dem Anti-CD22-Antikdrper (Klon S-HCL-1) (schwarz) u nd einem IgG ;-Antikorper
(grau) als Isotypkontrolle.

Der Anti-CD22-Antikorper Epratuzumab bindet spezifisch an das Oberflachenmolekiil
CD22 auf B-Zellen gesunder Probanden. Analoge Bestatigungen lieferten Fp)- und
Fap-Bindungsstudien des therapeutischen CD22-Antikdrpers auf B-Zellen von SLE-

Patienten [94]. Dies bildete die Grundlage der nachfolgenden Analysen.
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3.2.3. Bindung von Epratuzumab auf differenzierten B-Zell-

Subpopulationen von gesunden Probanden und SLE-Pati enten

3.2.3.1 Hohere Bindung von Epratuzumab auf CD27 im Vergleich zu CD27" B-Zellen

Da in den folgenden Versuchen der Effekt des Therapie-Antikorpers auf B-Zellen
verschiedener Reifestadien, d.h. naiven und Gedachtnis-B-Zellen untersucht werden
soll, wurde zuvor die spezifische Bindung von Epratuzumab auf jenen B-Zellen von
gesunden Probanden und SLE-Patienten analysiert. Dabei wurden die Populationen der
CD19" CD27 B-Zellen (im weiteren als CD27" bezeichnet) und die Gruppe der CD19"
CD27" B-Zellen (im weiteren als CD27" bezeichnet) differenziert.

Gesunde Versuchspersonen

Im Vergleich der MFI nach Farbung mit dem markierten Epratuzumab konnte fur CD27"
B-Zellen eine signifikant hohere MFI und somit eine hohere CD22-Expression als auf
CD27" Gedachtnis-B-Zellen nachgewiesen werden (p=0.0019, Mann-Whitney-Test,
N=8). Der arithmetische Mittelwert der MFI in der CD27" Population betragt 341 (+78),
wahrend die CD27" Population einen Wert von 185 (+42) aufwies. Damit fand sich auf
CD27 B-Lymphozyten eine etwa 84% hohere Epratuzumab-Bindung als auf CD27" B-
Lymphozyten (Abbildung 3-4 A).

A Gesunde Versuchspersonen B SLE-Patienten
g 500 p = 0,0019 = 5001 p = 0,0002
= 4501 %’ 4504
g g
@ 4001 ‘D 400+
i) Q
£ 35041 € 350
& &
o 300+ Q 3004
%3] 3]
L 2501 g b
5 1 5 250
iL 200+ T 2004
5 150 g 150
[0} - -
s [ £ 1
= 100 T T = 100 T T
CD27- B-ZellenCD27+ B-Zellen CD27- B-ZellenCD27+ B-Zellen

Abbildung 3-4 Vergleich der mittleren Fluoreszenzin  tensitdten der CD27 ~ und CD27" B-Zell-
Populationen nach Oberflachenfarbung mit dem markie rten Anti-CD22-Antikorper
Epratuzumab und anschlieBender FACS-Analyse. Es wurde der Mann-Whitney-Test
verwendet.
A Gesunde Versuchspersonen (p=0.0019, N=8) B SLE-Patienten (p=0.0002, N=11)
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SLE-Patienten

Die Unterschiede in der MFI dieser beiden B-Zell-Subpopulationen war bei SLE-
Patienten ebenfalls signifikant (p=0.0002, Mann-Whitney-Test, N=11). Bei den CD27" B-
Zellen zeigte sich im Vergleich zu den CD27" B-Zellen eine 88% héhere MFI. Der Wert
der CD27 B-Zellen lag bei durchschnittlich 325 (+74), wahrend die CD27" B-Zellen
einen MFI-Wert von 173 (¥41) aufwiesen. Abbildung 3-4 stellt die MFI-Werte beider B-

Zell-Subpopulationen jeweils von SLE-Patienten und gesunden Probanden gegenuber.

Die spezifische Bindung von Epratuzumab und damit die Expression des CD22-
Oberflachenmolekiils zeigte sich auf CD27" B-Zellen im Vergleich zu CD27" B-

Zellen nahezu doppelt so hoch. Dies wurde sowohl bei gesunden Probanden als

auch bei SLE-Patienten festgestellt.

3.2.3.2. Hochste Bindung von Epratuzumab auf CD27 IgD" B-Zellen nach

Differenzierung der B-Zellen anhand ihrer CD27- und IgD-Expression

Um weitere Erkenntnisse Uber die Expression des CD22-Molekils und die spezifische
Bindung Epratuzumabs auf B-Zell-Populationen zu erhalten, wurden die bereits
analysierten Zellpopulationen anhand ihrer IgD-Expression in je zwei weitere
Populationen unterteilt. Demnach wurden folgende vier B-Zell-Supopulationen
differenziert: CD27 IgD"* (naive, nicht klassengewechselte) B-Zellen; CD27 IgD" (bis
lang nur bei SLE vermehrt nachgewiesene, aberrante Gedachtnis-) B-Zellen; CD27*
IgD* (nicht klassengewechselte Gedachtnis-) B-Zellen und CD27" IgD
(klassengewechselte Gedachtnis-) B-Zellen. Diese Subpopulationen wurden ebenfalls

hinsichtlich ihrer Epratuzumab-Bindung analysiert.

Gesunde Versuchspersonen

Die MFI-Analyse der vier B-Zell-Subpopulationen nach Bindung des markierten
Epratuzumabs zeigte, dass die CD27" IgD" naiven B-Zellen die hochste und die CD27"
IgD” klassengewechselten Gedéachtnis-B-Zellen die geringste CD22-Expression
aufwiesen. Die MFI der CD27 IgD" B-Zellen betrug 350 (+81) und war damit signifikant
hoher als die MFI der beiden CD27" Gedéachtnis-B-Zell-Populationen, welche fiir die
CD27" IgD" nicht klassengewechselten Gedachtnis-B-Zellen bei 211 (#58) (p=0,003,
Mann-Whitney-Test, N=8) und fiir die CD27" IgD" klassengewechselten Gedachtnis-B-
Zellen bei 168 (+45) (p=0,006) lag. Beim Vergleich der naiven CD27 IgD*-Population
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mit den CD27" IgD" B-Zellen (MFI 259 +80) konnte im Mittel eine um ca. 26% geringere
Epratuzumab-Bindung auf der Zelloberfliche der CD27" IgD" B-Zellen festgestellt
werden. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (ns) (p>0,05).

Die CD27 IgD" B-Lymphozyten zeigten ausschlieRlich gegeniiber der CD27" IgD
Gedachtnis-Population eine signifikant hohere MFI (p=0,028). Zwischen den beiden
CD27"-Zell-Populationen konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden,
wobei die CD27" IgD" nicht klassengewechselten Gedachtnis-B-Zellen eine
durchschnittlich 25% hohere MFI aufwiesen als die CD27" IgD”™ klassengewechselte
Gedachtnis-Population. Diese Werte sind in Abbildung 3-5 dargestellt.

550-
p = 0,006

500- p =0,003

ns

450-
p =0,028

ns

—l— ns

400+

3504

3004

2504

—_1
2004

1504

1004 o L

50

Mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI)

CD271gD* CD27’lgD" CD27'IlgD* CD27%IgD"
B-Zell-Subpopulationen
Abbildung 3-5 MFI der vier CD27 '/+ IgD'“ B-Zell-Populationen nach Inkubation mit dem markie  rten
Anti-CD22-Antikdrper Epratuzumab und anschlie3ender FACS-Analyse.

Die Linien in den Balken entsprechen dem arithmetischen Mittelwert. Es wurde der Mann-
Whitney-Test verwendet (N=8).

SLE-Patienten

Auch die MFI-Analyse der B-Zellen von SLE-Patienten zeigte, dass die CD27 IgD"
naive B-Zell-Subpopulation mit einer durchschnittlichen MFI von 336 (x76) die héchste
Epratuzumab-Bindung — und somit die hdchste CD22-Dichte auf ihrer Zelloberflache —
aufwies. Damit war die MFI dieser CD27 IgD* B-Zellen signifikant hoher als die MFI
der anderen drei B-Zell-Subpopulationen. Es trat erneut die niedrigste MFI in der CD27"
IgD" klassengewechselten Gedachtnis-B-Zellpopulation mit einer MFI von 158 (+48)
(p=0,001, Mann-Whitney-Test, N=11) auf und war damit nur die Halfte gegenluber der
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CD27 IgD" naiven B-Zellen. Die MFI der CD27" IgD" nicht klassengewechselten
Gedachtnis-B-Zellen lag mit 215 (£30) &hnlich hoch wie die der CD27" IgD" Population
mit 254 (x77) (p>0,05), beide waren jedoch signifikant niedriger als die MFI der CD27"
IgD* naive B-Zell-Subpopulation (CD27" IgD* p=0,002, CD27 IgD" p=0,036). Im
Vergleich zu den CD27" IgD” klassengewechselten Gedachtnis-B-Zellen konnte jedoch
eine signifikant hohere MFI sowohl fir die CD27" IgD” B-Zellen (p=0,005) als auch fur
die CD27" IgD" nicht klassengewechselten Gedachtnis-B-Zellen (p=0,006)

nachgewiesen werden (Abbildung 3-6).
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Abbildung 3-6 MFI der vier CD27 o IgD'“ B-Zell-Populationen nach Inkubation mit markiertem
Epratuzumab und anschlielender FACS-Analyse (Mann-W  hitney-Test, N=8).

Die CD27 IgD* naive B-Zell-Population zeigte die hochste CD22-Expression.
Diese war im Vergleich zur Gruppe der CD27" IgD" klassengewechselten
Gedachtnis-B-Zellen, welche die niedrigste MFI aufwies, mehr als doppelt so hoch.
Das konnte sowohl bei gesunden Probanden als auch bei SLE-Patienten
festgestellt werden. Bei den gesunden Probanden zeigte sich innerhalb der CD27"
und der CD27" Subpopulation jeweils kein signifikanter Unterschied. Bei den SLE-
Patienten hatten CD27 IgD* naive B-Lymphozyten eine signifikant hohere CD22-
Expressionen als CD27 IgD” und CD27" IgD" B-Lymphozyten, welche wiederum
jeweils eine hohere Bindung als die CD27" IgD” klassengewechselten Gedachtnis-
B-Lymphozyten aufwiesen.
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3.3. Einfluss von Epratuzumab auf die Expressionvo  n CD62L und ;-
Integrin auf B-Zellen

Im Folgenden wurde der Effekt von Epratuzumab auf die Oberflachenexpression der
Adhasionsmolekile CD62L und B7-Integrin auf B-Zellen von gesunden Probanden und
SLE-Patienten durchflusszytometrisch untersucht. Dabei wurde jeweils die Gesamtheit
der CD19" B-Zellen und die CD27 und CD27" B-Zell-Subpopulationen analysiert.

3.3.1. Reduktion der CD62L-Expression auf B-Zellen nach Epratuzumab-

Inkubation

Gesunde Versuchspersonen

In der CD19" B-Zellpopulation zeigte sich eine signifikante Reduktion der CD62L-
Expression nach Inkubation mit Epratuzumab auf 49% (£6%) CD62L-exprimierenden
Zellen im Vergleich zur Kontrolle nach Inkubation ohne Epratuzumab mit 70% (£9%)
(p=0,004, Wilcoxon-Test N=9). Es wurde allerdings nur in der CD27" B-Zell-Population
eine signifikante Verringerung der CD62L-Expression in Hohe von durchschnittlich 38%
nachgewiesen. Wahrend nach Inkubation ohne Epratuzumab 74% (+12%) der CD27" B-
Zellen CD62L auf ihrer Oberflache exprimierten, waren es mit Epratuzumab 46% (x7%)
(p=0,004). Im Kompartiment der CD27" B-Zellen war eine geringe Differenz der CD62L-
exprimierenden Zellen erkennbar, welche jedoch nicht signifkant unterschiedlich war
(ohne Epratuzumab 64% +6%; mit Epratuzumab 60% £7%) (p>0,05, Abbildung 3-7).

CD27+ +E- —

ns

CD27+ 1 HH ——

CD27- +E
\ p = 0,004
CD27-

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

B-Lymphozyten Subpopulationen
ohne/ mit (+E) Epratuzumab

% der CD62L exprimierenden Zellen einer Zellpopulation

Abbildung 3-7 Frequenz der CD62L-exprimierenden Zel len innerhalb der CD27 ~und cD27" B-Zell-
Subpopulationen gesunder Probanden nach Inkubation ohne bzw. mit
Epratuzumab. Dargestellt sind arithmetischer Mittelwert und SD. (Wilcoxon-Test; N=9)
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SLE-Patienten

Bei der Analyse der PBMCs von SLE-Patienten wurde ebenfalls eine signifikante
Abnahme der Frequenz CD62L-exprimierender B-Zellen (p=0,004, Wilcoxon-Test N=9)
nach Epratuzumab-Inkubation, insbesondere in der CD27" Subpopulation, festgestellt.
Wahrend 58% (x19%) der CD27" B-Lymphozyten nach Inkubation ohne Epratuzumab
CD62L auf ihrer Oberflache exprimierten, waren es mit Epratuzumab 38% (x16%)
(p=0,004). Die Inkubation mit Epratuzumab fiihrte somit zu einer Reduktion der CD62L-
exprimierenden naiven B-Zellen um ca. 35%. Der Prozentsatz der CDG62L-
exprimierenden CD27" B-Zellen blieb bei dem Vergleich mit und ohne Epratuzumab
dagegen unverandert (49% +19% versus 44% +15% p>0,05) (Abbildung 3-8).
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Abbildung 3-8 Frequenz CDG62L-exprimierender Zellen in den CD27  und CD27° B-Zell-
Populationen von SLE-Patienten nach Inkubation ohne bzw. mit Epratuzumab.
Dargestellt sind jeweils der arithmetische Mittelwert und die SD. Es wurde der Wilcoxon-
Test verwendet (N=9).

