5 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Akkumulation von B-Zellen im chronischiemeten Syn-
ovialgewebe von Patienten mit RA zu analysieren. Dazu wurde die Verteilung der B-Zellen im
Synovialgewebe untersucht. In den Geweben wurden B-Zellen und Plasmazellen nachgewiesen,
aber keine ektope Keimzentren, die eine lokale Entwicklung der B-Zellen zu Plasmazellen im Ge-
webe erndglichen. V-Gen-Analysen wurden durchgbeft, um zu kéren, ob die B-Zellen aus dem
Synovialgewebe und der éfsigkeit eine Keimzentrumsreaktion durchlaufen haben. Die Anzahl
und Verteilung der somatischen Mutationen wurden mit der von B-Zellen aus dem Blut vergli-
chen. Um die mgliche Einwanderung der B-Zellen aus der Peripherie in das Synovialgewebe
aufgrund von Chemokin vermittelter Chemotax#éher zu analysieren, wurde die Obacten-
expression der Chemokinrezeptoren CXCR3, CXCR4, CXCR5, CCR5, CCR6, CCR7 und CCR9
von peripheren Blut B-Zellen untersucht.

5.1 Synovialgewebe und Synovialflissigkeit

Im Zentrum der Pathologie der RA steht die Einwanderung von mononuklearen Zellen ins chro-
nisch entéindete Synovialgewebe. In der Literatur sind zwei Typen der Verteilung der eingewan-
derten Zellen im Gewebe beschriebén [135, 140, 141]. Der Typ der Verteilung bleibt bei RA-
Patienten im Gewebéber lange Zeit stabil und stellen keine verschiedenen Stadien im Krank-
heitsverlauf dar [142]. Bei dem einen Typ sind die eingewanderten Zellen diffus im Gewebe ver-
teilt, bei dem zweiten Typ wurden zelre Aggregate nachgewiesen|[97,/143]. In einigalheh
weisen diese Aggregate organisierte zaltal Strukturen auf, die dem Aufbau von Keimzentren
der sekundren lymphatischen Orga@neln [100, 144, 145, 146]. Etwa 20 % der RA-Patienten
weisen ektope Keimzentren im eiitmleten Synovialgewebe auf [18, 140,14 1]r Biese konnte
gezeigt werden, dass B-Zelleralwend der Proliferation schrittweise somatische Mutationen in
den V-Genen akkumuliereh [100, 146, 148]. B-Zellémken so lokal im chronisch eiitzdeten
Synovialgewebe zu Plasmazellen ausdifferenzieren [98, 146].

In dieser Arbeit wurden 15 Synovialgewebe von RA-Patienten mit immunohistochemischen Me-
thoden analysiert. B-Zellen und Plasmazellen lagen meist diffus im Gewebe verteilt vor. In kei-
nem der Gewebe konnten FDC-Netzwerke aagafwerden, dieifr den Aufbau der ektopen
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Keimzentren itig sind. Es wird vermutet, dass die Abnahme von ektopen Keimzentren in den
Geweben, durch die vénderte Behandlung der RA-Patienten @rkiverden kann [149]. Durch

die fruhe Gabe von Entmdungshemmern wie anti-TNdékann dieser Prozess anscheinend auf-
gefangen werden. In den USA wird diese Therapieform nur bedingt angewendet und die in der
Literatur beschriebene Verteilung an ektopen Keimzentren gefunden. Die Aussage, dass die ek-
topen Keimzentreniir die Pathogenese der RA wichtig sind|[18,142], kann so nicht durch die
vorliegende Arbeit beatigt werden.

Es konnte Zellproliferation mit einem anti-Ki67 Antikper, der mit Zellen in allen Stadien des
Zellzyklus mit Ausnahme der §&sPhase reagiert, gezeigt werden. Der B-Zell-Aktivierungfaktor
BAFF, der die Reifung von B-Zellen unteiitt, wurde in zwei von sechs Synovialgeweben nach-
gewiesen. Dechanet et al. haben gezeigt, dass RA-Synoviozyten die Ausdifferenzierung von B-
Zellen zu reifen Plasmazellemvitro unterstitzen und die Produktion von Antikpern induzieren
kdnnen [150]. Die von Shimaoka et al. beschriebeyramrse cells®, die aus Knochenmark und
Synovialgewebe isoliert werden konntebnken die Differenzierung von B-Zellen aus dem peri-
pheren Blut zu Antibrper-produzierenden Zellen induzieren [151]. Der Nachweis von Zellproli-
feration und BAFF im RA-Synovialgewebe, weisen darauf hin, dass diacuis B-Zellen, die

in das entandete RA-Synovialgewebe einwandern, dort auch ohne Keimzentren zu Plasmazellen
ausdifferenzierendgnnen.

Mit Hilfe der Durchflusszytometrischen-Analyse konnten die Anteile der B-Zellen an den Lym-
phozyten und in den B-Zell-Subpopulationen bestimmt werden. Erfahrungen mit dieser Methode
am Institut haben gezeigt, dass Dat#ue, bei denen das FACS-@emweniger als 30 Ereig-

nisse in der Population registriert, nicht statistisch relevant sind. Diese Grenze ist bei der Be-
stimmung der B-Zellen im Synovialgewebe undisBigkeit von Bedeutung. Eine Auswertung

der Durchflusszytometrischen-Analyse nach diesen Kriterien war bei sechs von 15 untersuch-
ten Synovialgeweben und vier Synovialkigkeiten raglich. Es wurden nur Daten mit mehr als

30 Ereignissen zur Analyse verwendet. Bei der Untersuchung der Einzelzell-Suspensionen aus
Synovialgewebe konnte gezeigt werden, dass in allen Geweben B-Zellen aus allen drei Subpo-
pulationen (naive und Gégdhtnis B-Zellen sowie Plasmazellen) nachzuweisen sind. Die Vertei-
lung in die Subpopulation verschiebt sich im Vergleich zum peripheren Blut. Ein grof3er Tell
der B-Zellen im Gewebe géint zu der Subpopulation der Gachtnis B-Zellen. Der Median

