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1 Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthritis

Die Rheumatoide Arthritis (RA) gilt als die héaufigste entziindlich-rheumatische
Erkrankung (1), die mit einer Privalenz von 0,5-2% ca. 1% der erwachsenen Be-
volkerung betrifft. Aufgrund einer chronisch-destruierenden Entziindung der Ge-
lenke, Sehnenscheiden und Bursae leiden die Patienten unter Schmerz, Schwel-
lung und Steitheit an den betroffenen Stellen. Unbehandelt fiihrt dies zu
Gelenksdestruktion und -deformation mit Funktionsverlust. Pridilektionsstellen
der RA sind die kleinen Gelenke der Hédnde und Fii3e, insbesondere die Finger-
mittelgelenke (proximale Interphalangealgelenke, PIP), Fingergrundgelenke
(Metacarpophalangealgelenke, MCP), Hand- und Zehengrundgelenke mit meist
symmetrischem Befall. Zudem konnen auch die mittelgroBen und groflen
Extremititengelenke, das Kiefergelenk und die Zervikalwirbelsdule betroffen sein.
Desweiteren konnen extraartikuldre Manifestationen hinzukommen (1, 2, 3). Ob-
wohl das Krankheitsbild der RA schon in der Antike bekannt war, von Dr. Augus-
tin Jacob Landré-Beauvais 1800 erstmals beschrieben wurde und 1859 von Dr.
Alfred Baring Garrod schlieBlich als ,,rheumatoide Arthritis® benannt wurde, ist
seine genaue Atiologie und Pathogenese bis heute nicht endgiiltig geklirt. Jedoch
ist man sich dartiber einig, dass es sich bei der RA um eine komplexe multifakto-
rielle Systemerkrankung handelt, die durch zahlreiche exogene und/oder endogene
Ausloser, vor dem Hintergrund einer genetischen Pridisposition entsteht. Es
konnte gezeigt werden, dass neben der Assoziation von Umweltfaktoren wie Ziga-
rettenkonsum (4, 5), dem weiblichen Geschlecht (6) und hoherem Alter (7), auch
genetische Faktoren eine Rolle bei der Entstehung der RA spielen (2, 1). Die His-
topathologie, auf die an spiterer Stelle eingegangen wird, die Klinik und auch die
Laborwerte der Patienten mit dieser multifaktoriellen Systemerkrankung, verdeut-
lichen jedoch die entziindliche, und daraus folgend die autoimmune Komponente

der RA. Neben den typischen Entziindungszeichen Dolor (Schmerz), Calor (Er-



wirmung), Rubor (R6tung), Tumor (Schwellung) und Functio laesa (Funktions-
verlust) an den betroffenen Gelenken, findet sich eine erhohte Blutsenkungsge-
schwindigkeit (BSG) und ein erhohtes C-reaktives Protein (CRP) im Blut von
Patienten. 1940 wurde von Dr. Erik Waaler der sogenannte Rheumafaktor (RF) in
RA-Patientenserum entdeckt (8), ein Immunglobulin (Ig) M-Antikorper, der ge-
gen das Fc-Fragment von IgG gerichtet, mit diesem Immunkomplexe bildet und
somit ein Autoantikdrper ist. Neben dem eher unspezifischen RF sind sowohl sys-
temisch als auch im Gelenk noch weitere Autoantikdrper bei einem Anteil der
Patienten nachweisbar, die mit deutlich hoherer Sensitivitidt das Vorliegen einer
RA anzeigen. Der gebriuchlichste klinische Marker neben dem RF sind Antikor-
per gegen zitrullinierte Proteine (anti-CCP Antikdrper) die bei >50% der Patienten
in der Frithphase der Erkrankung oder sogar lange Zeit vor dem klinischen Er-
krankungsbeginn nachweisbar sind (3), was auf eine pathogenetische Rolle dieser
Antikorper und eine Bedeutung von B-Zellen, die diese Antikdrper produzieren,
bei der Krankheitsentstehung hinweist. Histopathologisch findet man in den be-
troffenen Gelenken eine immense Hyperplasie und eine Infiltration des
Synoviums mit immunkompetenten Zellen. Dazu gehoren T-Zellen, B-Zellen,
Monozyten und neutrophile Granulozyten, die im entziindeten Gelenk Zytokine
wie z. B. Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNFa) und Interleukin-1 (IL-1), Chemokine,
Antikorper, Endopeptidasen und andere Faktoren sezernieren. Hinzu kommt eine
intensive Vaskularisation, welche die sonst Gefif- und Lymphozyten-freie
Synovialmembran verdickt. Diese und andere Prozesse fithren zur Pannusbildung,
eine pathologisch verdickte Synovialis, die den Knorpel und Knochen iiberwéchst,
und zu einem Zytokinmilieu fiihrt, welches Monozyten, Neutrophile, Fibroblasten
und Osteoklasten dazu anregt, mittels Metalloproteinasen (MMPs) und
Endopeptidasen, Knorpel- und Knochengewebe anzugreifen (1). Als ein Grund
fiir die inflammatorischen Vorginge in den betroffenen Geweben wird das Vor-
handensein von Rheumafaktoren und anderen Autoantikdrpern gesehen. Die ge-
bildeten Immunkomplexe mit korpereigenen Strukturen aktivieren die Komple-