Die In vitro-Inkubation mit Epratuzumab fihrte zu einer Reduktion der CD62L-
Expression bei CD27 naiven B-Zellen jedoch nicht bei CD27" Gedé&chtnis-B-
Lymphozyten. Die Reduktion konnte sowohl bei gesunden Versuchspersonen als
auch bei SLE-Patienten nachgewiesen werden und lag durchschnittlich bei 35-38%.
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3.3.2. Reduktion der B--Integrin-Expression auf B-Zellen nach

Epratuzumab-Inkubation

Gesunde Normalpersonen

Die CD19" B-Zellen von gesunden Probanden zeigten nach Inkubation mit
Epratuzumab eine signifikante Reduktion des Anteils der [;-Integrin-exprimierenden
Zellen (p=0,009, Wilcoxon-Test, N=9). Wahrend die Frequenz der [;-Integrin-
exprimierenden CD19" B-Zellen nach Inkubation ohne Epratuzumab bei 72% (+11%)
lag, wurden nach Inkubation mit Epratuzumab 55% (x12%) B7-Integrin-exprimierende
CD19" B-Zellen detektiert. Dieser Effekt war in der CD27 und CD27" B-Zell-
Populationen unterschiedlich stark ausgepragt. 83% (x9%) der CD27" B-Zellen wiesen
nach der Inkubation ohne Epratuzumab (;-Integrin auf ihrer Oberflache auf, wahrend es
mit Epratuzumab nur 64% (x13%) waren (p=0,004). Damit war in diesem Zell-
Kompartiment nach Inkubation mit Epratuzumab der Anteil B7-Integrin-exprimierender
Zellen durchschnittlich 24% niedriger. In der Gruppe der CD27" B-Zellen konnte
ebenfalls eine leichte, jedoch nicht signifikante Reduktion der Frequenz (;-Integrin-
exprimierender B-Zellen von 55% (+14%) auf 50% (+15%) beobachtet werden (p>0,05,
Abbildung 3-9).
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Abbildung 3-9 Frequenzen der B;-Integrin-exprimierenden Zellen der B-Zell-Subpopul  ationen von
gesunden Probanden nach Inkubation ohne bzw. mit Ep  ratuzumab. Dargestellt sind
der arithmetische Mittelwert und die SD. Es wurde der Wilcoxon-Test verwendet (N=9).
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SLE-Patienten

Die Epratuzumab-Inkubation flhrte in Proben von SLE-Patienten zu einer signifikanten
Reduktion B--Integrin-exprimierender CD19" B-Zellen (ohne Epratuzumab 60% (+8%),
mit Epratuzumab 52% (+x9%), p=0,004, Wilcoxon-Test, N=9). Die Differenzierung in
CD27 und CD27" Populationen zeigte, dass diese Abnahme in erster Linie erneut auf
die CD27 B-Zellen beschrankt war. Nach Inkubation ohne Epratuzumab wurde bei 71%
(x13%) dieser Zellen B+-Integrin auf der Zelloberflache detektiert. Die Frequenz der B7-
Integrin-exprimierenden Zellen mit Epratuzumab betrug dagegen 60% (+14%)
(p=0,004), somit lag eine durchschnittlich 16% geringere Expressionsfrequenz vor.
Innerhalb der CD27" B-Zellen zeigte sich keine signifikante Veranderung der B-
Integrin-Expressionsfrequenzen nach Epratuzumab-inkubation (ohne 39% +11%; mit
Epratuzumab 40% +9%) (Abbildung 3-10).
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Abbildung 3-10 Frequenzen der B,-Integrin-positiven Zellen der jeweiligen B-Zell-
Subpopulationen von SLE-Patienten  nach Inkubation ohne bzw. mit
Epratuzumab. Dargestellt sind der arithmetische Mittelwert und die SD. Es
wurde der Wilcoxon-Test verwendet (N=9).

Durch die In vitro-Inkubation mit Epratuzumab wurde die Frequenz (7-Integrin-
exprimierender B-Zellen bei gesunden Versuchspersonen und SLE-Patienten
reduziert. In beiden Probandengruppen konnte diese Reduktion auf die Population
der CD27 naiven B-Zellen zurtickgefuhrt werden und lag hier durchschnittlich bei 18-

24%. Die CD27" Zellpopulation zeigte unter Epratuzumab hingegen keine

signifikante Veranderung an B-Integrin-exprimierenden Zellen.
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3.4. Steigerung der In vitro - Migration von B-Zellen durch
Epratuzumab

Um erganzend zur veranderten Expression von Adhéasionsmolekilen auch mégliche
funktionelle  Auswirkungen einer Epratuzumab-Behandlung auf B-Zellen zu
untersuchen, wurden In vitro-Migrationsassays mit PBMCs von gesunden Probanden
und SLE-Patienten durchgefuhrt. Hierbei wurde der Einfluss von Epratuzumab sowohl
auf die spontane, d.h. Chemokin-unabhéngige Zellmigration, als auch auf die gezielte
Chemokin-induzierte Migration betrachtet. Dabei wurden die Chemokine CXCL12,
CXCL13 und die CXCR3-Liganden CXCL9, CXCL10 und CXCL11l in Kombination
verwendet. Es erfolgte die Analyse der Migrationsfrequenzen der gesamten CD19" B-
Zell-Population sowie der anhand ihrer CD27- und IgD-Expression differenzierten

Subpopulationen.

3.4.1. Erhohte spontane Migration von B-Zellen durc  h Epratuzumab

Um die Chemokin-spezifischen Effekte von Epratuzumab besser einordnen zu kénnen,
wurde anfanglich der Netto-Effekt von Epratzumab auf das Migrationsverhalten der B-
Zellen ohne Anwesenheit von Chemokinen (Basalmigration) untersucht. Hierfur wurden

Migrationsassays in 0,5%igem RPMI-BSA Medium durchgefihrt.

Gesunde Versuchspersonen

Nach Epratuzumab-Inkubation war die basale Transmigrationsrate der CD19" B-Zellen
von gesunden Probanden ohne Chemokin dreifach héher als ohne Epratuzumab. Die
durchschnittliche Migrationsfrequenz ohne Epratuzumab betrug 1,4% (+0,9%), wahrend
mit Epratuzumab 4,2% (+2,3%) der B-Zellen spontan migrierten (p=0,004, Wilcoxon-
Test, N=9, Abbildung 3-11). Der Effekt der erhbhten spontanen Migrationsrate konnte
bei allen vier Subpopulationen beobachtet werden. In der Gruppe der CD27 IgD*
naiven B-Zellen war er jedoch am deutlichsten ausgepragt (p=0,004). Die basale
Transmigrationsrate hatte sich hier durch Epratuzumab im Durchschnitt mehr als
vervierfacht. Eine ungefahre Verdopplung der Transmigrationsrate und damit auch ein
signifikanter Unterschied, war sowohl in der Gruppe der CD27 IgD" B-Zellen (ohne
Epratuzumab 2,9% *1,8%, mit Epratuzumab 5,4% *2,8%, p=0,008) als auch bei den
CD27" IgD  klassengewechselten Gedachtnis-B-Zellen (ohne Epratuzumab 3,0%
1+2,1%, mit Epratuzumab 5,4% +3,1%, p=0,008) zu sehen. Innerhalb der Population der
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CD27" IgD" nicht klassengewechselten Gedéachtnis-B-Zellen konnte ebenso eine
signifikante Steigerung der basalen Transmigrationsrate von 2% ohne auf 5% mit
Epratuzumab beobachtet werden (p=0,020) (Abbildung 3-11).
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Abbildung 3-11 Basale Transmigrationsrate der B-Zel  len und deren Subpopulationen von 9
gesunden Probanden nach Inkubation mit bzw. ohne Ep  ratuzumab.
A CD19" B-Zellen gesamt B CD27" IgD" klassengewechselte Gedéchtnis-B-Zellen C
CD27" IgD" nicht klassengewechselte Gedéchtnis-B-Zellen D CD27 IgD” B-Zellen E
CD27 IgD" naive B-Zellen. Es wurde der Wilcoxon-Test verwendet.
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SLE-Patienten

Die B-Zellen von SLE-Patienten zeigten ein vergleichbares Migrationsverhalten wie die
gesunder Probanden. Durch die Inkubation mit Epratuzumab kam es zu einer signifikant
erhdhten spontanen Transmigrationsrate. Diese war sowohl bei der gesamten CD19" B-
Lymphozyten-Population als auch bei den Subpopulationen nachweisbar (CD19" B-
Zellen p=0,004, Wilcoxon-Test, N=9) (Abbildung 3-12). Ohne Epratuzumab migrierten
im Durchschnitt 1,7% (+1,0%) der CD19" B-Zellen, wahrend mit Epratuzumab die
basale Transmigrationsrate auf 5,1% (+1,7%) anstieg. Auch hier war der Effekt von
Epratuzumab auf die Migration in der CD27 IgD" naiven B-Zell-Population am
deutlichsten und fiihrte zu mehr als einer Verdreifachung der durchschnittlichen
Transmigrationsrate von 1,8% (+1,2%) auf 6,2% (+2,5%) (p=0,004). In den Gruppen der
CD27 IgD” B-Lymphozyten und der CD27" IgD" klassengewechselten Gedé&chtnis-B-
Zellen konnten analog signifikante Erhohungen mit mehr als einer Verdoppelung der
Transmigrationsrate beobachtet werden. Dabei zeigten die CD27" IgD" B-Lymphozyten
ohne Epratuzumab eine basale Migrationsfrequenz von 2,6% (£1,2%), wahrend diese
mit Epratuzumab bei 5,8% (+2,6%) lag (p=0,004). In der Gruppe der CD27" IgD
klassengewechselten Gedéachtnis-B-Zellen betrug die spontane Migrationsrate ohne
Epratuzumab 1,6% (£1,0%), dagegen migrierten nach Epratuzumab-Inkubation 4,2%
(+2,6%) (p=0,004). Die CD27" IgD" nicht klassengewechselten Gedéachtnis-B-
Lymphozyten zeigten eine geringere Erhéhung von 3,9% (+3,1%) auf 7,6% (£5,2%)
unter Epratuzumab (p=0,016). Abbildung 3-13 fasst die Migrationsfrequenzen der
jeweiligen B-Zell-Populationen zusammen.
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Abbildung 3-12 Basale Transmigrationsrate CD19 " B-Zellen von SLE-Patienten nach
Inkubation ohne bzw. mit Epratuzumab.  Es wurde der Wilcoxon-Test
verwendet.
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Abbildung 3-13 Basale Transmigrationsrate der B-Zel  |-Subpopulation von 9 SLE-Patienten

nach Inkubation ohne bzw. mit Epratuzumab.  (Wilcoxon-Test)

B CD27" IgD” klassengewechselte Gedachtnis-B-Zellen C CD27" IgD" nicht
klassengewechselte Gedachtnis-B-Zellen D CD27" IgD” B-Zellen E CD27" IgD”
naive B-Zellen.

Epratuzumab fuhrte in In vitro-Transmigrationsexperimenten zu einer signifikant
hoheren basalen, Chemokin-unabhéangigen Migrationsfrequenz der CD19" B-
Lymphozyten. Dies trat sowohl bei Zellen gesunder Probanden als auch bei Zellen
von SLE-Patienten auf. In beiden Probandengruppen waren alle B-Zell-
Subpopulationen betroffen, wobei die Zunahme der Migrationsfrequenz in der
Subpopulation der CD27" IgD" naiven B-Lymphozyten mit einer Verfierfachung bzw.

Verdreifachung jeweils am deutlichsten ausgepréagt war.
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3.4.2 Chemokin-spezifische Migration CD19* B-Zellen unter Epratuzumab

Zur Untersuchung der Chemokin-induzierten Migration wurden die Chemokine CXCL12,
CXCL13 und die CXCR3-Liganden CXCL9, CXCL10 und CXCL11l in Kombination
getestet. Da unter Epratuzumab bereits ein signifikanter Anstieg der spontanen
Migrationsrate festgestellt wurde (3.4.1), wurde diese fur die Analyse der Chemokin-
spezifischen Migration jeweils von der Chemokin-spezifischen Migrationsrate
subtrahiert. Die so berechneten Migrationfrequenzen reflektieren damit die direkte,
chemokin-spezifische Migration und ermdglichen die Betrachtung des Nettoeffekts von

Epratuzumab auf die Chemokin-spezifische Migrationskapazitat von B-Zellen.

Gesunde Versuchspersonen

Die B-Zellen zeigten gegeniber allen Chemokinen eine signifikant hohere
Migrationsfrequenz nach Inkubation mit Epratuzumab als ohne Epratuzumab (CXCL12
p=0,020; CXCL13 p=0,012; CXCR3-Liganden p=0,020; Wilcoxon-Test, N=9). Die
spezifische Migrationsfrequenz gegenuber CXCL12 konnte durch Epratuzumab von
10,7% auf 19,1% fast verdoppelt werden. Gegenuiber CXCL13 wurde eine Steigerung
von 12,9% auf 26,0%, bei den CXCR3-Liganden von 4,7% auf 9,5% festgestellt
(Abbildung 3-14 A), so dass auch hier durch Epratuzumab eine Verdopplung der
spezifischen Migrationsfrequenz zu beobachten war.

SLE-Patienten

Vergleicht man die entsprechenden Migrationsfrequenzen der B-Zellen von SLE-

Patienten nach Inkubation mit bzw. ohne Epratuzumab, féllt auf, dass es nur gegenuber
CXCL12 zu einer signifikant héheren Migrationsrate unter Epratuzumab kam (p=0,016
Wilcoxon-Test, N=8). Diese war mit 17,7% (£7,3%) mehr als 70% hoher als die
Migrationsfrequenz der B-Zellen ohne Epratuzumab (10,3% 5,5%). Gegenuber
CXCL13 zeichnete sich ebenfalls tendenziell eine hoéhere Migrationsfrequenz unter
Epratuzumab ab. Die Migrationsfrequenz ohne Epratuzumab lag bei 9,5% (+5,4%) und
stieg unter Epratuzumab auf 12,1% (+5,6%) an. Dieser Unterschied war jedoch nicht
signifikant (p>0,05). Die Chemokin-spezifischen Migrationsfrequenzen der B-Zellen
gegeniber den CXCR3-Liganden unterschieden sich nach Inkubation ohne bzw. mit
Epratuzumab nicht (5,2% £3,1% vs. 5,7% +2,3% p>0,05) (Abbildung 3-14 B).
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A CD19" B-Zellen gesunder Probanden B CD19* B-Zellen SLE-Patienten
p=0,012
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CXCL12  CXCL13 CXCR3-Liganden CXCL12 CXCL13 CXCR3-Liganden
Chemokingradient, Inkubation ohne (-)/ mit (+) Emab Chemokingradient, Inkubation ohne (-)/ mit (+) Emab
Abbildung 3-14 Spezifische Migrationsfrequenzen von CD19" B-Zellen gegeniiber den
Chemokinen CXCL12, CXCL13 und den CXCR3-Liganden CX CL9, CXCL10
und CXCL11 nach Inkubation mit und ohne Epratuzumab . Es sind die

arithmetischen Mittelwerte und die SDs dargestellt. Es wurde der Wilcoxon-Test
verwendet. A Gesunde Probanden (N=9). B SLE-Patienten (N=8).