(57,3 %) der Gedchtnis B-Zellen in den untersuchten Geweben ist fast doppelt so hoch wie im
Blut (32,9 %) der RA-Patienten. Der Plasmazell-Anteil der Gewebe liegt bei 4,9 %, der im RA-
Blut bei 2,6 %. Der Anteil der naiven B-Zellen ist reduzierirfdie Synovialflissigkeiten ist der
Median der Gedchtnis B-Zellen (53,1 %) vergleichbar dem der Synovialgewebe und der Anteil
der Plasmazellen (Median 2,6 %) entspricht dem von RA-Blut. Aus den verschobenen Anteilen,
im Vergleich zu Blut der RA-Patienten, kann geschlossen werden, dass in Synovialgewebe und
-flussigkeit vor allem Getthtnis B-Zellen akkumulieren.



Diskussion 65

Die untersuchten chronisch eitmdeten Synovialgewebe zeigten alle vierogiichen
EntzZindungsgrade bei der Einteilung nach Krenn [139]. Die Einteilung deruBdtmgs-
grade erfolgt an Rparaten, bei denen die Zellkerne miaatoxilin und das Zytoplasma

mit Eosin geérbt werden, und bécksichtigt die Dicke der Deckzellschicht, Dichte der Zel-
len im Stroma und die @f3e der Infiltrate. Der Enimdungsgrad null sagt aus, dass keine
akute Synovitis vorliegt. Dies war bei einem der untersuchten Synovialgewebe der Fall. In
der Durchflusszytomtrischen-Analyse wurden in diesem Gewebe 2,3% der Lymphozyten als
B-Zellen bestimmt. Zwei der untersuchten Synovialgewebe zeigten eine leichténBuotg
(Entzindungsgrad eins), der Anteil der B-Zellen in den Lymphozyten war bei einem Gewebe
1,7% und bei dem anderen 37,3%. Das einzige Synovialgewebe, bei dem grosse B-Zell-
Aggregate mit immunohistochemischen Methoden bestimmt wurden, hatte 4,3 % B-Zellen und
eine moderate Enifindung (Entandungsgrad zwei). Die zwei Synovialgewebe, die eine starke
Entzindung (Entandungsgrad drei) aufwiesen, zeigten deutliche Unterschiede in den Anteilen
der B-Zellen mit 2,4 % und 35,2 %. Die Verteilung der B-Zellen im Gewebe entspricht bei vier der
sechs untersuchten Synovialgewebe der, die man nach ddmBotgsgrad erwarteninde. Die
Unterschiede zwischen den Eatddungsgraden, der gezeigten Verteilung der B-Zellen und dem
durchflusszytometrisch bestimmten Anteil der B-Zellen, kann durch die nicht B-Zell spezifische
Betrachtung des Synovialgewebes bei der Bestimmung desiiithingsgrades eikit werden.

Die Unterschiede zwischen der Verteilung und den bestimmten Anteil der B-Zellen kann durch
den unterschiedlichen Anteil an Lymphozyten in den Geweben entstehen. Der B-Zell-Anteil
bezieht sich auf die Lymphozyten und ist keine absolute Zellzahl.

In den sechs Synovialgeweben konnte die Expression der untersuchten Chemokine CXCL10,
CXCL12 und CXCL13 und deren Rezeptoren CXCR3, CXCR4 und CXCR5 sowie CCR6 mit
immunohistochemischen Methoden gezeigt werden. Dies stimmt mit den Daten in der Lite-
ratur Uberein. Dort wurde der immunohistochemische Nachweis mit RT-PCR-Analysen und
Durchflusszytometrischen-Untersuchungen degit[124| 132, 135]. Patel et al. konnten zeigen,
dass CXCL10 vergrkt in Synovialgewebe und éfsigkeit vorkommt [152], aber im Serum der
RA-Patienten nur wenig [153]. CXCL12 konnte im Synovialgewebe von RA-Patienten nachge-
wiesen werden und wird von synovialen Fibroblasten und Endothelzellen produzieit [124, 127].
Takeumura et al. konnten unterschiedliche CXCL13-RNA Mengen mittels RT-PCR in RA-
Gewebe nachweisen. CXCL13 ist in RA-Gewebe mit Keimzentren 15-30 iGtadrhexpre-

miert als in Gewebe mit T- und B-Zell Aggregaten oder diffus im Gewebe verteilten T- und B-
Zellen [140]. Wenn Keimzentren nachgewiesen wurden, sind die FDC die CXCL13-Produzenten
[135,140]. Synoviale Fibroblasten in der Deckzellschicht und tiefere synovialen Schichten des
Gewebes, aber auch Endothelzellen der kleinen Arteriolen und Kapillaren sind posi@X#

CL13, unabBngig davon ob ektope Keimzentren vorhanden sind oder nicht [140].
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Bei den immunohistochemischen Analysen in dieser Arbeit zeigte sich ein heterogenes Bild in der
Verteilung der Chemokine wie auch der Zell-Infiltrate zwischen den Patienten. Ein Vergleich der
Farbung bei einem Patient in verschiedenen Regionen des Synovialgewebes ist aufgrund der un-
terschiedlichen Zusammensetzung der Infiltrate kaugglioh. Chemokinrezeptor-tragende Zel-

len konnten in den Regionen lokalisiert werden, in denen auch die Chemokine nachgewiesen
wurden.