mentkaskade und die Infiltration der Gewebe mit immunkompetenten Zellen. Die



Wichtigkeit dieser Vorgénge fiir die Pathogenese der Erkrankung ist allerdings
nicht endgiiltig geklirt. Produzenten dieser autoreaktiven Antikdrper sind Plasma-
zellen, aktivierte und differenzierte B-Zellen. Neben der lokalen Entziindungsre-
aktion sind bei der RA auch deutlich entziindlich-systemische Verdnderungen
nachweisbar. Mittlerweile ist bekannt, dass neben dem Immunsystem auch weite-
re Steuerungs- und Regulationssysteme an jeder Entziindungsreaktion beteiligt
sind. Hierbei kommt der Hypophysen-Hypothalamus-Nebennieren-Achse (HHN-
Achse) und der Hypothalamus-Autonomes Nervensystem-Achse (HANS-Achse)
eine grofle Bedeutung zu. Die drei an der Entziindung im Wesentlichen beteiligten
Systeme — das Immunsystem, das Nervensystem und das endokrine System — sind
stark vernetzt. Ein Ausdruck dieser Vernetzung ist, dass Immunzellen sowohl
Hormone als auch Neurotransmitter, und umgekehrt, auch endokrine Zellen und
Neurone verschiedene Zytokine produzieren koénnen und mit entsprechenden
Hormon- und Neurotransmitterrezeptoren ausgestattet sind (9, 10, 11, 12, 13, 14).
In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass diese Systeme auch bei chroni-
schen Entziindungsvorgéngen und damit z.B. fiir die Pathogenese der RA von
grofer Bedeutung sind und die Effektoren des endokrinen Systems (u.a.
Glukokortikoide) und des neuronalen Systems (u.a. Noradrenalin) {iber systemi-
sche Riickkopplungskreise den lokalen synovialen Entziindungsprozess modulie-
ren (15, 16, 17, 18). Schon in den 1940er Jahren begann die Ara der
Glukokortikoide als immunmodulierende Therapeutika, 1949 als Antirheumati-
kum an die Offentlichkeit gebracht (19, 9) und seither aus der Therapie der RA
und anderen entziindlichen Erkrankungen nicht mehr wegzudenken. Es ist be-
kannt, dass Glukokortikoide u.a. durch Stimulation von IL-10, Hemmung der
TNF-Produktion (20) und weiterer proinflammatorischer Proteine zu einer Hem-
mung der Proliferation und Aktivitit von Immunzellen fithren und dadurch ihre
antiinflammatorische Wirkung entfalten (21). In der akuten Phase der RA bewir-
ken proinflammatorische Zytokine (z. B. TNF, IL-1, IL-6, IL-2) eine Aktivierung
der HHN-Achse, die anfangs noch mit einer addquaten Kortisolproduktion rea-

giert. Wihrend der Krankheitsentwicklung wird, v.a. die Kortisolproduktion je-



doch unverhéltnisméBig zuriickgefahren und es existieren, relativ zum Ausmal
der Entziindung, zu niedrige Kortisolspiegel (16). In diesem Zusammenhang
konnte gezeigt werden, dass bei der chronischen Entziindung eine effiziente sys-
temische Kortisolkonzentration in Kooperation mit Noradrenalin, als wichtigster
Vertreter der sympathischen Neurotransmitter, proinflammatorische Mediatoren
im Gelenk vermindern konnen und somit die Entziindungsvorginge im

Synovialgewebe reduzieren (16).