Epratuzumab fiihrte bei CD19" B-Zellen gesunder Probanden zu einer fast 100%
hoheren spezifischen Migrationsfrequenz gegentber CXCL12, CXCL13 und den
CXCR3-Liganden (CXCL9, CXCL10, CXCL11) , wahrend bei SLE-Patienten nur eine
signifikante Steigerung der Migrationsrate der CD19" B-Zellen gegeniiber dem
Chemokin CXCL12 in Ho6he von 70% nachgewiesen werden konnte. Insgesamt
konnte jedoch eine deutliche Beeinflussung der Migration nach CD22-Bindung belegt

werden.

3.4.3. Chemokin-spezifische Migration der B-Zell-Su bpopulationen unter
Epratuzumab

Die Analyse der anhand ihrer CD27- und IgD-Expression differenzierten B-Zellen
hinsichtlich ihrer chemokin-spezifischen Migration unter Epratuzumab, konnte weitere

Einsichten zum differenzierten Migrationspotential dieser Subpopulationen beibringen.
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3.4.3.1. CXCL12
Gesunde Versuchspersonen

Bei Betrachtung der einzelnen B-Zell-Populationen zeigte sich, dass der Effekt der
signifikant erhdhten Migrationsrate gegentber CXCL12 im Wesentlichen auf die
Population der CD27 IgD" naiven B-Zellen beschrankt war (p=0,002, Wilcoxon-Test,
N=9). Die Migrationsfrequenz der CD27" IgD* B-Lymphozyten hat sich dabei von 10,0%
(£8,4%) auf 21,3% (x12,7%) unter Epratuzumab mehr als verdoppelt. Die anderen
Subpopulationen (CD271gD", CD27" IgD", CD27" IgD"* B-Zellen) hingegen wiesen keine
substantielle Veranderung ihres Migrationsverhaltens auf (Abbildung 3-15).
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Abbildung 3-15 CXCL12-spezifische Migrationsrate de  r B-Zell-Subpopulationen gesunder

Probanden ohne bzw. mit Epratuzumab.  (Wilcoxon-Test; N=9).

A CD27" IgD" klassengewechselte Gedéachtnis-B-Zellen B CD27" IgD" nicht
klassengewechselte Gedéchtnis-B-Zellen C CD27 IgD” B-Zellen D CD27 IgD*
naive B-Zellen.
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SLE-Patienten

In der Auswertung der vier B-Zell-Subpopulationen von SLE-Patienten fand sich die
signifikante Steigerung der Migrationsrate unter Epratuzumab ausschlieRlich innerhalb
der beiden CD27  B-Lymphozyten-Populationen. Dabei sah man in der CD27 IgD*
naiven Subpopulation eine 80%ige Steigerung der Migrationsfrequenz nach
Epratuzumab-Inkubation. Die Proben ohne Antikdrper wiesen eine Migrationsrate von
15,5% (x7,9%) auf, wahrend diese mit Epratuzumab 28,0% (+£10,0%) betrug (p=0,008
Wilcoxon-Test, N=8). In der Population der CD27" IgD" B-Lymphozyten migrierten ohne
den Antikorper 6,3% (£5,3%), mit dem Monoklonal hingegen 13,7% (+9,4%) (p=0,008).
Damit kam es zu einer Verdopplung der Migrationsrate nach Epratuzumab-Inkubation.
Die Migrationsraten der CD27° Gedéachtnis-B-Zell-Populationen zeigten keine

signifikanten Veranderungen (p>0,05) (Abbildung 3-16).
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Abbildung 3-16 CXCL12-spezifische Migrationsrate de  r B-Zell-Subpopulationen von SLE-

Patienten nach Inkubation ohne bzw. mit Epratuzumab (Wilcoxon-Test; N=8).
A CD27" IgD klassengewechselte Gedéachtnis-B-Zellen B CD27" IgD" nicht
klassengewechselte Gedachtnis-B-Zellen C CD27" IgD” B-Zellen D CD27 IgD"
naive B-Zellen.
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3.4.3.2. CXCL13
Gesunde Versuchspersonen

Die Analyse der Subpopulationen ergab im Wesentlichen fir CD27 B-Zellen eine
signifikante Zunahme der Migrationsfrequenz gegeniber dem CXCL13-Gradienten
unter Epratuzumab. Wahrend die Gruppe der CD27 IgD" naiven B-Zellen eine
Migrationszunahme von mehr als 150% unter Epratuzumab zeigte (10.5% (£7.4%) auf
26,7% (x14,3%), p=0,008 Wilcoxon-Test, N=9), betrug diese fur CD27" IgD" B-Zellen
weniger als 50% (11,9% (+4,3%) auf 17,4% (+8,3%), p=0,020). CD27" B-Lymphozyten
lieBen keine eindeutige Veranderung des Migrationsverhaltens unter Zugabe von
Epratuzumab erkennen (p>0,05) (Abbildung 3-17).
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Abbildung 3-17 CXCL13-spezifische Migrationsrate de r B-Zell-Subpopulationen gesunder
Probanden nach Inkubation ohne bzw. mit Epratuzumab (Wilcoxon-Test;

N=9).

A CD27" IgD" klassengewechselte Gedachtnis-B-Zellen B CD27" IgD" nicht
klassengewechselte Gedéchtnis-B-Zellen C CD27 IgD” B-Zellen D CD27 IgD"
naive B-Zellen.
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SLE-Patienten
Wie bereits bei Untersuchungen der gesamten B-Zell-Population, waren auch bei

individueller Betrachtung der vier differenzierten B-Zell-Subpopulationen keine
Unterschiede erkennbar (p>0,05, Wilcoxon Test, N=9). Die Migrationsfrequenzen mit

und ohne Epratuzumab sind in Abbildung 3-18 zusammengefasst.
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Abbildung 3-18 CXCL13-spezifische Migrationsrate de  r B-Zell-Subpopulationen von SLE-
Patienten nach Inkubation ohne (-) bzw. mit (+) Epr  atuzumab (Wilcoxon-Test;

N=9).

A CD27" IgD" klassengewechselte Gedéchtnis-B-Zellen B CD27" IgD" nicht
klassengewechselte Gedachtnis-B-Zellen C CD27" IgD™ B-Zellen D CD27" IgD"
naive B-Zellen.

3.4.3.3. CXCR3-Liganden (CXCL9, CXCL10, CXCL11)

Gesunde Versuchspersonen

Die differenzierte Analyse der B-Zellen unter Epratuzumab zeigte, dass die signifikante
Zunahme der Migrationsrate gegeniber den CXCR3-Liganden nicht alle Populationen
betraf. Erneut lieRen sich die deutlichsten Effekte von Epratuzumab in der Gruppe der

CD27 IgD" naiven B-Zellen nachweisen. Hier konnte eine fast 150%ige Steigerung der
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Migration von 3,3% (+2,3%) ohne Epratuzumab auf 8,3% (+5,6%) mit Epratuzumab
festgestellt werden (p=0,008, Wilcoxon-Test, N=9). Interessanterweise war ebenfalls
eine signifikante Migrationszunahme in der CD27" IgD" nicht klassengewechselten
Gedachtnis-B-Zell-Population von durchschnittlich 6,5% (+4,5%) auf 11,1% (£8,1%) zu
sehen (p=0,040). Die Population der CD27 IgD" und der CD27" IgD" B-Zellen zeigten
wiederum keine signifikanten Migrationsveranderungen (p>0,05;Abbildung 3-19).
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Abbildung 3-19 CXCR3-Liganden-spezifische Migration srate der B-Zell-Subpopulationen
gesunder Probanden mit Epratuzumab gegeniber Kontro llen (Wilcoxon-

Test; N=9). A cD27" IgD” klassengewechselte Gedéachtnis-B-Zellen B cD27"
IgDJr nicht klassengewechselte Gedachtnis-B-Zellen C CD27 IgD” B-Zellen D
CD27 IgD" naive B-Zellen.

SLE-Patienten
Innerhalb der B-Lymphozyten von SLE-Patienten fand sich gegentber den CXCRS3-

Liganden keine verdnderte Migration durch Epratuzumab-Inkubation, einschlief3lich der
differenzierten Betrachtung einzelner Subpopulationen (p>0,05, Wilcoxon-Test, N=9)
(Abbildung 3-20).
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Abbildung 3-20 CXCR3-Liganden-spezifische Migration  srate der B-Zell-Subpopulationen

von SLE-Patienten (Wilcoxon-Test; N=9).

A CD27" IgD klassengewechselte Gedéachtnis-B-Zellen B CD27" IgD" nicht
klassengewechselte Gedéchtnis-B-Zellen C CD27 IgD” B-Zellen D CD27 IgD"
naive B-Zellen.

Epratuzumab fuhrt zu einer erhohten Chemokin-spezifischen Migration von B-Zellen.
Den grol3ten Effekt weist dessen CD22-Bindung auf CD27" B-Zellen, insbesondere
auf CD27 IgD" naive B-Lymphozyten, auf. Sowohl die Migrationsveranderungen von
gesunden Probanden gegenuber allen Chemokinen (CXCL12, CXCL13 und die
CXCR3-Liganden CXCL9, CXCL10, CXCL11), als auch die von SLE-Patienten
gegenuber CXCL12 beruhten auf substantiellen Verédnderungen in dieser
Subpopulation. Bei SLE-Patienten konnte zusétzlich eine erhéhte Migrationsrate der
CD27 IgD" Zellen gegenuber CXCL12 nach Epratuzumab-Inkubation nachgewiesen
werden. Bei gesunden  Versuchspersonen beruhte die  signifikante
Migrationserhohung gegeniiber CXCL13 durch den Antikdrper ebenfalls zusatzlich
auf CD27 IgD" B-Zellen. Gegenuber den CXCRS3-Liganden wurde bei gesunden
Probanden eine erhéhte Migration der CD27 IgD" naiven B-Zellen sowie der CD27*

IgD" nicht klassengewechselten Gedachtnis-B-Zellen detektiert.
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3.5. Vergleich der Effekte Epratuzumabs auf B-Zelle n gesunder

Probanden und auf B-Zellen von SLE-Patienten

In Experimenten zur Untersuchung des Proliferationsverhaltens von B-Zellen unter
Epratuzumab wurden signifikante Unterschiede bei B-Zellen von gesunden Probanden
und SLE-Patienten festgestellt [1]. Aus diesem Grund wurden die in den
vorangegangenen Experimenten untersuchten Effekte Epratuzumabs auf B-Zellen von
gesunden Versuchspersonen und SLE-Patienten hier noch einmal hinsichtlich
signifikanter Unterschiede verglichen. Dabei wurde die Bindung von Epratuzumab auf
der Zelloberflache und die Wirkung auf die Expression der Adhasionsmolekiile CD62L
und B7-Integrin als auch auf das Migrationsverhalten der verschiedenen B-Zell-
Subpopulationen untersucht. Die Ergebnisse dieser Vergleiche sind nachfolgend
dargelegt und in Ubersichtstabellen zusammengefasst. Zur Berechnung der
Signifikanzen wurde jeweils der Mann-Whitney-Test verwendet.

3.5.1. Epratuzumab-Bindung

Es wurden die mittleren Fluoreszenzintensitaten der Zellen gesunder Probanden und
SLE-Patienten nach Inkubation mit markiertem Epratuzumab verglichen. Dabei wurden
jeweils die differenzierten B-Zell-Subpopulationen beider Versuchsgruppen gegeniiber
gestellt. Keiner der Vergleiche der jeweiligen Zell-Populationen von gesunden Personen
und von SLE-Patienten wies einen signifikanten Unterschied beziglich der Bindung

Epratuzumabs und damit der CD22-Expression auf (Tabelle 3-1).

Tabelle 3-1 Vergleich der MFI der B-Zell-Population en von gesunden Probanden (HD, N=8) und
SLE-Patienten (SLE, N=11) nach Inkubation mit marki ertem Epratuzumab und
anschlieBender FACS-Analyse (Mann-Whitney-Test).

Zell-Population p-Werte statistischer Vergleich HD vs. SLE
CD27 B-Zellen p > 0,05
CD27" B-Zellen p > 0,05
MFI nach Bindung S—
CD27 IgD" B-Zellen p > 0,05
des PE-gekoppeltem _ _
CD27 IgD" B-Zellen p > 0,05
Epratuzumab . .
CD27" IgD" B-Zellen p > 0,05
CD27" IgD” B-Zellen p > 0,05
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3.5.2. Anderung der Expressionsfrequenzen der Adhdas  ionsmolekiille CD62L und
B7-Integrin durch Epratuzumab-Inkubation

Ermittelt wurde der Effekt von Epratuzumab auf die Expressionsfrequenzen des
jeweiligen Oberflachenmolekuls durch Berechnung folgender Differenz:

Expressionsfrequenz nach Inkubation  — Expressionsfrequenz nach Inkubation

mit Epratuzumab ohne Epratuzumab

Nachfolgend werden diese berechneten Differenzen der jeweiligen B-Zell-Population
gesunder Versuchspersonen mit jenen der SLE-Patienten verglichen um festzustellen,
ob der Effekt von Epratuzumab in den beiden Versuchsgruppen unterschiedlich war.