5.2 V-Gen-Analyse

Aus Blut, Synovialgewebe und ésigkeit der RA-Patienten wurden Getitnis B-Zellen und
Plasmazellen mittels FACS aussortiert. Die Akkumulation von somatischen Mutationen in den V-
Genen gibt Auskunfiiber den Differenzierungsstatus der B-Zellen. Die V-Gene des BCR wurden
in einer RT-PCR aus den sortierten Einzelzellen amplifiziert, ohne vorher die RNA aus den Zel-
len zu isolieren. Die Fehlerrate durch den verwendeten Enzymmix in der RT-PCR wurde in der
Arbeitsgruppe mit 2,510~2 ermittelt (Diplomarbeit N. Wittenbrink) und ist daher bei der Aus-
wertung der molekularbiologischen Daten zu vernassigen. Die V-Gene wurden sequenziert
und als Referenzsequenz das Keimbahngen aus der V-BASE Datenbank niitlasgten Homo-

logie zu der untersuchten Sequenz verwendet. Bei der V-Gen-Analyse der H-Kette dérpertik
wurden die verwendeten VH-Gensegmente, Isotypen, Anzahl der Mutationen und dalsrivéerh

von Aminosiureaustausch zu stillen Mutationen bestimmt. Diese Informationen lassen eine Aus-
sage zu, ob die B-Zellen eine Affiaiisreifung im Keimzentrum durchlaufen haben.

In den untersuchten Sequenzen wurden die VH-Gensegmente VH4, VH1 und VH3 bestimmt.
In der Literatur wurdeniir B-Zellen aus dem peripheren Blut Rearrangierungen mit den VH3-
Genen am &ufigsten gefunden, VH4- und VH1-Familien sind die am zvéiflysten benutzten
Gengruppen|[154]. Diese drei Genfamilien wurden auch bei einer Untersuchung an B-Zellen
aus ektopen Keimzentren in RA-Synovialgewebe bevorzugt gefunden [98]. Die V-Gene der B-
Zellen aus dem Gewebe und der Synoviafligkeit sind mutiert und zeigen eine Ansammlung
von Mutationen in den CDR. Das Viltnis von Amino&ureaustauschen zu stillen Mutationen

ist nicht so hoch wie bei den B-Zellen aus dem peripheren Blut. Es zeigt sich aber auch in diesen
Sequenzen eine Adlufung von Basenaustauschen, die zu eineaerung in der Amin@aire-
sequenziihren. Die Anzahl der gefunden somatischen Mutationen von 13-40 legt die Vermutung
nahe, dass die Zellen aus dem Synovialgewebe und der Syriasdligikeit bereits Keimzentrums-
reaktionen durchlaufen haben. Aus ektopen Keimzentren im RA-Synovialgewebe wurden viele
unmutierte Sequenzen, aber auch Sequenzen mit bis zu 15 somatischen Mutationen isoliert [98].

In dieser Arbeit wurdenifr die untersuchten L-Ketten mekr als A-Sequenzen nachgewiesen.
In der Literatur ist beschrieben, dass uréef60 % der Antibrper im humanen Serum eine
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k-L-Kette besitzen|[155]. Bis auf eine H-Kette (IgA) zeigten alle analysierten Sequenzen IgG-
Isotypen. Die untersuchten B-Zellen haben alle einen Isotypenwechsel erfahranbButigt

die B-Zelle eine T-Zell-Hilfe in Form von Zytokinen, die sie in den Keimzentre@krba in den
untersuchten Geweben, aus dem die Zellen stammen, mit immunohistochemischen Methoden
keine ektopen Keimzentren gezeigt werden konnten, kann die Keimzentrumsreaktion nicht lokal
im Synovialgewebe stattgefunden haben, wie dieses schon von anderen Autoren gezeigt wurde
[98].

5.3 B-Zellen in peripherem Blut

Zur Analyse der Einwanderung von B-Zellen aus der Peripherie in das chronisimeéetiz
Synovialgewebe wurde im ersten Schritt der prozentuale Anteil der B-Zellen an den Lymphozyten
bestimmt. Die Verteilung in die B-Zell-Subpopulationen im peripheren Blut wurde untersucht. Im
zweiten Schritt wurde dann der Anteil der Chemokinrezeptor-tragenden B-Zellen analysiert, die
Einfluss auf das Einwandern der B-Zellen aus der Peripherie ins Gewebe ltadreark

Bei der Durchflusszytometrischen-Analyse der B-Zellen wurden die Zellen mit @mpigkn ge-

gen die Oberichenmarker CD20 und CD19 als B-Zellmarker bzw. CD@8Hlasmazellen und

mit CD27 zur Unterscheidung der B-Zell-Subpopulationen markiert. Dies macht die Auftren-
nung der B-Zellen in die drei Subpopulationedgfich. Bei der Auswertung der FACS-Analysen

ist die Grenze von 30 Ereignissen in den Population (s. auch[Sgite 64) von Bedeutung. Dies ist
wichtig fur die Bestimmung des Plasmazell-Anteils im peripheren Blut- vor allem bei gesunden
Kontrollen, da diese Subpopulation den kleinsten Anteil der B-Zellen ausmacht.

Der Anteil der Gesamt-B-Zellen an den Lymphozyten wurde in dieser Arbeit mit einem Median
von 7,4 % fir die gesunden Kontrollen ermittelt. In der Literatur wird der Anteil der B-Zellen an
den Lymphozyten mit 7 bis 10 % angegeben [59, 65, 154].

Bei den drei Patientengruppen (RA, OA, SLE) ist der Anteil der Gesamt-B-Zellen im Vergleich zu
den gesunden Kontrollen signifikant reduziert. Die Weiitedien B-Zell-Anteil der RA-Patienten
(0,4 % bis 39,0 %, Median 3,4 %) und SLE-Patienten (1,4 % bis 27,9 %, Median 2,5 %) zeigen
eine gbl3ere Heterogeriit als die der OA-Patienten (2,4 % bis 11,0 %, Median 4,7 %) und gesun-
den Kontrollen (5,1 % bis 18,6 %, Median 7,4 %). Odendahl et al. zeigten in einer Untersuchung
an SLE-Patienten sowohl die Reduktion der Gesamt-B-Zellzahl, als auch des B-Zell-Anteils [65].
Die Werte fir die SLE-Patienten in dieser Arbeit passen zu denen déifeatlichung (0,7 % bis

9,7 %, Median 3,3 %), auch weniirfeinige Patienten deutlich @rhte Werte bestimmt wurden.