1.2 Sympathisches Nervensystem — Grundlagen

Das Nervensystem (NS) kann auf verschiedene Weise gegliedert werden. Zum
einen wird es in ein zentrales Nervensystem (ZNS) und in ein peripheres Nerven-
system (PNS) unterteilt. Eine weitere Unterteilung erfolgt in ein somatisches und
ein vegetatives Nervensystem (auch autonomes und viszerales NS genannt). Das
somatische NS dient der willkiirlichen Ausfiihrung der Motorik und der bewuss-
ten Wahrnehmung der peripheren Sensibilitdt, wohingegen das autonome NS un-
willkiirliche und unbewusste Vorginge und Funktionen, wie z.B. Herz- und
Darmtitigkeit, Stoffwechsel, Blutdruck und Durchblutung oder die Sekretion von
Driisen, tiberwacht und steuert (7). Das autonome NS setzt sich aus dem sympa-
thischen Nervensystem (SNS), dem parasympathischen Nervensystem (PSNS)
und dem enterischen NS zusammen, wobei sich das enterische NS auf die Wand
des Gastrointestinaltraktes beschrankt und somit eine Ausnahme darstellt, auf die
hier nicht weiter eingegangen wird. Meist agieren Sympathikus und Parasympa-
thikus als Antagonisten und bis auf wenige Ausnahmen werden alle Organe und
Korperregionen von beiden Anteilen des autonomen NS innerviert und gesteuert.
Wihrend der Parasympathikus eine trophotrope Wirkung auf den Korper hat,
steuert der Sympathikus energiemobilisierende und aktivititssteigernde Funktio-
nen und entfaltet somit eine ergotrope Wirkung auf den Organismus (7, 22).
Hochstes gemeinsames Steuerzentrum ist der Hypothalamus im Zwischenhirn.
Weitere wichtige, dem Hypothalamus untergeordnete Zentren liegen im Hirn-

stamm (9). Desweiteren besitzen SNS und PSNS eigene Zentren, die sich in Hirn-



stamm und Sakralmark (PSNS) und im Thorakolumbalmark (SNS) befinden. In
diesen Zentren sitzen die entsprechenden ersten efferenten Neurone, welche das
ZNS verlassen und in peripheren, organnahen, parasympathischen Ganglien oder
in pravertebralen, sympathischen Ganglien auf ein zweites Neuron umgeschaltet
werden. Das zweite, postgangliondre Neuron erreicht anschlieend das Erfolgsor-
gan. Die beiden Systeme unterscheiden sich zudem in ihren Transmittern, die sie
in ihren Zielstrukturen ausschiitten. Das PSNS benutzt Acetylcholin, sowohl im
ersten als auch im zweiten Neuron, und auch das SNS benutzt diesen Transmitter
in seinen pragangliondren Neuronen (22). Jedoch verwendet es eine Vielzahl von
verschiedenen Substanzen als Transmitter zwischen zweitem Neuron und Ziel-
struktur. Neben Molekiilen wie Enkephalin, Adenosintriphosphat (ATP) oder
Neuropeptid Y, sind die Katecholamine Dopamin, Adrenalin und vor allem No-
radrenalin die wichtigsten und am héufigsten vorkommenden Vertreter (9). Die
verschiedenen Botenstoffe besitzen wiederum jeweils mehrere Rezeptoren, mit
denen sie kommunizieren kdnnen, und welche unterschiedliche Wirkungen am
Zielorgan ausiiben. Die meisten Neurotransmitter wirken iiber G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, die ihre Wirkung in der Zelle iiber nachgeschaltete second
messenger ausiiben (23, 9). Zu diesen second messengern gehoren z.B. zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) oder Inositol-3-Phosphat (IP3). Abhéngig von
der Menge der Transmitter, von ihrer Affinitdt zum Rezeptor oder von der Ex-
pression der Rezeptoren auf der Zelle, vermitteln die jeweiligen Rezeptoren ent-
weder eine stimulierende oder eine hemmende Wirkung. Dadurch kann derselbe
Ligand unterschiedliche Effekte, iiber unterschiedliche Signalwege, an der Ziel-
zelle hervorrufen, was im Folgenden am Beispiel der o;-, a,- und B-
Adrenozeptoren (AR) gezeigt werden soll. Sie stellen drei Unterklassen der
Adrenozeptoren dar, die durch ihre natiirlichen Liganden Adrenalin und Noradre-
nalin aktiviert werden konnen, wobei Adrenalin eine hohere Affinitit zu -
adrenergen Rezeptoren aufweist. Noradrenalin hingegen stimuliert bevorzugt a-
adrenerge Rezeptoren und nimmt erst bei hoheren Konzentrationen Einfluss auf