3.5.2.1. CD62L
In beiden Versuchsgruppen war eine Reduktion der CD62L-exprimierenden CD19" B-

Zellen zu verzeichnen. Diese betrug bei gesunden Probanden im Durchschnitt 21%
(x9%), wahrend die B-Zellen von SLE-Patienten nur eine Abnahme von 14% (x7%)
zeigten. Es konnte kein signifikanter Unterschied bei dem Vergleich CD19" B-Zellen
von Gesunden und SLE-Patienten festgestellt werden. Bei Betrachtung der
differenzierten CD27  B-Zellen, konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Reduktion der CD62L-exprimierender Zellen von gesunden Probanden
und SLE-Patienten nachgewiesen werden. In der Population der CD27" B-Lymphozyten
war in beiden Versuchsgruppen keine Reduktion durch Epratuzumab feststellbar und
auch bei dem Vergleich des Effekts konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt

werden.

3.5.2.2. B-Integrin
Die B+-Integrin-Expression war auf der Oberfliche CD19" B-Zellen nach Inkubation mit

Epratuzumab signifikant reduziert. Dies betraf sowohl die Zellen gesunder Probanden
als auch die von SLE-Patienten. Bei dem Vergleich dieser Reduktion konnte jedoch
festgestellt werden, dass es bei Gesunden zu einer signifikant héheren Reduktion der
B7-Integrin-exprimierenden Zellen kam als in den Proben der Patienten (p=0,005, Mann-
Whitney-Test, N=9). Bei dem Vergleich der CD27" und der CD27" B-Zell-Populationen

zeigte sich, dass der Effekt von Epratuzumab in beiden Zell-Populationen bei gesunden
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Probanden signifikant hoher war als bei den SLE-Patienten. In der CD27" Population
kam es bei Gesunden zu einer Reduktion um 20% (x7%), wahrend die B-Zellen der
Patienten eine Abnahme von 11% (#5%) aufwiesen (p=0,019). Die CD27" B-Zellen
zeigten in beiden Versuchsgruppen keine bedeutsamen Veranderungen durch
Epratuzumab. Vergleicht man jedoch die Effekte miteinander kann ein signifikanter
Unterschied nachgewiesen werden (p=0,017). Wahrend bei gesunden Probanden eine
leichte Reduktion der Frequenz Bs-Integrin-exprimierender CD27" B-Zellen von 4%
(+5%) zu verzeichnen war, kam es bei den CD27" B-Zellen der Patienten sogar zu einer
Zunahme um 1% (£3%) (Abbildung 3-21).
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Abbildung 3-21 Anderung der B--Integrin-Expressionsfrequenz  durch  Epratuzumab-

Inkubation in der CD19 * B-Zell-Population und den CD27 ~ und CD27°
Subpopulationen gesunder Personen (HD) und SLE-Pati  enten (SLE) (Mann-
Whitney-Test; N=9).

Der Effekt von Epratuzumab auf die CD62L-Expression auf B-Zellen unterscheidet
sich nicht signifikant zwischen gesunden Probanden und SLE-Patienten. Der Effekt
auf die PB7-Integrin-Expression der B-Zellen gesunder Personen und Patienten
unterscheidet sich jedoch signifikant. Es kam bei gesunden Probanden in allen B-

Zell-Populationen zu einer ausgepragteren Reduktion der B,-Integrin-exprimierenden

Zellen.
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3.5.3. Migration

In der Auswertung des Transmigrationsassays wurden jeweils die gesamten CD19" B-
Lymphozyten analysiert. Anschlie3end wurde diese Zellgruppe anhand ihrer CD27- und
IgD-Expression noch einmal differenziert betrachtet. Die Migrationsraten wurden jeweils
nach Inkubation mit bzw. ohne Epratuzumab bestimmt. Der Effekt Epratuzumabs auf
die Migrationsrate wurde anschlieRend fir jede Zell-Population separat mit Hilfe

folgender Gleichung berechnet:

Migrationsfrequenz nach Inkubation - Migrationsfrequenz nach Inkubation

mit Epratuzumab ohne Epratuzumab

Nachfolgend wird dieser Effekt auf die Migration der differenzierten B-Zell-Populationen
gesunder Probanden und SLE-Patienten verglichen. Alle ermittelten Signifikanzen

dieser Gegentiberstellungen sind in Tabelle 3-2 zusammengefasst.

3.5.3.1. Spontane Migration

Sowohl die B-Zellen gesunder Probanden als auch die B-Lymphozyten von SLE-
Patienten zeigten durch Epratuzumab eine Steigerung der spontanen Migrationsrate
gegeniber 0,5%igem RPMI/BSA Medium. Bei dem Vergleich dieser
Migrationsanderung der B-Zellen konnte sowohl fiir die gesamten CD19" B-Zellen als
auch fur alle Subpopulationen kein signifikanter Unterschied zwischen den B-Zellen
gesunder Probanden und den Patienten nachgewiesen werden (p>0,05). Damit kann
festgehalten werden, dass sich der Effekt von Epratuzumab auf die spontane
Migrationsrate der B-Zellen von gesunden Probanden und von SLE-Patienten nicht
unterscheidet (Tabelle 3-2).

3.5.3.2. Chemokin-induzierte Migration

Die B-Zellen gesunder Versuchspersonen zeigten unter Epratuzumab eine
Migrationszunahme gegentuber allen Chemokinen (CXCL12, CXCL13, CXCRS3-
Liganden CXCL9, CXCL10, CXCL11), wahrend diese bei den B-Zellen von SLE-
Patienten auf das Chemokin CXCL12 begrenzt war. Bei dem direkten Vergleich des
Effekts von Epratuzumab auf die Migrationsfrequenzen der CD19" B-Zellen gesunder
Probanden und SLE-Patienten zeigte sich ein signifikanter Unterschied gegentber
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CXCL13 und den CXCR3-Liganden. Wahrend bei gesunden Probanden durch
Epratuzumab-Inkubation 30% (£10%) mehr B-Zellen gegeniber einem CXCL13-
Chemokin-Gradienten migrierten, war bei SLE-Patienten nur eine Migrationssteigerung
von 3% (+5%) zu sehen (p=0,038). Gegenuber den CXCR3-Liganden migrierten bei
Gesunden durch Epratuzumab-Inkubation 5% (+4%) mehr, wahrend bei SLE-Patienten
keine Anderung der Migrationsrate zu sehen war (1% (+3%)) (p=0,030) (Abbildung 3-
22, Tabelle 3-2).
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Abbildung 3-22 Anderung der Chemokin-spefizischen M igrationsrate  CD19 * B-Zellen
gesunder Probanden (HD) im Vergleich zu SLE-Patient en (SLE) durch
Epratuzumab-Inkubation. Gegeniiber den Chemokinen CXCL12, CXCL13 und
den kombinierten CXCR3-Liganden CXCL9, CXCL10, CXCL11 (Mann-Withney-
Test; N=9).

CXCL12

In beiden Versuchsgruppen war durch Epratuzumab-Inkubation gegeniber einem

CXCL12-Gradienten ein deutlicher Anstieg der Migrationsfrequenzen in erster Linie in

der CD27 IgD" naiven B-Zell-Populationen nachweisbar. Der Vergleich des Effektes

von Epratuzumab auf die CXCL12-spezifischen Migrationsfrequenzen der anhand von

CD27- und IgD-Expression differenzierten B-Zell-Subpopulationen von Gesunden und

Kranken zeigte keinen signifikanten Unterschied (p>0,05 Mann-Whitney-Test, N=9)

(Tabelle 3-2).
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CXCL13
Der Vergleich der CD19" B-Zellen (Abbildung 3-22) wies einen bedeutenden
Unterschied des Effekts von Epratuzumab auf die Migrationsfrequenzen gegenuber
CXCL13 auf. Anschliel3end wurden die einzelnen B-Zell-Subpopulationen miteinander
vergleichen. Dabei konnte festgestellt werden, dass alle B-Zell-Populationen gesunder
Probanden einen gréReren Zuwachs der Migrationsrate unter Epratuzumab zeigten.
Diese Zunahme war bei den CD27 IgD" naiven B-Zellen gesunder Probanden mit
durchschnittlich 16% (£11%) signifikant héher als bei SLE-Patienten (5% (£7%))
(p=0,032). Des weiteren zeigten die CD27" IgD~ Memory-B-Zellen einen signifikanten
Unterschied (p=0,032). Wahrend es hier bei den Gesunden durchschnittlich zu einer
leichten Erhéhung der Migrationsfrequenz (6% +9%) kam, wurde bei SLE-Patienten
erstaunlicherweise im Mittel sogar eine leichte Verminderung festgestellt (-1% £2%). In
den Kompartimenten der CD27 IgD B-Zellen und der CD27" IgD" nicht
klassengewechselten Gedéachtnis-B-Zellen zeigte sich bei gesunden Probanden ein
etwas hoherer Migrationszuwachs, jedoch konnten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden (p>0,05) (Abbildung 3-23, Tabelle 3-2).
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Abbildung 3-23 Anderung der CXCL13-spezifischen Mig rationsrate der  B-Zell-
Subpopulationen gesunder Probanden (HD) im Vergleic  h zu SLE-Patienten
(SLE) durch Epratuzumab-inkubation  (Mann-Withney-Test; N=9). Folgende
Subpopulationen wurden verglichen: CD27 IgD" naive B-Zellen, CD27 IgD" B-
Zellen, CD27" IgD" nicht klassengewechselte Gedachtnis-B-Zellen und CD27"
IgD" klassengewechselte Gedachtnis-B-Zellen.
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CXCR3-Liganden
Epratuzumab bewirkte gegentber den CXCR3-Liganden CXCL9, CXCL10 und CXCL11

eine signifikant hohere Migrationszunahme der CD19" B-Zellen gesunder Probanden

als vergleichsweise bei SLE-Patienten. Nachfolgend wurden die vier differenzierten
Subpopulationen von gesunden Probanden und SLE-Patienten hinsichtlich des Effektes
von Epratuzumab auf die Migration verglichen. Dabei konnte festgestellt werden, dass
in der CD27 IgD" naiven B-Zell-Population ein signifikanter Unterschied besteht
(p=0,014). Hier kam es bei gesunden Probanden durch Epratuzumab zu einer
Migrationszunahme von 6% (+4%), wéhrend diese Steigerung bei SLE-Patienten mit
0% (x3%) nicht vorhanden war. Bei Betrachtung der anderen B-Zell-Populationen war
zu erkennen, dass die B-Lymphozyten der Patienten insgesamt keine Anderung der
Migrationsfrequenz durch die Epratuzumab-inkubation zeigten. Im Gegensatz dazu
lieRen in den Proben der Gesunden die Kompartimente der CD27" B-Zellen einen
leichten Zuwachs erkennen (CD27" IgD* 5% bzw. CD27" IgD” 4%). Es konnte jedoch
kein signifikanter Unterschied zu den Proben der SLE-Patienten festgestellt werden
(p>0,05) (Abbildung 3-24, Tabelle 3-2).
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Abbildung 3-24 Durch Epratuzumab bewirkte Anderung der CXCR3-Liganden-spezifischen
Migrationsrate der B-Zell-Subpopulationen gesunder Probanden (HD) im
Vergleich zu SLE-Patienten (SLE) (Mann-Whitney-Test; N=9). Folgende
Subpopulationen wurden verglichen: CD27 IgD" naive B-Zellen, CD27 IgD" B-
Zellen, CD27° IgD" nicht klassengewechselte B-Zellen und CD27° IgD
klassengewechselten Gedachtnis-B-Zellen.
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Tabelle 3-2 Vergleich gesunder Probanden und SLE-Pa tienten hinsichtlich der Anderung der
spontanen bzw. Chemokin-spezifischen Migrationsfreq uenzen der differenzierten
B-Zell-Populationen unter Epratuzumab  (Mann-Whitney-Tests).

. Migrationsfrequenzenzanderung unter
Zell-Population o .
CD22 Ligation mit Epratuzumab
CD19" B-Zellen p > 0,05
CD27 IgD" B-Zellen p > 0,05
Spontane
o CD27" IgD" B-Zellen p > 0,05
Migration
CD27" IgD" B-Zellen p > 0,05
CD27" IgD” B-Zellen p > 0,05
CD19" B-Zellen p > 0,05
CXCL12- CD27 IgD" B-Zellen p > 0,05
spezifische CD27 IgD" B-Zellen p > 0,05
Migration CD27" IgD" B-Zellen p>0,05
CD27" IgD” B-Zellen p > 0,05
+ p = 0,038
CD19" B-Zellen
HD 13% (+10%), SLE 3% (+5%)
N p = 0,032
CXCL13- CD27 1gD™ B-Zellen
N HD 16% (x11%), SLE 5% (£7%)
spezifische
o CD27 IgD" B-Zellen p > 0,05
Migration . .
CD27" IgD™ B-Zellen p > 0,05
+ p = 0,024
CD27" IgD" B-Zellen
HD 6% (£9%), SLE -1% (x2%)
+ p = 0,030
CD19" B-Zellen
HD 5% (+4%), SLE 1% (£3%)
CXCRS3-
) ] . p=0,014
Liganden- CD27 IgD" B-Zellen
N HD 5% (+4%), SLE 0% (£3%)
spezifische
o CD27" IgD" B-Zellen p > 0,05
Migration . .
CD27" IgD™ B-Zellen p > 0,05

CD27" IgD” B-Zellen

p > 0,05




3. Ergebnisse 67

Die Steigerung der spontanen Migrationsfrequenz aller B-Zell-Populationen nach
Bindung des Anti-CD22-Antikdrpers zeigte keine signifikanten Unterschiede
zwischen den B-Zellen gesunder Probanden und SLE-Patienten. Ebenso
unterschied sich die CXCL12-spezifische Migrationszunahme unter Epratuzumab
in den B-Zell-Populationen beider Gruppen nicht signifikant. Gegentiber CXCL13
war nur eine Zunahme der Migrationsfrequenz bei B-Zellen gesunder Probanden
zu sehen. Hier zeigte sich ein signifikanter Unterschied, welcher lediglich die
CD27 IgD" und die CD27" IgD” Populationen betraf. Das heif3t die naiven und die
klassengewechselten Gedachtnis-B-Zellen gesunder Probanden zeigten unter
Epratuzumab einen deutlich hoheren Zuwachs der CXCL13-spezifischen
Migrationsfrequenz als die der SLE-Patienten. Gegenuber den CXCR3-Liganden
kam es nur in den Proben gesunder Probanden zu einem signifikanten
Migrationsanstieg unter Epratuzumab. Diese Zunahme war signifikant hoher als
die der B-Lymphozyten von SLE-Patienten, wobei bei differenzierter Betrachtung
nur die CD27" IgD" naiven B-Zellen gesunder Probanden eine signifikant hohere

Steigerung der Migrationsfrequenz durch die Epratuzumab-Inkubation aufwiesen.
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4. Diskussion

Die vorliegenden Untersuchungen belegen, dass der CD22-Antikorper Epratuzumab in
vitro sowohl die Expression der Adh&asionsmolekiille CD62L und B+-Integrin auf der B-
Zell-Oberflache als auch die Migration entlang definierter Chemokin-Gradienten
beeinflusst.