Die Therapie und Dauer der Erkrankung zeigen aber auch Unterschiede zu den in der Untersu-
chung.
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Bei den gesunden Kontrollen wurden in dieser Arbeit der Anteil der naiven mit 75,2 %, der
Gedachtnis B-Zellen mit 23,8 % und der Plasmazellen mit 1,2 % der B-Zellen im peripheren Blut
bestimmt. In der Literatur sind die Subpopulationen mit 55 bis 75 % naive B-Zellen, 35 bis 45 %
Gedachtnis B-Zellen und ungéhr 1% Plasmazellen angegeben| [59| 65| 154]. Odendahl et al.
konnten fir SLE-Patienten zeigen, dass es zu einer Reduktion im Anteil der naiven B-Zellen und
zu einer Zunahme bei den Gathtnis B-Zellen und Plasmazellen im Vergleich zu gesunden Kon-
trollen kommt [65]. Diese Tendenz konnte auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, wobei
sie fur SLE-Patienten (65,6 % naive B-Zellen, 33,0 % &&utnis B-Zellen und 2,4 % Plasmazel-
len) in einem statistisch nicht signifikanten Bereich liegt, aber bei den RA-Patienten signifikant
ist (60,9 % naive, 32,9 % Géadhtnis B-Zellen und 2,6 % Plasmazellen). Die beiden Gruppen zu-
einander sind nicht statistisch signifikant verschieden. Der Unterschied kann durch die Streuung
der Daten innerhalb der Gruppen éntlwerden. Untersuchungen in der Arbeitsgruppe an einer
gro3en Gruppe von RA-Patienten (Lindenau et al., Manuskript in Vorbereitung) stimmen mit den
in dieser Arbeit bestimmten B-Zell-Anteilen der RA-Patienten und gesunden Kontitiknein.

Aus den Ergebnissen der durchflusszytometrischen Bestimmung des Gesamt-B-Zell-Anteils und
der Verteilung in die Subpopulationen kann auf eine chronische Aktivierung des B-Zellsystems
bei den Patienten mit einer Autoimmunerkrankung geschlossen werden, mit einem hohen Anteil
von Plasmazellen. Die Aktivierung des Immunsystems und andauerndignBotmysreaktionen
werden durch die klinischen Daten der Patienten in dieser Untersuchung gezeigt,dige erh
BSG- und CRP-Werte aufweisen.

5.4 Chemokinrezeptoren auf peripheren B-Zellen

Das Einwandern von B-Zellen in lymphatische und nicht-lymphatische Gewebe ist ein Prozess,
der durch eine Vielzahl von Moléten, wie Adtasionsmoleile und Chemokine und die dazu
gelobrigen Rezeptoren, reguliert wird. Lymphozyten amdern ihre Oberfichenexpression der
Chemokinrezeptoren, ahrend der Differenzierung und nach ihrer Aktivierung, digsf zu ei-

nem spezifischen Wanderungsprogramm in &idigkeit von den Chemokinen [23].

Um zu untersuchen, ob die Akkumulation der B-Zellen in der i@miiete Synovialis durch

eine Veanderung im Migrationsverhalten der Zellen @rklwerden kann, wurde der Anteil

der Chemokinrezeptor-tragenden B-Zellen mit Durchflusszytometrischen-Analysen bei 26 RA-
Patienten, 13 OA-, 11 SLE-Patienten und 21 gesunden Kontrollen bestimmt. Wie auch bei der
Bestimmung des Anteils der B-Zellen wurden nur die Daten verwendet, die mehr als 30 Ereignis-
se in den Populationen enthalten (s. Seile 64). Es wurden B-Zellen nachgewiesen, die positiv sind
fur die Chemokinrezeptoren CCR6, CCR7, CXCR3, CXCR4 und CXCRS5. Die @bkeihex-
pression wurde durch molekularbiologische Untersuchungeitigsinit Ausnahmeifr CCR6.
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Der Chemokinrezeptor konnte auf den B-Zellen nachgewiesen werden, nicht aber die RNA in
der RT-PCR Amplifikation. Die Durchflusszytometrischen-Analysen wurden an eid8emn
Patientengruppe durchggirt als die RT-PCR Amplifikation. Nakayama et al. zeigten durch eine
semiquantitative RT-PCR von peripheren Gesamt-B-Zellen eine hohe Expression von CXCR4,
CXCR5 und CCRY7, eine niedrige Expression von CCR6, CXCR2, CXCR3 und keine BRNA f
CCR3 und CCR9 [156]. Damiibereinstimmend konnteif den Chemokinrezeptor CCR9 kei-

ne RNA amplifiziert und nur ein Anteil von 1,4 % CCR9-positiven B-Zellen im peripheren Blut
gezeigt werden. CCR9 wurde in der Literatur im Zusammenhang mit IgA-sekretierenden Plas-
mazellen und Schleimhaut-assoziierten Immunprozessen vor allem im Darm diskutiert [157].

Einige Autoren zeigen eine Expression von CCR5 auf B-Zeflen|[132, 158], andareek den
Chemokinrezeptor nicht auf B-Zellen unter physiologischen Bedingungen nachweisen, wohl aber
bei malignen Lymphomen [159]. In der vorliegenden Arbeit konnte nur ein kleiner Anteil (6,7 %)
CCR5-positiver B-Zellen gezeigt werden. Dieser Anteil wird nicht durch die untersuchten Er-
krankungen beeinflusst. In der Literatur wird eine wichtige RalleGCR5 auf T-Zellen in der

RA vermutet [134]. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigéndiesen Rezeptor auf B-Zellen keine
wichtige Rolle.