die B-Adrenozeptoren (14). a;-Adrenozeptoren unterteilen sich in vier Subtypen,



die alle Gy11-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind, die tiber die Phospholipase CB
die second messenger Diacylglycerin (DAG) und IP3 aktivieren. IP3 bewirkt die
Freisetzung von Ca*"-Ionen aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER), DAG
aktiviert die Proteinkinase C und dadurch andere intrazelluldre Proteine (24, 7).
ax-Adrenozeptoren sind meist an inhibitorische Gj,-Proteine gekoppelt, die ihr
Effektormolekiil, das Transmembranenzym Adenylatzyklase, hemmen und somit
die Synthese des second messenger cAMP (24, 7). B-Adrenozeptoren mit ihren
drei Subtypen wirken im Gegensatz dazu stimulierend auf ihr Effektormolekiil.
Ihr Gs-Protein aktiviert die Adenylatzyklase, die cAMP synthetisiert, welches
wiederum die Proteinkinase A (PKA) aktiviert (24, 7). Die Proteinkinase A ist
eine Serin-/Threoninkinase, die u.a. Schliisselenzyme des
Intermediarstoffwechsels, der Hormonbiosynthese, die Aktivitdt von Ionenkana-
len oder die Transkription cAMP-abhédngiger Gene reguliert (23). Durch radio-
ligand-binding-Studien konnte gezeigt werden, dass auch immunkompetente Zel-
len wie z.B. B- und T-Lymphozyten Adrenozeptoren, v.a. B,-AR, exprimieren
(25). Aber auch fiir andere Neurotransmitter, die neben Noradrenalin aus sympa-
thischen Nervenendigungen freigesetzt werden konnen, sind Rezeptoren auf Im-
munzellen nachgewiesen worden (26, 14, 27). Da die sympathischen Nervenfa-
sern entlang der BlutgefiBle verlaufen, sind sie fast {iberall im menschlichen
Korper anzutreffen, auch in primiren und sekundéren lymphatischen Organen, wo
sympathische Nervenfasern enge synaptische Beziehungen zu den darin vorhan-
denen Immunzellen aufbauen (28, 29), was einen direkten Einfluss auf diese Im-

munzellen nahe legt.

1.2.1 Die Bedeutung des sympathischen Nervensystems bei der

Rheumatoiden Arthritis

Seine peripheren Wirkungen entfaltet das adrenerge System nicht nur iiber die
sympathischen postgangliondren Nervenendigungen, sondern auch iiber die Sti-
mulation des Nebennierenmarks durch die HHN-Achse. Von dort werden Kat-