Epratuzumab bewirkte sowohl bei Gesunden als auch bei SLE-Patienten eine
signifikante Reduktion beider Adhasionsmolekiile, welche in erster Linie die Population
der CD27" B-Lymphozyten betraf. Diese hatte zugleich eine hthere CD22-Expression.
Des weiteren konnte ebenfalls in beiden Gruppen eine signifikante Steigerung der
spontanen Chemokin-unabhangigen Migration aller B-Zell-Subpopulationen beobachtet
werden. Die Zunahme der Chemokin-spezifischen Migration durch Epratuzumab
unterschied sich jedoch in den Probandengruppen. Wahrend bei gesunden Probanden
eine Steigerung der Migrationsfrequenz gegeniber allen Chemokinen (CXCL12,
CXCL13, CXCR3-Liganden) durch Epratuzumab nachgewiesen werden konnte, zeigten
die B-Zellen der SLE-Patienten nur eine erhdhte Migrationsrate gegeniber CXCL12. In
jedem Fall waren jedoch vorrangig die naiven CD27 IgD* B-Zellen betroffen, die
zugleich die effizienteste Epratuzumab-Bindung aufwiesen. Dies unterstitzt die These,
dass die beobachteten Effekte auf einer direkten Wirkung des Anti-CD22-Antikorpers
Epratuzumab mit zunehmender bzw. hoher Bindung, wie sie fur CD27 bzw. CD27 IgD"
B-Zellen belegt werden konnte, beruhen.

Der Vergleich der Effekte Epratuzumabs auf die B-Zellen gesunder Probanden und
SLE-Patienten konnte eine signifikant hohere Reduktion der B;-Integrin-Expression auf
B-Zellen von gesunden Probanden verzeichnen, wéahrend sich der Effekt auf die
CD62L-Expression in den beiden Gruppen nicht unterschied.

Auch die Auswirkung auf die spontane Migration der B-Zellen und die CXCL12-
spezifische Migration kann in beiden Probandengruppen als vergleichbar angesehen
werden. Die Chemokin-spezifische Migration gegentber CXCL13 und den CXCRS3-
Liganden zeigte hingegen Unterschiede. Die B-Zellen gesunder Probanden zeigten hier
unter Epratuzumab eine deutlich hdhere Migrationszunahme gegentber diesen
Chemokingradienten, wahrend die B-Zellen von SLE-Patienten keine signifikante

Veréanderung beobachten liel3en.
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4.1. Nachweis erniedrigter Lymphozytenzahlen bei SL  E-Patienten

In der durchflusszytometrischen Analyse konnte eine signifikant geringere Anzahl an B-
Zellen in den Blutproben von SLE-Patienten im Vergleich zu Kontrollen gesunder
Probanden nachgewiesen werden (Abbildung 3-1). Dieses Ergebnis bestatigte die fur
diese Krankheit beschriebene Lymphopenie, welche neben den T-Zellen auch die
Population der B-Lymphozyten betrifft [12;95]. Damit kdnnen die hier analysierten SLE-
Patienten als reprasentativ fur Patienten mit dieser Erkrankung betrachtet werden und
ihre Ergebnisse somit vergleichend den Analyseergebnissen der B-Zellen gesunder
Probanden gegenibergestellt werden. Des weiteren ist die hier belegte Lymphopenie

ein Ausdruck der im SLE deutlich veranderten Immunhomadstase.

4.2. Nachweis der CD22-Oberflachenexpression und de r spezifischen

Bindung von Epratuzumab

Die CD22-Expression auf der Zelloberflache und die spezifische Bindung von
Epratuzumab sind die Grundvoraussetzungen fir die CD22-vermittelte Wirkung dieses

Therapie-Antikorpers und wurden aus diesem Grund initial untersucht.

4.2.1. CD22-Expression auf B-Zellen

Die Untersuchung der CD22-Expression auf PBMCs durch den Anti-CD22-Antikorper
(Klon S-HCL-1) und FACS-Analyse bestatigten die B-Zell-spezifische Expression dieses
Oberflachenmolekiils [78;96]. Das konnte sowohl bei gesunden Probanden (Abbildung
3-2) als auch bei SLE-Patienten gezeigt werden. Somit wurden B-Zellen als spezifische

Ziel-Zellpopulation der Behandlung mit Epratuzumab bestéatigt.

4.2.2. Spezifische Bindung des Anti-CD22-Antikérper s Epratuzumab

Die spezifische Bindung von Epratuzumab wurde durch Farbungen der PBMCs mit
markiertem  Epratuzumab, mit einem Anti-CD22-Antikbrper (S-HCL-1) als
Positivkontrolle sowie einem IgG;-Antikorper als Isotypkontrolle Uberprift. Ein mit der
Positivkontrolle vergleichbares Signal nach Epratuzumab-Bindung und ein fehlendes
Signal in der Negativkontrolle bestéatigten die CD22-Spezifitdtt von Epratuzumab
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(Abbildung 3-3). Die unwesentlich geringere Signalstarke des markierten Epratuzumabs
im Vergleich zur Positivkontrolle kann auf die Kopplung der Anti-CD22-Antik6rper an
unterschiedliche Mengen des Farbstoffes PE oder eine abweichende Affinitat der
Antikdrper gegeniber CD22 zuruckzufihren sein. Ein weiterer Grund kénnte die
Bindung an verschiedene Epitope des CD22-Molekiils sein. Der Anti-CD22-Antikorper
Klon S-HCL-1 bindet an die erste Ig-Domane des CD22-Molekils [74], wahrend
Epratuzumab an die dritte Ig-Domane und damit an eine Nicht-Liganden-Bindungs-
Doméane bindet [87;93]. Diese kénnte dem markierten Epratuzumab somit schwieriger

zuganglich sein, was in einer etwas geringeren Bindungskapazitat resultieren konnte.

4.2.3. Spezifische Bindung Epratuzumabs auf verschi edenen B-Zell-

Subpopulationen

Da das CD22-Molekil im Rahmen der B-Zell-Reifung unterschiedlich stark exprimiert
wird [78;79], wurde die Bindung Epratuzumabs auf der Oberflache verschiedener B-
Zell-Subpopulationen separat analysiert. Die B-Lymphozyten wurden anhand ihrer
CD27-Expression in CD27 B-Zellen, die vornehmlich aus naiven, transitionalen und
wenigen aberranten Gedachtnis-B-Zellen bestehen, und CD27" Gedéachtnis-B-Zellen
differenziert [25]. Es konnte bei gesunden Probanden und bei SLE-Patienten eine
deutlich hoéhere Bindungskapazitat Epratuzumabs auf CD27 B-Zellen nachgewiesen
werden (Abbildung 3-4, Abbildung 3-5 und Abbildung 3-6). Demzufolge weisen diese
Zellen eine hohere CD22-Expression auf ihrer Oberflache auf. Dies stimmt mit den
Ergebnissen der Untersuchung von 12 SLE-Patienten im Rahmen einer offenen,
klinischen Studie vor Therapiebeginn mit Epratuzumab Uberein [1]. Auf molekularer
Ebene konnte dies aulRerdem fir gesunde Probanden bestatigt werden. Dabei wurde
eine starkere CD22 mRNA-Expression bei CD27  B-Zellen im Vergleich zu CD27" B-
Zellen festgestellt (Platform ID: GPL570, accession no. [GEO:GSE17186]; Human B
cell subsets) [94].

Die heterogene Zusammensetzung der CD27" B-Zell-Population wird seit geraumer Zeit
intensiv diskutiert. Vor Kurzem konnte gezeigt werden, dass CD27 IgD" B-Zellen von
SLE-Patienten und gesunden Probanden genotypische, phanotypische und funktionelle
Eigenschaften von Gedéachtnis-B-Zellen aufweisen [13;15]. AuRerdem wurde bei
Lupus-Patienten eine Assoziation der CD27  IgD" B-Zell-Frequenz mit der

Krankheitsaktivitat und einer renaler Organbeteiligung festgestellt [13;97]. Aus diesen
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Grinden wurden die CD27 und die CD27" Subpopulationen folgend anhand ihrer IgD-
Expression in je zwei weitere B-Zell-Populationen differenziert, um anschliel3end eine
detailliertere Analyse der Epratuzumab-Bindungskapazitat und damit der CD22-
Expression auf diesen Subpopulationen durchzufiihren. Die Gruppe der naiven CD27"
IgD* B-Zellen zeigte sowohl bei Gesunden als auch bei SLE-Patienten die
ausgepragteste Epratuzumab-Bindung, wahrend die CD27" IgD™ klassengewechselten
Gedachtnis-B-Zellen die jeweils geringste Bindung aufwiesen. Gesunde Probanden
wiesen innerhalb der beiden CD27  und der beiden CD27" Subpopulationen keine
signifikanten Unterschiede auf. Bei SLE-Patienten zeigten jeweils die IgD" B-Zellen eine
signifikant héhere Epratuzumab-Bindung als die zugehoérigen IgD” Subpopulationen. In
der Literatur ist bisher beschrieben worden, dass die héchste CD22-Expression auf
reifen, naiven B-Zellen nachgewiesen werden kann [78;79]. Da diese vor dem ersten
Ag-Kontakt IgD-Molektle (bzw. IgD und IgM) jedoch keine CD27-Molekule auf ihrer
Oberflache exprimieren, stimmen die Ergebnisse der FACS-Analyse hier mit dieser
Aussage Uberein. Mit voranschreitender Reifung der B-Zelle, u. A. zur CD27-
exprimierenden Gedachtnis-B-Zelle, nimmt die CD22-Expression ab [78;79]. Auch das
spiegelt sich in den Ergebnissen unserer FACS-Analysen nach Epratuzumab-Bindung
mit geringeren Signalintensitaten in den CD27-exprimierenden Zellpopulationen wieder.
Die CD27" IgD" Zellen stellen dabei noch nicht klassengewechselte Gedachtniszellen
dar, wahrend die CD27" IgD" Zellen zu den reiferen, klassengewechselte Gedachtnis-B-
Zellen gehoren [25]. Die geringere Epratuzumab-Bindung auf CD27" IgD” Zellen stiitzt
somit ebenfalls die Hypothese der abnehmenden CD22-Expression mit zunehmender
Reifung zu Gedachtnis-B-Zellen bzw. Ag-Erfahrung mit folgendem Klassenwechsel. Die
Population der CD27 IgD" B-Zellen weisen in den hier durchgefiihrten FACS-Analysen
eine vergleichsweise &hnlich hohe Epratuzumab-Bindung zu den nicht
klassengewechselten Gedachtnis-B-Zellen (CD27" IgD™) auf. Dieses Ergebnis stiitzt die
kirzliche Klassifizierung der CD27" IgD” B-Zellen als Gedachtnis-B-Zellen [13;15].
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4.3. Reduktion der CD62L und B;-Integrin Expression auf B-Zellen
nach Inkubation mit Epratuzumab

Adhasionsmolekiile wie CD62L und B+-Integrin beeinflussen das Wanderungsverhalten
von Immunzellen wie den B-Lymphozyten. Um zu untersuchen, ob es unter
Epratuzumab zu einer veranderten Expression der Adhasionsmolekile auf B-
Lymphozyten kommt, welche ein verandertes Wanderungsverhalten der B-Zellen nach

sich ziehen kénnten, wurden diese beiden Oberflachenmolekile analysiert.

4.3.1. CD62L

CD62L ist am Zellwanderungsverhalten von B-Zellen in periphere lymphatische
Gewebe via HEV (high endothelial venules) und in entziindliches Gewebe beteiligt [41-
43]. In vitro konnte unter Epratuzumab eine signifikante Reduktion des CDG62L-
Oberflachenmolektls auf CD27" B-Zellen sowohl von gesunden Probanden als auch
von SLE-Patienten festgestellt werden, wahrend in der CD27" B-Zell-Population kein
Effekt durch Epratuzumab erkennbar war (Abbildung 3-7 und Abbildung 3-8).

Die Frequenz der CD62L-exprimierenden Zellen bei CD27" Gedéachtnis-B-Zellen des
peripheren Blutes war sowohl bei gesunden Probanden als auch bei SLE-Patienten
unabhangig von Epratuzumab geringer als bei den jeweiligen CD27 B-Zellen
(Abbildung 3-7 und Abbildung 3-8). Eine mdégliche Erklarung fur diese Beobachtung
kann die Abscherung von CD62L (sog. shedding) als Reaktion auf eine Lymphozyten-
Aktivierung [41] im Rahmen des Reifungsprozesses darstellen. Insgesamt konnte die
Ausgangssituation der geringeren CD62L-Expression auf CD27" B-Zellen zur Folge
haben, dass Epratuzumab auf diesen Zellen keine weitere Reduktion bewirken kann.
AuRerdem zeigt Epratuzumab eine signifikant geringere Bindung auf CD27" B-Zellen
(Abbildung 3-4), so dass ein schwacherer Effekt von Epratuzumab auf diese B-Zell-
Population auch auf einer geringeren CD22-Molekildichte beruhen kénnte.