Der Chemokinrezeptor CCR7 wird auf einem grof3en Anteil (89,0 %) der B-Zellen expremiert,
aber nicht durch die Erkrankungen beeinflusst. Der Rezeptor scheint eher Einfluss auf Prozesse
zu haben, die bei der B-Zell-Entwicklung unter physiologischen Bedingungen von Bedeutung
sind. In der Literatur konnte nachgewiesen werden, dass bei immunisiedaseld CCR7 auf
Plasmazellen runterreguliert wird [160, 161].

Bei den Untersuchungen der Chemokinrezeptor-tragenden B-Zellen in den Subpopulationen wur-
den die B-Zellen einer Subpopulation als 100 % angenommen. Davon ausgehend wurde der relati-
ve, prozentuale Anteil der Chemokinrezeptor-tragenden B-Zellen in der Subpopulation bestimmt.
Die Schwankungen in den Subpopulationen in den Patientengruppen beeinflussen dadurch nicht
die Analyse und ein Vergleich der Werte isbgiich. Die Anteile der B-Zellen von RA-Patienten,

die Chemokinrezeptoren auf der Obacthe expremieren, wurde mit gesunden Kontrollen und
Patienten der Autoimmunerkrankung SLE bzw. Patienten mit OA verglichierdie Chemokin-
rezeptoren CXCR3, CXCR4, CXCR5 und CCR6 konnten in dieser Arbeit Unterschiede in dem
Anteil der positiven-B-Zellen im Vergleich von den gesunden Kontrollen zu den Patientengrup-
pen, vor allen zu den RA-Patienten, gezeigt werden.

Der Chemokinrezeptor CCR6 wurdé@ fnaive und Geélichtnis B-Zellen in der Literatur beschrie-

ben [25]. Er wird runterreguliert, wenn die Zelle Signaleer den BCR et und geht bei Plas-
mazellen verloren. Die B-Zellen, die aus den Keimzentren al&aGedis B-Zellen wieder in die
Peripherie wandern, regulieren den Rezeptor wieder hoch und er wird hoch reguliert bei B-Zellen,
die mit Ebstein-Barr Virus in Kontakt kommen, im Vergleich zu ruhenden B-Zellen im Blut [156].
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Der Median CCR6-positiver Gesamt-B-Zellen légfir bei den hier analysierten B-Zellen der ge-
sunden Kontrollen 93,2 %. Bei RA-Patienten konnte eine Reduktion des Anteils CCR6-positiver
B-Zellen (Median 82,6 %) nachgewiesen werden. Der reduzierte Anteil CCR6-tragender B-Zellen
konnte darauf hinweisen, dass die B-Zellen im peripheren Blut der RA-Patiégbtgrden BCR
chronisch aktiviert sind. Diese Aussagéssteliber Analysen des Aktivierungszustandes der B-
Zellen raher untersucht werden.

Fur die Expression von CXCR3 auf B-Zellen werden in die Literatur unterschiedliche Angaben
gemacht. Einige Autoren zeigen eine Expression von CXCR3 auf B-Zellen|[132, 158]. Ande-
re konnten CXCR3 nicht auf B-Zellen zeigen [162]. Trentin et al. konnten CXCR3 nicht auf
normalen B-Zellen nachweisen, zeigen aber einen Anstieg bei B-Zell Lymphomen [163]. In ei-
ner Untersuchung bei Multipler Sklerose konnte gezeigt werden, dass CXCR3 auf B-Zellen eine
Rolle bei der Wanderung bei dieser Erkankung in diei@mdichen Kompartimente spielt [164].

Patel et al. konnten einen Unterschied in den Konzentrationen von CXCL9 und CXCL10 vom
Serum zum Synovialgewebe zeigen und vermuten daher eine wesentliche Rolle dieser Chemo-
kine und des bindenen Chemokinrezeptors CXCR3 bei der Rekrutierung von Leukozyten in das
RA-Synovium [152]. In dieser Arbeit werden zwei positive Fraktionen bei B-Zellen beschrieben.
Es wird eine Unterscheidung zwischen CXCR8hwach* positiven Zellen und CXCRBoch*
expremierenden Zellen vorgenommen, wobei sich die Int@nddr Rarbung zwischen den Frak-
tionen um bis zu einer Zehnerpotenz unterscheidet. In der Literatur wird diese Unterscheidung
nicht vorgenommen. Aber in den \@fentlichungen von Qin et al. und vor allem Sorensen et al.
zeigen Durchflusszytometrischen-Analysen diese Fraktion (s/[132,164]). Auch bei Analysen aus
der Maus deuten gezeigte Abbildungen auf diese beiden Fraktionen hin [165]. Die widétspr

che Beschreibung von CXCR3 auf B-Zelletrinte sich auch aus den beiden positiven Fraktionen
erklaren lassen. Ein grosser Anteil der Gesamt-B-Zellen bei den gesunden Kontrollen (95,3 %)
und den Patienten (92,0 % Median der RA-Patienten) expremieren CxXseR®&ach”. In der Ex-
pression ergeben sich keine signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen oder
in den Subpopulationen. Der Anteil der CXCR3och* expremierenden Gesamt-B-Zellen zeigt
signifikante Unterschiede. Im Vergleich der Patientengruppen mit den gesunden Kontrollen, kann
fur Patienten mit RA, die durch eine chronische Entung der Gelenke gekennzeichnet ist, eine
Zunahme des Anteils der CXCRBoch" expremierender Gesamt-B-Zellen gezeigt werden. Die-
se Zunahme giltifr naive und Gedlichtnis B-Zellen, aber nichiif Plasmazellen. Bei Patienten mit

SLE kann keine Zunahme beim Anteil CXCRBoch* expremierender B-Zellen nachgewiesen
werden, obwohl es auch bei dieser Autoimmunerkrankung zulBdtmgen kommt.