Da CD62L im Rahmen des Migrationsprozesses durch die Vermittlung der ersten
Adhasion zu einer Verlangsamung der im Blutstrom befindlichen Zellen dient, ist es als
essentieller Faktor zur Initierung der leukozytaren Migration in lymphatische Organe
und entzindete Gewebe zu verstehen [40]. Die beobachtete Reduktion der CD62L-
Expression auf CD27" B-Zellen kdnnte somit in vivo eine Storung des rollings der Zellen
am Endothel der Blutgefalle und somit die Emigration der Zellen in die bzw. aus der

Blutzirkulation erschweren. In Untersuchungen von CDG62L-defizienten Mausen wurde
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eine bedeutsame Inhibierung der Lymphozyten-Rekrutierung in Entziindungsherde
nachgewiesen. Die Rekrutierung in die Milz war jedoch erhoht [98;99]. Die durch
Epratuzumab implizierte Reduktion der CD62L-Expression kdnnte somit einen erhéhten
Verbleib der Zellen in der Milz zur Folge haben, was eine moéglich Erklarung fur die
klinisch beobachtete verminderte B-Zell-Konzentration im Blut ware und durch eine
reduzierte Einwanderung in entzindetes Gewebe aufl’erdem zur Reduktion der
Krankheitsaktivitat beitragen konnte. Bei Untersuchungen von B-Zell-Lymphom-Zellen
wurde jedoch eine reduzierte CD62L-Expression in Zusammenhang mit einer erhéhten
Anzahl von Lymphozyten in der Zirkulation gebracht [100]. Dies konnte durch die
prinzipiell hohere B-Zell-Proliferation dieser Erkrankung oder aber durch die insgesamt
reduzierte Zellemigration aus dem Blutstrom bedingt sein, was den Einfluss weiterer
Faktoren auf die CD62L-vermittelte Adhasion mit folgender Migration impliziert.

Die biologischen Konsequenzen einer reduzierten CDG62L-Expression auf der
Zelloberflache humaner B-Zellen wurde in vivo noch nicht explizit untersucht. Dennoch
deuten bisherige Erkenntnisse daraufhin, dass eine Reduktion der CD62L-Expression
auf B-Zellen potentiell reduzierend auf die Induktion als auch auf die Unterhaltung einer

Entzindungsreaktion wirkt.

4.3.2. B;-Integrin

B7-Integrin initiiert das Zellwanderungsverhalten von B-Zellen vor allem in mukosale
Immungewebe und spielt auRerdem eine Rolle in der Migration in entziindliche Gewebe
[44;45]. Auch bei diesem Adhasionsmolekil konnte in vitro durch Epratuzumab eine
bedeutsame Reduktion der B7-Integrin-Expression auf der Oberflache von CD27" B-
Lymphozyten von gesunden Versuchspersonen und SLE-Patienten beobachtet werden.
Erneut zeigte das Kompartiment der CD27" B-Zellen beider Versuchsgruppen keine
signifikanten Veranderungen durch Epratuzumab (Abbildung 3-9 und Abbildung 3-10).

Die B;-Integrin-Expression auf CD27" B-Zellen sowohl bei Gesunden als auch bei
Patienten ist bereits ohne Epratuzumab-Einwirkung geringer als auf den CD27" B-
Lymphozyten (Abbildung 3-9 und Abbildung 3-10), was eine mdgliche Erklarung fir den
nicht signifikanten Effekt von Epratuzumab auf die CD27" B-Zellen sein kénnte. Eine
zweite maogliche Ursache ware wiederum die bereits im vorherigen Kapitel
beschriebene geringere Epratuzumab-Bindung auf CD27" B-Zellen (Abbildung 3-4),

welche einen geringeren Effekt zur Folge haben kénnte.
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Da Br-Integrin neben der Migration im GIT aufRerdem in die Migration in entzindliche
Gewebe involviert ist [44], kann spekuliert werden, dass eine reduzierte B;-Integrin-
Expression eine verminderte Rekrutierung der Lymphozyten in entziindlichen Lasionen
und in die lymphatischen Gewebe des GIT zur Folge hat. In B7-Integrin-defizienten
Mausen konnte nachgewiesen werden, dass die Bildung des GALT (gut-associated
lymphoid tissue) hier stark vermindert ist [44]. Des weiteren zeigten Neri et. al in In vivo-
Experimenten fur B,-Integrin-negative Multiples-Myelom-Zellen ein signifikant l&angeres
Vorhandensein in der Zirkulation, was am ehesten einer reduzierten Adh&sion und
nachfolgend reduzierter Migration in die lymphatischen Organe geschuldet ist [101].
Dies wirde die Annahme einer reduzierten Lymphozyten-Rekrutierung durch eine
geringere Br-Integrin-Expression stiitzen, wodurch sowohl die Reifung weiterer
autoreaktiver B-Zellen als die Unterhaltung der Entziindungsreaktion verringert sein
konnte. Die reduzierte B;-Integrin-Expression wuirde jedoch nicht die klinisch unter
Epratuzumab beobachteten reduzierten CD27  B-Zellen erklaren, so dass das
Zusammenspiel verschiedener am Migrationsprozess beteiligter Faktoren zu vermuten
ist. Fur genauere Aussagen bzgl. der Konsequenzen der reduzierten B7-Integrin-
Expression auf B-Zellen von gesunden Probanden und Lupus-Patienten sollten weitere
gezielte Untersuchungen durchgefihrt werden.

4.3.3. Zusammenfassung

Insgesamt betraf die Reduktion der beiden Adhasionsmolekille CD62L und B-Integrin
durch Epratuzumab in erster Linie die CD27 B-Lymphozyten. Gemeinsam mit der
nachgewiesenen signifikant hoheren Epratuzumab-Bindung auf der Zelloberflache der
CD27  B-Zellen spricht dies fur einen spezifischen Effekt von Epratuzumab in
Abhangigkeit vom Ausmald der Bindung. Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung
zu, dass Epratuzumab grundséatzlich eine Reduktion der Adh&sionsmolekil-Expression
auf B-Zellen bewirken kann, was jedoch im Widerspruch steht zu der ebenfalls unter
Epratuzumab auf B-Zellen von SLE-Patienten beschriebenen Expressionszunahme von
Bi-Integrin [94]. Damit ergibt sich die Frage, ob die Regulation der Adhasionsmolekile
CD62L und B7-Integrin bzw. die Wirkung von Epratuzumab auf deren Expression
intrazellular gekoppelt sein konnte. Dies sollte in weiterfihrenden Experimenten mit

Hinblick auf die CD22-Rezeptor-vermittelten Signalkaskaden untersucht werden.
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4.4. Steigerung der Migrationsfrequenzen von B-Zell  -Subpopulationen

unter Epratuzumab

Zur Betrachtung der Effekte von Epratuzumab auf funktionelle Eigenschaften der B-
Zellen wurden In vitro-Transmigrationsexperimente durchgefuhrt. Hierbei konnte bereits
eine erhohte chemokin-unabhangige spontane Migration tGber Fibronektin-beschichtete
Membranen festgestellt werden, welche zu gleichen MafRen bei allen B-Zell-
Subpopulationen gesunder Probanden und SLE-Patienten zu sehen war. Die chemokin-
spezifischen Migrationsanderungen unter Epratuzumab waren jedoch bei den beiden
Versuchsgruppen sehr unterschiedlich. Wéahrend die B-Zellen gesunder Probanden
eine erhohte Migrationsfrequenz gegentuber CXCL12, CXCL13 und den CXCR3-
Liganden (CXCL9, CXCL10, CXCL11) aufwiesen, zeigten die B-Zellen der Patienten
nur eine signifikante Migrationssteigerung gegeniiber CXCL12. Die separate Analyse
der Subpopulationen zeigte auf3erdem, dass die grof3te Migrationszunahme jeweils im
Kompartiment der CD27 IgD" B-Lymphozyten zu verzeichnen war. Dies stand in
Ubereinstimmung mit der erhéhten CD22-Expression als auch mit den Veranderungen
der Adhasionsmolekile CD62L und B+-Integrin auf der CD27  B-Zell-Population und
unterstitzt eine Abhangigkeit der Effekte vom CD22-Expressionsprofil.

4.4.1. Steigerung der spontanen Migrationsfrequenz

Die B-Lymphozyten sowohl von gesunden Spendern als auch von SLE-Patienten
reagierten in vitro auf Epratuzumab mit einer deutlich erh6hten chemokin-unabhangigen
Transmigration Uber eine Fibronektin-beschichtete pordse Membran (Abbildung 3-11,
Abbildung 3-12 und Abbildung 3-13). Da dies bei allen B-Zell-Subpopulationen
beobachtet werden konnte, lasst sich vermuten, dass es sich um einen generellen
Effekt der Epratuzumab-Bindung handelt, welcher nicht von der Quantitat des
gebundenen Epratuzumab bzw. dem Level der CD22-Expression abhéngig zu sein
scheint.

Als mogliche Ursache fiur die Migrationssteigerung unter Epratuzumab konnte eine
erhohte Zelloberflachen-Expression des Adhasionsmolekils Bi-Integrin, eines
Rezeptors des Fibronektins, spekuliert werden. Eine solche konnte fur SLE-Patienten
bereits nachgewiesen werden [94]. Eine temporare Hochregulation des [(i-Integrins
wurde aulRerdem bereits im Zusammenhang mit einer Reduktion der CD62L-Expression
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beschrieben, was mit den hier vorangegangenen Ergebnissen konform ist [41], was
jedoch in erster Linie lediglich die Migrationszunahme der CD27 B-Zellen erklaren
wirde. Neben einer verdnderten Expression von Adhasionsmolektlen, wéare auch ein
Einfluss der Epratuzumab-Bindung auf intrazellulare Signalkaskaden, mit Einfluss auf
die Aktin-Polymerisation, als Ursache der erhdhten Migration denkbar. Die Regulation
von am Migrationsprozess beteiligten Filamenten Uber phosphorylierte Kinasen ist fur
Neutrophile bereits kirzlich nachgewiesen wurden [102]. Obwohl CD22 in erster Linie
als inhibitorischer Ko-Rezeptor des BCRs bekannt ist, konnten ebenso
zytoplasmatische ITAM-Anteile sowie die Rekrutierung aktivierender Zellsignale und
Enzyme wie der Phosphoinositol-3 Kinase nachgewiesen werden [77]. Die
Phosphoinositol-3 Kinase spielt, unter Anderem vermittelt iber RAC1 (Ras-related C3
botulinum toxin substrate 1) eine wichtige Rolle in der Regulierung der Aktin-
Polymerisierung und der Zellmigration [103;104]. Dieses Enzym kénnte somit eine
Schlisselposition und eine mogliche Verbindung der CD22-vermittelten intrazellularen
Signalkaskade und der in vitro beobachteten Veranderung der Zellmotilitat im Rahmen
der Migration darstellen. Die experimentelle Uberprifung dieser Idee sollte durch

weiterfihrende Untersuchungen auf molekularer Ebene erfolgen.

4.4.2. Steigerung der Chemokin-spezifischen Migrati  onsfrequenz

Wie in Abbildung 3-14 erkennbar, bewirkt Epratuzumab unterschiedliche
Veranderungen der chemokin-spezifischen Migrationsfrequenzen CD19* B-Zellen von
gesunden Versuchspersonen als auch SLE-Patienten. Wahrend bei den CD19" B-
Zellen gesunder Probanden eine signifikante Migrationssteigerung gegeniiber CXCL12,
CXCL13 und den CXCR3-Liganden (CXCL9, CXCL10, CXCL11) beobachtet werden
konnte, zeigten die CD19" B-Lymphozyten der SLE-Patienten lediglich eine signifikante
Migrationszunahme gegentiber CXCL12. Im Weiteren wurden die CD277* und IgD™* B-
Zell-Subpopulationen  separat hinsichtlich  der  Migrationsveranderung  durch
Epratuzumab analysiert, wobei festgestellt werden konnte, dass der grofl3te Effekt von
Epratuzumab jeweils auf das Kompartiment der CD27 IgD" naiven B-Lymphozyten zu
beobachten war. Somit konnte auch durch diese Subanalyse eine préaferentielle
Wirkung von Epratuzumab auf naive, transitionale und wenige aberrante Gedachtnis-B-
Zellen in Ubereinstimmung mit den obigen Ergebnissen zu CD27 B-Zellen

dokumentiert werden.
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CXCL12

Bei gesunden Probanden kam es gegenuber CXCL12 durch Epratuzumab nur im
Kompartiment der CD27  IgD" B-Zellen zu einer signifikanten Migrationssteigerung,
wahrend bei den SLE-Patienten sowohl die CD27 IgD" als auch die CD27 IgD" B-
Lymphozyten betroffen waren (Abbildung 3-15 und Abbildung 3-16).

CXCL12 qilt als homoostatisches Chemokin und wurde in lymphatischen Organen, wie
beispielsweise der Milz bzw. dem Knochenmark, nachgewiesen [32;105]. In vitro zeigt
die Mehrheit aller B-Zellen gesunder Probanden eine hohe Expression des CXCL12-
bindenden Chemokin-Rezeptors CXCR4 [39], wobei eine signifikant hthere CXCRA4-
Expression auf CD27 B-Zellen im Vergleich zu CD27" B-Zellen nachgewiesen werden
konnte [106]. Dies wére ein moglicherweise beeinflussender Faktor fir die hier in vitro
beobachtete Migrationssteigerung der CD27 aber nicht der CD27" B-Zellen nach
Epratuzumab-Inkubation. Da Epratuzumab auf3erdem vornehmlich auf CD27" B-Zellen
bindet (Abbildung 3-4), kbnnte die erhohte Migration dieser Zellpopulation ebenfalls
durch einen ausgepragteren Effekt des Therapie-Antikérpers auf diese Zellen bedingt
sein oder auf einem Synergismus des CXCR4-Expressionsprofils und der Menge der
gebundenen Epratuzumab-Molekuile beruhen.

CXCL12 wird neben der Milz auch im Knochenmark produziert, wo es zum Einen eine
kritische Rolle bei der Retention von Vorlaufer-Lymphozyten spielt und zum Anderen
Antikdrper-sezernierende Plasmazellen aus der Peripherie anlockt [105;107]. Wenn
diese Attraktion bzw. Retention ebenfalls auf CD27" B-Zellen von Lupus-Patienten wirkt,
konnte es so unter Epratuzumab zur Navigation dieser Zellen in das Knochenmark
kommen. Diese zweite Hypothese spekuliert damit, dass die CD27" B-Zellen von Lupus-
Patienten so nicht mehr in der Lage sind in sekundaren lymphatischen Organen
vollkommen zu differenzieren, womit moglicherweise die Anzahl neu entstehender
autoreaktiver B-Zellen verringert wird und so die Starke bzw. Aufrechterhaltung der
Entzindungsreaktion reduziert werden kdnnte.

CD27 1gD” B-Lymphozyten stellen bei SLE-Patienten im Vergleich zu Gesunden einen
expandierten Teil innerhalb der B-Zell-Population im peripheren Blut dar und zeigen
eine Korrelation mit erhdhten Auto-Antikoérper-Titern und Nierenbeteiligung [13]. Die
Entstehung dieser aberranten Gedachtnis-B-Zellen und ihre genaue Funktion sind noch
ungeklart [13], ihnen wird jedoch bereits eine wichtige Rolle in der Pathologie des SLE
zugeschrieben. In diesem Zusammenhang konnte eine erhdhte Migration dieser

Subpopulation gegentiber CXCL12 zu einer geringeren Frequenz dieser Zellen in der
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Blutzirkulation fihren und somit mit einer geringeren Krankheitsaktivitat und einer
Verbesserung der Lupus-Nephritis einhergehen. Dies sollte allerdings in klinischen
Studien gezielt analysiert werden.

Ob der migrationssteigernde Effekt von Epratuzumab auf CD27° Zellen durch eine
Hochregulation des CXCR4 vermittelt wird und diese Migrationszunahme auch in vivo
auftritt, ist bisher noch ungeklart. In jedem Fall wirde eine durch CXCL12-vermittelte
erhohte Emigration der CD27" B-Zellen aus der peripheren Blutzirkulation, die reduzierte
Anzahl der CD27" B-Zellen im peripheren Blut von SLE-Patienten nach Epratuzumab-
Therapie [1] erklaren. Das Ziel dieser Emigration bleibt somit bis auf weiteres spekulativ
und sollte in folgenden In vivo-Experimenten oder durch Gewebeproben von Patienten

unter Epratuzumab-Therapie untersucht werden.

CXCL13

In den durchgefuhrten In vitro-Migrationsexperimenten kam es unter Epratuzumab
gegentber einem CXCL13-Chemokingradient zu einer Migrationssteigerung der B-
Zellen von gesunden Probanden, wahrend die B-Zellen von SLE-Pateinten
unbeeinflusst blieben. Dabei konnte der groRte Effekt auf die CD27 IgD* B-Zellen und
eine ebenfalls bedeutsame Migrationszunahme in der Population der CD27 IgD" B-
Zellen gesunder Probanden beobachtet werden (Abbildung 3-17 und Abbildung 3-18).
CXCL13 ist ein weiteres Chemokin, welches in B-Zellzonen der Lymphfollikel in
sekundar lymphatischen Organen exprimiert wird [32] und somit fiir naive B-Zellen fir
das Durchlaufen einer Keimzentrumreaktion eine wichtige Rolle spielt. Die Mehrheit
aller B-Lymphozyten exprimiert den Chemokin-Rezeptor CXCR5, wobei mit
fortschreitender Differenzierung eine Reduktion der Fraktion der CXCR5" B-Zellen zu
beobachten ist [39]. Nanki et al. statuieren hingegen, dass sich die Expression von
CXCRS5 zwischen CD27 und CD27" nicht wesentlich unterscheidet [106]. Damit ist ein
reifungsabhangiges Expressionsprofil des CXCR5 auf den B-Zell-Populationen als
Ursache der spezifischen Migrationszunahme der CD27" B-Zellen fraglich. Ein starkerer
Effekt Epratuzumabs auf die naiven B-Zellen, vermittelt durch eine hdhere
Epratuzumab-Bindung, kénnte jedoch diese spezifische Migrationszunahme der CD27"
B-Zellen zur Folge haben. Interessanterweise steigert Epratuzumab bei gesunden
Probanden nicht nur die Migration der naiven CD27" IgD" B-Zellen gegeniiber CXCL13,
sondern ebenfalls die der CD27 IgD" B-Zellen. Damit stellt sich die Frage, ob die CD27
IgD” Gedachtnis-B-Zellen, die eine geringere Mutationsfrequenz im Vergleich zu CD27"
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Gedachtnis-B-Zellen besitzen [13], eventuell weitere Keimzentrumsreaktionen zur
Affinitatsreifung bendtigen und somit auf eine CXCL13-vermittelte Migration in
Lymphfollikel enthaltene Gewebe angewiesen sind.

Eine erhtéhte Migration gegentber einem CXCL13-Chemokin-Gradienten kénnte somit
die Reifung naiver B-Zellen bzw. eine erhohte Affinitatsreifung der CD27 IgD
Gedachtnis-B-Zellen in gesunden Probanden unterstiitzen bzw. beschleunigen.

Da bei den B-Zellen von SLE-Patienten kein migrationssteigernder Effekt
Epratuzumabs auftrat, stellt sich die Frage, ob ein Teil der CXCR5-exprimierenden B-
Zellen in den SLE-Patienten bereits die Blutzirkulation verlassen hat und damit zu der
fur Lupus typischen Lymphopenie beitragt. Bei RA-Patienten wiesen bereits einige
Untersuchungen auf eine Rolle der CXCL13/ CXCR5-Systems in der Formation ektoper
lymphatischer Gewebe und der Attraktion von B-Zellen in entziindetes Gewebe hin
[33;34]. Hier konnten Analysen neu diagnostizierter Lupus-Patienten oder
Gewebeproben von Patienten im entztindlichen Schub Aufschluss geben.

CXCR3-Liganden (CXCL9, CXCL10, CXCL11)
Die Zunahme der CXCR3-Liganden induzierte Migration der B-Zellen unter

Epratuzumab konnte ebenfalls nur bei B-Lymphozyten von gesunden Probanden
festgestellt werden. Die Migration der B-Zellen von Lupus-Patienten gegentiber CXCL9,
CXCL10 und CXCL11 blieb hingegen von Epratuzumab unbeeinflusst. Die Analyse der
Migrationsanderung einzelner B-Zell-Subpopulationen der gesunden Versuchspersonen
verzeichnete erneut den gréRten Effekt Epratuzumabs bei den CD27 IgD* B-Zellen,
wahrend Uberraschenderweise zusatzlich eine bedeutsame Migrationszunahme in der
CD27" IgD" B-Zell-Population detektiert werden konnte (Abbildung 3-19 und Abbildung
3-20).

Die CXCR3-Liganden gehoren zu den proinflammatorischen Chemokinen [39].
Wahrend im Vergleich zu B-Zell-malignen Erkrankungen nur fiir einen geringen Teil der
B-Zellen im peripheren Blut gesunder Probanden die Expression von CXCR3
nachgewiesen werden konnte [108], zeigten Henneken et al., dass die Mehrheit der B-
Zellen zwar CXCR3 exprimieren, jedoch nur bei einem geringer Anteil der Zellen die
CXCRS3-Expression auf einem signifikant hohem Expressionsniveau liegt. Die
Ergebnisse dieser Analysen legen nahe, dass die CXCR3-Expression nach der
Differenzierung hoch reguliert wird, da die Frequenz der B-Zellen mit hoher CXCR3-

Expression von naiven zu Gedachtnis-B-Zellen zu nimmt [39]. Eine erhdhte CXCRS3-
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Expression mit zunehmender Differenzierung als Ursache der hier in vitro beobachteten
Migrationszunahme von naiven CD27 IgD* B-Zellen und der CD27" IgD" nicht
klassengewechselten Gedachtnis-B-Zellen stellt somit einen scheinbaren Widerspruch
dar. In vitro-Chemotaxis-Experimente zeigten jedoch, dass auch B-Zellen mit niedriger
CXCRS3-Expression gegeniiber dem Chemokin CXCL10 funktionell reagieren [39], so
dass die Hohe des CXCR3-Expressionslevels und die Unterschiede in den
verschiedenen Reifungsstadien demnach keinen Einfluss auf die Migration zu haben
scheinen. Damit scheidet das CXCR3-Expressionsprofil der Zellen als Grund fir die
unterschiedliche Steigerung der Migration aus. Im Vergleich dazu scheint die Annahme,
dass die durch Epratuzumab in vitro beobachtete Migrationszunahme, mit gro3tem
Effekt in der CD27" IgD" B-Zell-Subpopulation, in der Hohe der Epratuzumab-Bindung
begriindet liegt (Abbildung 3-5), wahrscheinlicher.

Die unter Epratuzumab erhohte Migration gegentber den CXCRS3-Liganden bei
Gesunden legt insgesamt nahe, dass Epratuzumab zu einer moéglichen Aktivierung und
Rekrutierung der B-Zellen in Entzindungen als Einsatzort beitrdgt. Das diese
Migrationszunahme bei SLE-Patienten nicht zu beobachten war, kbnnte daran liegen,
dass die chronische Entziindung bei Lupus bereits eine Emigration CXCR3-
exprimierender B-Zellen in betroffene Organe bewirkt hat. Eine Anreicherung CXCR3-
exprimierender T-Zellen in der Niere von Lupus-Patienten ist bereits nachgewiesen
wurden [109]. Insgesamt deutet die bei SLE-Patienten durch Epratuzumab
unveranderte Migration gegeniiber CXCR3-Liganden daraufhin, dass der Antikdrper die
gezielte Migration von B-Zellen in Entztindungsherde offenbar nicht férdert.

4.4.3. Zusammenfassung

Die unter Epratuzumab in allen B-Zell-Subpopulationen  beobachtete
Migrationszunahme spricht flr eine generelle Aktivierung der B-Zellen nach Bindung
dieses Therapie-Antikdrpers. Die genauen molekularen Mechanismen, die den mit der
Migration verbundenen Umbau des Zell-Zytoskeletts bspw. nach Aktivierung
intrazellularer Kinasen bewirken, missen jedoch erst noch genauer untersucht werden.
Eine Veranderung des Expressionsprofils verschiedener Adhasionsmolekile wie dem
Bi-Integrin, ein Fibronektin-Rezeptor, ist als eine Ursache ebenfalls nicht

auszuschlief3en.
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Die Veranderung der chemokin-spezifischen Migrationsfrequenzen der B-Zell-
Populationen gesunder Probanden wund SLE-Patienten durch Epratuzumab
unterschieden sich fir die drei Chemokine deutlich. Dies spricht zum Einen flr einen
spezifischen Effekt von Epratuzumab und unterstiitzt zum Anderen die Ausgangsthese,
dass unterschiedliche immunologische Prakonditionierungen der B-Zellen von Lupus-
Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden zu abweichenden Effekten
Epratuzumabs flihren kénnen.

Die signifikante Migrationssteigerung der B-Zellen gesunder Personen gegenuber
CXCL12, CXCL13 und den CXCR3-Liganden und die Migrationszunahme der B-Zellen
von SLE-Patienten gegeniiber CXCL12 betraf in erster Linie die naiven CD27 IgD" B-
Zellen und liegt am ehesten begriindet in der héchsten Epratuzumab-Bindung dieser
Subpopulation. Das ebenfalls als Ursache diskutierte Expressionsprofil der Chemokin-
Rezeptoren, wirde fir CXCR4 und CXCRS5 zutreffen, da die Expression dieser
Rezeptoren mit steigender Differenzierung der Zellen abnimmt. Bei CXCR3 wurde
hingegen festgestellt, dass die Expressionsstarke keinen Einfluss auf die funktionelle
Migration gegentber CXCL10 hat und somit die reifungsabhangige CXCR3-Expression
die unterschiedliche Migrationszunahme der B-Zell-Populationen nicht erklart.

Die bei B-Zellen von SLE-Patienten beobachtete Migrationszunahme der CD27" B-
Zellen gegentber CXCL12 unterstitzt sowohl die Hypothese der Emigration in
lymphatische Organe als auch die Hypothese der Retention der naiven B-Zellen
beispielsweise im Knochenmark als Ursache fir die unter Epratuzumab-Therapie
beobachteten Reduktion dieser B-Zellen im peripheren Blut. Wobei eine Retention der
Zellen dort eine reduzierte Differenzierung der vornehmlich naiven Zellen nach sich
ziehen konnte und somit moglicherweise die Krankheitsaktivitat reduziert. Diese
Annahme sollte in weiteren Versuchen, wie bspw. immunhistochemischen Farbungen
von Knochenmarksproben oder Phéanotypisierung der dort enthaltenen B-Zellen nach
Epratuzumab-Therapie, Uberpruft werden.
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4.5. Unterschiedliche Effekte von Epratuzumab auf d ie B-Zellen von
gesunden Personen und SLE-Patienten

Der Vergleich der Effekte von Epratuzumab auf die Migration und die
Adhasionsmolekul-Expression von B-Zellen gesunder Probanden und SLE-Patienten
sollte zugleich Unterschiede zwischen Patienten und Gesunden identifizieren. Als
Ausgangsituation wurde die CD22-Expression bzw. die Epratuzumab-Bindung der
verschiedenen Subpopulationen verglichen, wobei sich in keiner Zellpopulation
signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen ergaben. Das impliziert, dass die
SLE-typische Hyperaktivitat des Immunsystems der Patienten, die CD22-Expression

nicht direkt beeinflusst und stimmt mit Untersuchungen anderer Gruppen tberein [110].

4.5.1. Expressionsédnderung der Adhasionsmolekile CD  62L und Br-Integrin auf
der B-Zell-Oberflache durch Epratuzumab

Anderung der CD62L-Expression

Epratuzumab bewirkte in beiden Versuchsgruppen eine Reduktion der CD62L-
Expression auf CD27 B-Zellen, wohingegen die Expression auf CD27" B-Zellen
unbeeinflusst blieb. Der Vergleich der Verdnderung der CD62L-Expression durch
Epratuzumab auf der Oberflache der B-Zellen von gesunden Versuchspersonen und
SLE-Patienten zeigte keine signifikanten Unterschiede. Bereits die Ausgangssituation
der CD62L-Expression auf B-Zellen gesunder Personen im Vergleich zu SLE-Patienten
zeigte keinen signifikanten Unterschied, welches mit den Ergebnissen von Rodriguez-
Bayona et. al konform ist [110]. Dies deutet darauf hin, dass die hyperaktive
immunologische Konditionierung beim SLE die CD62L-Expression der B-Zellen und die

Wirkung von Epratuzumab nicht beeinflusst.