Die Kontrollen bei der Durchflusszytometrischen-Analyse zeigen, dass beide nachgewiesenen
B-Zell-Fraktionen positiv iir den Chemokinrezeptor CXCR3 sind, da bei der Analyse der Leu-
kozyten eine grof3e Fraktion CXCR3-negativ ist, die mit der Lage der Isotypenkoritbeltein-
stimmt. Daflber hinaus wandern im funktionellen Migrations-Test beide positiven Fraktionen.
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Dies zeigt, dass die B-Zellen nicht nur den CXCR3 Chemokinrezeptor auf der &iberfex-
premieren, sondern auch dass er funktionell ist. Der Anteil der B-Zellen, die CXG&3"
expremieren wird im Migrations-Test nicht aufgrund varkter Wanderung angereichert. In der
vorliegenden Arbeit wurde nur ein Ligand (CXCL10) von den drei in der Literatur angegebe-
nen Liganden (CXCL9, CXCL10, CXCL11juf den CXCR3 Chemokinrezeptor ausgetestet. Um
auszuschliel3en, dass die beiden positiven Fraktionen sich nicht in ihrem Migrationsverhalten un-
terscheiden, iissten auch die beiden anderen Liganden getestet werden.

Die Anreicherung von Chemokinrezeptor-tragenden B-Zellen kann in dem gleichen funktionellen
Test bei CXCR4-tragenden beobachtet werden.

In der Literatur wurde iir unreife B-Zellen gezeigt, dass sie CXCR4 stark expremieren, reife
B-Zellen zwar noch positiv sind, aber nicht mehr so stark [159]. Andere Autoren zeigten eine
hohe CXCR4-Expression auf reifen B-Zellen, aber eine Reduktion im Ansprechen auf das Che-
mokin [166)167]. In der Entwicklung der B-Zellen im Knochenmark und beim Einwandern in
sekundire lymphatische Gewebe spielt CXCR4 eine Rolle [25]. AughGXCR4 lonnte eine
Fraktion,hoch* expremierender B-Zellen vermutet werden, da die Angaben in der Literatur wi-
derspiichlich sind und die Durchflusszytometrischen-Analysen dieser Arbeit diese Fraktion bei
gesunden Kontrollen und RA-Patienten vermuten lassen. Um aber eine deutliche Aussage tref-
fen zu kbdnnen niissten weitere Patientenproben analysiert werden. In der vorliegenden Arbeit
konnte ein hoher Anteil CXCR4-positiver Gesamt-B-Zellen bei den gesunden Kontrollen gezeigt
werden. Diese Aussage stimmt mit denen in der Literébarein. In der Subpopulation der Plas-
mazellen ist der Anteil reduziert. Dies gilt audlr die OA-Patienten. Eine Reduktion im Anteil
CXCR4-positiver B-Zellen kann vor allem bei SLE-Patienten gezeigt werden. Der Anteil der
Gesamt-B-Zellen, naiver und Gachtnis B-Zellen ist signifikant reduziert bei den SLE-Patienten

im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. Bei den RA-Patienten ist nur in der Subpopulation
der naiven B-Zellen eine Reduktion im Anteil der positiven Zellen nachzuweisen. CXCR4 spielt
wie CXCRS5 eine Rolle beithomingder B-Zellen. Die Reduktion der B-Zellen, die CXCR4 auf

der Oberféche tragen, und die Daten aus dem Migrations-Test, der zeigt das wie erwartet nur
die CXCR4-positiven Zellen wandern, lassen vermuten, dass die B-Zellen bei SLE-Patienten ein
gesbrtes Verhalten beim Einwandern in sekantymphatische Gewebe zeigen.

Der klassische B-Zell Chemokinrezeptor CXCR5, derltamingvon B-Zellen in die sekuriren
lymphatische Organe und nicht-lymphoide Gewebe steuert, wird auf allen reifen zirkulieren-
den B-Zellen nachgewiesen [41, 164, 168]. Der Verlust des Rezeptors ist ausreidhehe f
Zersbrung der Organisation der Follikeln in der Milz und den Peyerschen Plaques [169]. Na-
kayama et al. zeigten, dass er bei B-Zellen, die mit Ebstein-Barr Virus in Kontakt kommen, im
Vergleich zu ruhenden B-Zellen im Blut herunter reguliert wird [156].
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Bei den in dieser Arbeit untersuchten Chemokinrezeptoren zeigt CXCRS5 die deutlichste Dere-
gulierung bei den Patienten. Der Anteil der CXCR5-positiven B-Zellen ist bei SLE- und RA-
Patienten bei den Gesamt-B-Zellen, den &z#nis B-Zellen und den Plasmazellen signifikant
reduziert. Die Heterogetfiit der RA-Patienten ist sehr auffallend (Anteil der CXCR5-positiven B-
Zellen von 2,6 % bis 97,6 % der Gesamt-B-Zellen). Dies kann z. T. durch das sehr unterschiedli-
che Bild der RA erkhrt werden. Die Patienten unterscheiden sich in den Autaanpign, Krank-
heitsdauer und Ansprechen auf die Therapie und in den klinischen Daten. Bei immunisierten
Mausen konnte gezeigt werden, dass die Expression von CXCR5 reduziert wird [160, 161]. Dies
konnte bedeuten, dass auch bei den RA- und SLE-Patienten durch das chronisch aktivierte B-
Zellsystem der Anteil der CXCR5-positiven B-Zellen reduziert wird.