Anderung der B;-Integrin-Expression

Die unter Epratuzumab beobachtete Veranderung der B7-Integrin-Expression auf der B-
Zell-Oberflache unterschied sich fur alle B-Zellpopulationen hingegen signifikant
zwischen Gesunden und Patienten. Die B-Zellen gesunder Probanden zeigten eine
ausgepragtere Reduktion der Bs-Integrin-Expression auf ihrer Oberflache als die B-
Zellen der SLE-Patienten. Dies konnte darin begrindet liegen, dass die B;-Integrin
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Expression auf Lupus-B-Zellen bereits unabhéangig von dem Epratuzumab-Einfluss als
niedriger nachgewiesen werden konnte (Vergleich Abschnitt 3.3.2. Anteil B7-Integrin-
exprimierender CD19" B-Zellen gesunde Probanden 72.3% (+10.7%), SLE-Patienten
59.7% (+8.4)) und Epratuzumab somit nur eine geringere Reduktion bei den CD19" B-
Zellen von SLE-Patienten bewirken konnte.

B7-Integrin ist als Adh&sionsmolekll an dem Zellwanderungsverhalten von B-Zellen vor
allem in mukosale immunologisch aktive Gewebe des Gastrointestinaltraktes beteiligt
[44]. Trotzdem bei SLE-Patienten héaufig eine Involvierung des GIT beobachtet werden
kann [111], wird die Rolle mukosaler Immunaktivierung in SLE-Patienten weiterhin
debattiert. Gemeinsame genetische Pradispositionen mit chronisch entztndlichen
Darmerkrankungen [112], gastrointestinale Symptome sowie erhéhte Marker einer LPS-
abhangigen Aktivierung des GALT [113], unterstiitzen die These einer persistierenden,
erhohten Aktivierung der mukosalen Immunitat in der Lupus-Erkrankung. Damit stellt
sich die Frage, ob die Lymphopenie dieser Erkankung [12;95] mit einer erhdhten (-
Integrin-vermittelten Emigration der B-Zellen in das GALT einhergeht, was eine
reduzierte Frequenz B-Integrin-exprimierender B-Zellen im peripheren Blut zur Folge
haben konnte. In diesem Falle ware eine mogliche Schluf3folgerung, dass Epratuzumab
mit seiner Reduktion der B7-Integrin-Expression auf B-Zellen, deren Emigration in
lymphatische Gewebe des GIT verringert. Unter Berlcksichtigung dieser Ergebnisse
ware dabei ein starkerer Effekt, das heil3t eine groRere Reduktion der B7-Integrin-

vermittelten Emigration, bei Gesunden als bei Lupus-Patienten zu erwarten.

4.5.2. Migrationsveranderungen unter Epratuzumab

Spontane Migrationdnderung

Es konnte kein Unterschied hinsichtlich der durch Epratuzumab beobachteten
Steigerung der spontanen chemokin-unabhéngigen Migration aller B-Zell-
Subpopulationen zwischen gesunden Probanden und SLE-Patienten festgestellt
werden. Das spricht dafur, dass es sich um einen generellen Effekt des Anti-CD22-
Therapie-Antikorpers handelt, welcher nicht durch die immunologische Hyperaktivitat in
SLE-Patienten beeinflusst scheint. Ob dieser Effekt durch eine CD22-vermittelte,
erhohte Aktivierung der Zellen bzw. spezieller Signalkaskaden verursacht wird oder

damit einhergeht, muss jedoch in weiteren Experimenten untersucht werden.
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Chemokin-spezifische Migrationsanderung

CXCL12

Sowohl bei Betrachtung der gesamten CD19" B-Zell-Population, als auch bei den
einzelnen Subpopulationen konnten keine signifikanten Unterschiede in der durch
Epratuzumab beobachteten Migrationszunahme gegeniber CXCL12 bei gesunden
Versuchspersonen im Vergleich zu SLE-Patienten festgestellt werden. Aussagen zu der
Expression von CXCR4, dem CXCL12-bindende Chemokin-Rezeptor, auf der
Oberflache von SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden sind
widerspruchlich. Wahrend Henneken et al. eine reduzierte Expression auf B-Zellen von
SLE-Patienten beschreiben [39], belegen Rodriguez-Bayona et al. eine erhohte
CXCR4-Expression auf CD27" B-Zellen von SLE-Patienten [110]. Es besteht allerdings
die Moglichkeit, dass sich das CXCR4-Expressionsprofil in Abh&ngigkeit von der
Erkrankungsaktivitat verdndert und damit widersprichliche Berichte erklart. Die
funktionelle Reaktivitait der B-Zellen gegeniber CXCL12 und der Einfluss
Epratuzumabs auf diese scheinen jedoch durch den Zustand der chronischen Aktivitat

im SLE nicht wesentlich verandert.

CXCL13

Gegeniber dem CXCL13-Gradienten konnte bei gesunden Personen ein signifikant
hoherer Migrationszuwachs unter Epratuzumab beobachtet werde. Dieser beruhte zum
groRten Teil auf der CD27 IgD" B-Zell-Population. Ein signifikanter Unterschied konnte
zudem fir die CD27" IgD” Gedachtnis-B-Zell-Population festgestellt werden, welche bei
gesunden Probanden eine leichte Migrationszunahme verzeichnete, wahrend es bei
den SLE-Patienten zu keiner Veranderung bzw. sogar durchschnittlich zu einer leichten
Abnahme der Migrationsfrequenz durch Epratuzumab kam.

Eine auf B-Zellen von SLE-Patienten reduzierte Expression des CXCL13-Rezeptors
CXCR5 [39] konnte eine mogliche Ursache fir die hier beobachteten Unterschiede
darstellen. Andere Untersuchungen kamen jedoch zu dem Ergebnis, dass die
Expression des CXCR5 auf B-Zellen von SLE-Patienten im Vergleich zu gesunden
Personen &hnlich ist [114], womit ein bei SLE-Patienten verandertes Expressionsmuster
als Ursache fir den signifikanten Unterschied nicht eindeutig belegt werden kann. Ein
anderer Grund fur den geringeren Migrationszuwachs bei SLE-Patienten kdnnte sein,

dass die auf CXCL13 reagierenden B-Zellen bereits die periphere Blutbahn verlassen
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haben. Erhohte oder zusatzliche CXCL13-Chemokin-Gradienten in entzindeten
Geweben von Lupus-Patienten waren als Ursache hierfur denkbar.

Im Lupus-Mausmodell konnte mit voranschreitender Krankheit eine erhéhte Expression
vom CXCL13 in der Niere festgestellt werden, welche mit der Ansammlung von
Entzindungszellen dort in Verbindung gebracht wurde [115]. Auch in SLE-Patienten
wurde eine erhdohte CXCL13-Konzentration beschrieben, welche mit der
Krankheitsaktivitat korrelierte und bei Nierenbeteiligung noch zusatzlich erhéht war
[116;117]. Somit ware ein verandertes Chemokin-Umfeld in der Lupus-Erkrankung eine
plausible Erklarung fur die auch unter Epratuzumab gleichbleibenden, geringen
Migrationsfrequenzen gegenuber CXCL13. Epratuzumab wirde somit die Emigration
der B-Zellen vom peripheren Blut in die entziindeten Lasionen und vor allem in die
Niere bei SLE nicht zuséatzlich férdern und kdnnte zusammen mit der in vitro reduzierten
Adhasionsmolekul-Expression in vivo Vvielleicht sogar zu einer Reduktion der

Wanderung in die entziindeten Areale beitragen.

CXCR3-Liganden

Die B-Zellen gesunder Probanden zeigten gegeniiber den CXCR3-Liganden eine

signifikant hohere Zunahme der Migrationsfrequenz durch Epratuzumab, wahrend diese
bei den B-Zellen von Lupus-Patienten unbeeinflusst blieb. Bei der separaten
Betrachtung der B-Zell-Subpopulationen konnte festgestellt werden, dass dieser
signifikante Unterschied nur auf die CD27 IgD"* B-Zellpopulation zuriickzufiihren ist.

Wie bereits ausfuhrlich in Abschnitt 4.4.2. dargelegt, scheint das Level der CXCRS3-
Expression auf verschiedenen B-Zell-Subpopulationen nicht der Grund fur die
verschiedenen Migrationsfrequenzen gegentber den CXCR3-Liganden zu sein. Somit
wirde auch das auf B-Zellen von SLE-Patienten beschriebene erhohte CXCR3-
Expressionslevel [114] die Migrationsfrequenz wahrscheinlich nicht beeinflussen.
Jedoch wurde bei SLE-Patienten eine erhohte CXCL10 Konzentration beschrieben,
welche u. a. auch als mit der Krankheitsaktivitat und einer geringeren Lymphozyten-
Anzahl im Blut korrelierend beschrieben wurde [118;119]. Dies ware eine mdgliche
Ursache fur eine erhdhte Emigration CXCR3-exprimierender B-Zellen aus der
Blutzirkulation und wirde die geringe und durch Epratuzumab unveranderte Migration
gegenuber dem CXCR3-Liganden-Gradienten der hier untersuchten B-Zellen des

peripheren Blutes von SLE-Patienten erklaren.
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4.5.3. Zusammenfassung

Der Vergleich des Epratuzumab-Effekts auf B-Zellen gesunder Probanden und SLE-
Patienten zeigte keine wesentlichen Differenzen in der CD22-Expression der
Subpopulationen und in der Veréanderung der CD62L-Expression.

Die Reduktion der Br-Integrin-Expression auf allen B-Zell-Populationen durch
Epratuzumab war bei Gesunden jedoch deutlich hdher als bei SLE-Patienten. Die
insgesamt geringere B-Integrin-Expression auf B-Zellen von SLE-Patienten spricht
dabei fur eine veranderte Immunhomdostase im Lupus, die mdglicherweise das GALT
involviert. Die Emigration der B-Zellen in das GALT kdnnte somit, wenn auch in
geringerem Ausmal} als bei Gesunden, durch Epratuzumab reduziert werden und somit
zur Besserung gastrointestinaler Symptome beitragen.

Die Anderung der spontanen Migration durch Epratuzumab verhielt sich in beiden
Gruppen ahnlich, was nahelegt, dass der Einfluss Epratuzumabs auf die Bi-Integrin-
Expression bzw. die intrazellularen Regulation des Zytoskeletts von dem CD22-
Expression-Level unabhéangig ist und nicht durch die veranderte Immunhomaoostase im
Lupus beeinflusst wird.

Auch die CXCL12-spezifische Migrationsanderung durch Epratuzumab zeigte in den
beiden Versuchsgruppen keine Unterschiede. Das lasst vermuten, dass diese
Chemokin-Achse trotz chronischer Immunaktivierung im SLE nicht verandert ist.

Die Migrationsanderung gegeniber CXCL13 und CXCRS3-Liganden war hingegen
signifikant unterschiedlich, wobei es bei den SLE-Patienten zu einem deutlich
geringeren bis gar keinem Effekt durch Epratuzumab kam. In erster Linie waren die
CD27 IgD" naiven B-Zellen betroffen. Die Ursache hierfiir liegt am ehesten in erhohten
Leveln der Chemokine CXCL13 und CXCL10 in SLE-Patienten begriindet, welche
maoglicherweise eine Emigration CXCR5- bzw. CXCR3-exprimierender B-Zellen aus
dem peripheren Blut nach sich ziehen. Da Epratuzumab bei SLE-Patienten hier zu
keiner Migrationszunahme fihrt, kann davon ausgegangen werden, dass eine
Epratuzumab-Therapie eine verstarkte CXCL13- und CXCL10- vermittelte Emigration
der B-Zellen von SLE-Patienten nicht fordert.

Diese verschieden stark ausgepragten Veranderungen der B-Zellen von SLE-Patienten
im Vergleich zu gesunden Probanden durch die In vitro-Inkubation mit Epratuzumab
zeigen den Einfluss der im Lupus veranderten chronisch bzw. schubweise aktiven

Immunhomoostase auf die Wirkung spezifischer Immunsystem-modulierender
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Medikamente wie Epratuzumab. Die umfassendere Wirkung auf B-Zellen gesunder
Probanden fuhrt zu der Frage, ob die via Epratuzumab erreichte gezielte
Immunmodulation in anderen immunologischen Erkrankungen eventuell ebenfalls
einsetzbar ist und dort auch andere Effekte als die hier bei SLE-Patienten

beobachteten, zeigt.
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4.6. Schlussfolgerungen und Ausblick

Die reduzierte CD62L- und B7-Integrin-Expression sowie die gesteigerte Migration
gegeniber CXCL12, CXCL13 und den CXCR3-Liganden CXCL9, CXCL10, CXCL11
unterstitzen die Annahme, dass Epratuzumab die gezielte Migration bzw. Retention
speziell der CD27 bzw. CD27 IgD" naiven B-Zellen des peripheren Blut beeinflusst.
Des weiteren scheint Epratuzumab die Chemokin-unabhangige Migration, am ehesten
durch den Eingriff in intrazellulare Regulation der Zytoskelett-Formation, zu erhdhen.
Die Daten weisen auf bestimmte Wirkprinzipien des Antikorpers hin, jedoch sind zur
Bestatigung weitere Untersuchungen auf der Ebene intrazellularer Signalkaskaden oder
hinsichtlich Veranderungen des Zytoskeletts nétig.

Allerdings bekraftigen die Untersuchungen durch den unterschiedlichen Effekt von
Epratuzumab auf die B-Zellen gesunder Probanden und SLE-Patienten das Vorliegen
einer veranderten Immunhomaoostase im systemischen Lupus erythematodes und den
Einfluss dieser Immunhomoostase auf die potentielle Wirkung gezielt
immunmodulatorischer Medikamente. Neben weiteren molekularen Untersuchungen
zum Wirkungsmechanismus von Epratuzumab werden die Ergebnisse der derzeit noch
laufenden Phase IlI-Studien zur Wirksamkeit und Sicherheit von Epratuzumab bei SLE
mit Spannung erwartet. Die hier vorgelegten Daten tragen zum besseren Verstandnis
der Wirkung eines nicht-depletierenden Antikdrpers gegen ein B-Zell-spezifisches
Molekual (CD22) bei und legen nahe, dass auch die Beeinflussung von
.immunorganisatorischen Funktionen* wie Migration und Adhéasion wertvolle
Therapieziele sind. Im Gegensatz zur B-Zell-Depletion bei SLE mit einer per se hohen
Infektionsrate konnte ein solcher Zugang mit Wirksamkeit und akzeptabler Sicherheit

Uberzeugen.
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