Doppelfarbungen gegen die Chemokinrezeptoren CXCR3 und CXCR5 wurden an einer kleinen
Gruppe von gesunden Kontrollen und RA-Patienten duréhgefEs konnte gezeigt werden, dass

vor allem die Gedchtnis B-Zellen positiviir CXCR5 und CXCR3,hoch* expremierend sind.

Dies ist besonders interessant, da gerade diese Subpopulation im Synovialgewebe akkumuliert.
Die Schwankungen, die auch schon bei den Eidzbifngen auftraten, lassen aber keine weite-

ren Aussagen zu. Daher wurdberpiift ob die Reduktion des Anteils CXCR5-positive B-Zellen

mit dem Anstieg CXCR3hoch* expremierender B-Zellen korreliert. Die Ergebnisse zeigen ei-

ne Korrelation der beiden Chemokinrezeptorexpressionen und lassen vermuten das es zu einem
veranderten Wanderungsverhalten der B-Zellen unter diesen Bedingungen kommt.

Zusammenfassend kann aus den Ergebnissen dieser Arbeit gezeigt werden, dass der Anteil der
B-Zellen, diehomingChemokinrezeptoren auf ihnrer Ob&dhe expremieren, bei RA-Patienten
abnimmt. Dies giltir CXCRA4, aber vor allemiir CXCRS5. Eine statistisch signifikante Redukti-

on konnte @ir CXCR4 1r naive B-Zellen gezeigt werden. CXCRS5 ist vor allem bei den Effektor-
Zellen bei RA-Patienten reduziert. Die Reduktion des Anteils CXCR5-positiver B-Zellen korre-
liert mit der Zunahme der CXCRhoch” expremierenden B-Zellen. B-Zellen, die doppelt positiv

sind fur die beiden Chemokinrezeptoren, liegen in der Subpopulation dexdBeds B-Zellen.

Die auch die Subpopulation ist, die im Synovialgewebe akkumuliert. Der funktionelle Migrations-
Test zeigte, dass die Reduktion des Anteils der CXCR4-positiven B-Zellen einen Einfluss hat, da
die positiven Zellen vermehrt wandernglrend die Zunahme des Anteils CXCR8ch" ex-
premierender B-Zellen keinen Einfluss auf die Wanderung des getesteten Liganden hat, da beide
Fraktionen wandern. Bei der Untersuchung von T-Zellen im Synovialgewebe wurde eine wichtige
Rolle fur CCR4, CCR5, CXCR3 und CX3CR1 bei der selektiven Wanderung in diérmatren
Gelenke vermutet [17]. Bei Monozyten/Makrophagen konnte im Blut von RA-Patienten eine an-
dere Expression von Chemokinrezeptoren gezeigt werden als im Synovialgewebeisday--fl

keit. Die Autoren ziehen daraus den Schluss, dass einige ChemakineefRekrutierung der
Monozoyten aus der Zirkulation und andeie flas Zuickhalten im Gewebe wichtig sind [122].

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen eine wichtige Ralle¥XCR3 und CXCR5 bei der Migra-
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tion der B-Zellen in das Synovialgewebe vermuten. Die Daten lasgedals Zuiickhalten im
Gewebe ein Effekt von CXCR4 vermuten, aber dassste an einer gf3eren Anzahl von Ge-
weben begttigt werden. Es kommt nicht nur bei der RA, sondern auch bei den beiden anderen
Erkrankungen zu einer Verschiebung des Chemokin-Expressionsmusters. Bei den RA-Patienten
sind CXCR3 und CXCRS5 betroffen, bei SLE-Patienten CXCR4.

5.5 Einfluss der Therapie auf die B-Zellen

Bis heute steht keine kausale Therapie zur Behandlung der RA ziirgverg. Bei der Behand-

lung wird eine Schmerztherapie durchigieft und Entéindungsprozesse gehemmt. Die verwende-
ten Basistherapeutika wirken nicht unmittelbar schmerzlindernd undmshitngshemmend, des-

halb missen sie zumeist mit NSAR und/oder Glucocorticoiden kombiniert werdéen [79]. Bei vie-
len der Basistherapeutika (Azatioprin, Sulfasalazin, Gold, Cyclophosphamid) kann es zu Neben-
wirkungen wie Aramie oder Leukopenie kommen [79]. In den letzten Jahren wurden in die The-
rapie der RA u. a. Anti@rper, Rezeptorfusionsproteine oder Rezeptorantagonisten zur Blockade
der Zytokine TNFe und IL-1 eingefihrt. Infliximab, ein chimarer Antikbrper gegen TNFe und

der weiterentwickelte, rekombinat hergestellte humane Anpigr (D2E7), haben eine hohe Affi-

nitat zum TNFe und verhindert die Expression endothelialer Adionsmoleldle und damit die
Einwanderung von Leukozyten ins ettwlete Gelenk und normalisiert das C-reaktive Protein.
Der klinische Erfolg belegt die wichtige Mediatorfunktion der Zytokine TFmnd IL-1 in der
Kaskade der zur Enfindung fihrenden Vorgnge. Aber nur etwa jeder zweite derart behandelte
Patient kann mit erheblicher Besserung der Erkrankung und ein noch unbestimmter Anteil von
Patienten mit einer Veiigerung oder einem Stillstand der Gelenkszetsig rechnen [79]. Dies
macht deutlich, dass die Hemmung einzelner proinfammatorischer Zytokine nicht das gesam-
te fehlregulierte synoviale Gewebe und damit die Gelenksrens verlangsamt oder aut.

Zum anderen zeigt es die erhebliche Heterogeminter den RA-Patienten.

Es kann ein Einfluss der Therapie auf die naiven und&@lkethis B-Zellen in dieser Arbeit ge-

zeigt werden. Der Anteil der naiven B-Zellen ist bei Patienten, die eine Basistherapie und TNF-
Blocker bekamen, reduziert im Vergleich zu den unbehandelten Patienten. In der Subpopulation
der Gedchtnis B-Zellen, war der Anteil etiht bei den Patienten, die eine Basistherapie und
TNF-Blocker bekamen im Vergleich zu den unbehandelten Patienten. Die Patientengruppen zei-
gen keine statistisch relevanten Unterschiede im CRP-,BSG-Wert oder Alter.iibiesaschen-

den Ergebnissednnen zum Teil mit der Auswahl der Patienten arkiverden. Die RA-Patienten,

die eine Kombinations-Therapie erhalten, haben an Studien teilgenommen. Voraussatzimg f
Studien ist aber, dass normale Basistherapien keinen Erfolg zeigten. Es kann von einem schweren
Verlauf der Erkrankung ausgegangen wurden, die sich durch die Therapie dann aber in Berei-



Diskussion 74

che begibt, die den anderen Gruppen entsprechen. Die Patienten liegen bei den CRP-, BSG-
Werten und Leukozytenzahbher, aber nicht statistisch signifikant. Bei der Analyse der Anteile
Chemokin-tragender B-Zellen wurde eine Reduktion des Anteils CXCR4-positiver Plasmazellen
gezeigt bei Patienten, die eine Basistherapie und TNF-Blocker bekamen im Vergleich zu un-
behandelten Patienten. Der Anteil der Gesamt-B-Zellen, die po&tiCKCR5 waren, war im
Vergleich der gleichen Gruppen reduziert. In der Literatur ist beschrieben, dass anti-TNGF-
anti-IL-1 Behandlungen zu einer Reduktion der Chemokinsynthidwef [20]. Infliximab redu-

ziert die Expression von CXCL8 und CCL2 im Synovium von RA-Patienten. Es kommt zu einer
reduzierte Anzahl von enfindlichen Zellen im Synovium [170]. Durch die Gabe von anti-TNF-
«-Antikorpern kann die Produktion von Chemokinen im Synovialgewebe reduziert werden und
CD4-, CD22- und CD68-positive Zellen wandern nicht mehr in das Gewebe [170].

Studien haben gezeigt, dass Aiitiger gegen Chemokine oder ihre Rezeptoren in Zukunft zu
einem direktem Ziel der Therapie werdeimkiten[20]. Die unterschiedlichen Expressionsmuster
der Chemokine auf peripheren B-Zellen bei den Patientengrupjedew gezielt Chemokine
oder Chemokinrezeptoren als Therapie-Ansabglich erscheinen lassen.

5.6 Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Akkumulation von B-Zellen im Synovialgewebe von RA-
Patienten zu analysieren. Dazu wurde die Verteilung der B-Zellen im Synovialgewebe der RA-
Patienten mittels immunhistochemischer Methoden untersucht. Es konnten in allen Geweben B-
Zellen und Plasmazellen nachgewiesen werden, aber keine ektope Keimzentren, die eine lokale
Entwicklung der B-Zellen zu Plasmazellen im Gewebe @ghchen. Durchflusszytometrische-
Analysen zeigten, dass die B-Zellen, die im Synovialgewebe akkumulieren, zu der Subpopula-
tion der Gedchtnis B-Zellen gebren. Da die B-Zellen, nicht lokal im Gewebe differenzieren
konnen, niissen sie aus der Peripherie nach einer Keimzentrumsreaktion eingewandert sein. Im
Synovialgewebe konnten Chemokine ardgbt werden. Chemokine regulieren die Wanderung
von Chemokinrezeptor-tragenden B-Zellen. Um diégiiche Einwanderung der B-Zellen aus

der Peripherie in das Synovialgewebe auf Grund von Chemokin-vermittelter Chemdihagis n

zu analysieren, wurden die Obé&dchenexpression der Chemokinrezeptoren auf B-Zellen im pe-
ripheren Blut untersucht.

Die Daten dieser Arbeit lassen eine wichtige Rolle der &éthis B-Zellen in der Pathogenese

der RA vermuten. krhere Untersuchungen in der Arbeitsgruppe zeigten, dass naive uadiéed

nis B-Zellen in Synovialgewebe einwandern, die ektope Keimzentren aufweisen und dann dort zu
Plasmazellen ausdifferenzierén [146].
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In weiteren Analysen wird zu &ren sein, wie sich die B-Zellen, die Chemokinrezeptoren tra-
gen, in ihrem Verhalten von denen, die keine tragen unterscheiden. Die B-Zellen im peripheren
Blut kdnnen aktiviert aus den Lymphorganen kommen. Durchflusszytometrisch kann der Anteil
der aktivierten B-Zelleriber Oberthchenmarker wie CD69 und CD86 untersucht werden. Nach
der Aktivierung von B-Zellen regulieren sie ihren BCR hoch, dies kiimer eine Brbung gegen
CD79a gezeigt werden. Um eine Aussatper die Korrelation der Chemokine mit den infiltrie-
renden Zellen im Synovialgewebe treffen Zinkien, sollten Immunfluoreszenz-Dopgelfungen

von den Geweben durchggfrt werden. Weitere Untersuchungen an sortierten B-Zellen aus den
CXCR3 positiven Fraktionen,danen zeigen, ob sich die beiden positiven Fraktionen, in Hin-
blick auf verwendete Isotypen der H-Ketten der Adtiger unterscheiden. Im Migrations-Test
sollten die anderen LigandearfCXCRS3 getestet werden, ob sie selektiv die Wanderung und den
Anteil der CXCR3,hoch” expremierenden B-Zellen beeinflussein FZellen konnten Adéasi-
onsmolekile wie P-Selektin und P-Selektin-Ligandrfdie Gewebe-spezifische Wanderung von
Zellen identifziert werden [171]. Eine Untersuchung dieser Molelauf B-Zellen knnte zum
Verst@ndniss der Prozesse der Migration beitragen.