echolamine in die Blutbahn freigesetzt und wirken auf diese Weise als freie Hor-



mone. So kommen die Effektoren des SNS zum einen iiber die Blutbahn in Kon-
takt mit den Immunzellen, zum anderen iiber die sympathischen noradrenergen
Nervenfasern, die bis in die Synovialmembran der Gelenke reichen. Neurotrans-
mitter des SNS sind in adidquaten Konzentrationen iiber a-AR, B-AR, A2-
Adenosinrezeptoren und p-Opioidrezeptoren antiinflammatorisch wirksam (27,
30), wobei in erster Linie der B,-AR auf Immunzellen exprimiert wird (31). Uber
diese Rezeptoren hemmen Katecholamine die Proliferation von T-Lymphozyten
(32), bewirken die Apoptose von Lymphozyten in Peripherie und Thymus (33),
haben Einfluss auf die Organverteilung immunkompetenter Zellen (33) oder deren
Funktionen. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass Noradrenalin,
je nach Konzentration und Kontext, die Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen wie TNF, Interferon-y oder IL-1 hemmt, und die von an-
tiinflammatorischen Zytokinen wie IL-10 steigert (27, 26), oder das Ausmal} der
Antikdrperproduktion von B-Zellen reguliert (34, 35, 36, 37). Die Tatsache, dass
der Sympathikotonus (die Feuerrate des SNS) bei Tieren und Menschen, die an
RA erkrankt sind, erhoht ist, zeigt eine Beteiligung des SNS an der Erkrankung.
Jedoch kann ihm keine rein antiinflammatorische Rolle zugeschrieben werden.
Vielmehr scheint seine pro- oder antiinflammatorische Aktivitit u.a. vom Krank-
heitszeitpunkt abzuhiingen, was am Tiermodell gezeigt werden konnte (38). Méau-
se, bei denen eine Arthritis durch Kollagen Typ II ausgelost wurde, wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten sympathektomiert. Der Verlust des Sympathikus
vor der Immunisierung mit Kollagen Typ II fiihrte zu verminderten Krankheits-
symptomen, wohingegen das Ausschalten des SNS zu einem Zeitpunkt, an dem
die RA schon aktiv war, in einer Verschlechterung des Krankheitsgeschehens re-
sultierte. Diese Ergebnisse lassen auf eine proinflammatorische Rolle in der Friih-
phase, und auf eine antiinflammatorische Rolle in der Spétphase der Erkrankung
schlieBen. Desweiteren wurde gezeigt, dass die sympathische Innervation im
chronisch-entziindeten Synovialgewebe von RA-Patienten verloren geht (39).
Dies kann demzufolge ebenfalls als proinflammatorischer Mechanismus gesehen

werden, da eine addquate Immunsuppresion iiber B-adrenerge Mechanismen (hohe



Noradrenalinkonzentration) wegféllt und eine Immunstimulation iiber o-

adrenerge Mechanismen (niedrige Noradrenalinkonzentration) verstarkt wird.

1.3 B-Zelle

Lange Zeit spielte die B-Zelle eine untergeordnete Rolle im Zusammenhang mit
der RA, was sich jedoch mit dem erfolgreichen therapeutischen Einsatz des anti-
cluster of differentiation (CD) 20 Antikorpers Rituximab énderte (40, 41). Die B-
Zelle ist Teil des erworbenen (adaptiven) Immunsystems, welches durch das an-
geborene Immunsystem aktiviert wird. Das angeborene Immunsystem ist fiir die
initiale Phase der Abwehr von Pathogenen bestimmt. Zu ihm werden, neben der
natiirlichen Barriere von Haut und Schleimhduten, dem Komplimentsystem und
den Akut-Phase-Proteinen, folgende Zellen gerechnet: Granulozyten, Mastzellen,
natiirliche Killerzellen (NK-Zellen), Monozyten und Makrophagen (9). Es kann
sofort auf antigene Stimuli reagieren, eine Inflammation auslésen und anschlie-
Bend das adaptive Immunsystem durch Antigenprédsentation und Kostimulation
aktivieren. Neben den B-Zellen gehoren die T-Zellen zu den spezifischen Zellen
der adaptiven Immunantwort. B- und T-Zellantwort unterscheiden sich wiederum
stark voneinander, und welcher immunologische Pfad eingeschlagen wird, hingt
von unzdhligen immunologischen, endokrinen und neuronalen Faktoren ab. Die
Aktivierung der B-Zellen erfolgt entweder T-Zell-abhingig oder unabhéngig. Eine
T-Zell-unabhéngige Aktivierung findet durch sog. T-Zell-unabhédngige Antigene
wie z.B. Polysaccharide statt. Voraussetzung fiir die T-Zell-abhdngige Aktivie-
rung ist zum einen, dass die B-Zelle selbst das Antigen an ihrem B-Zell-Rezeptor
gebunden hat, und zum anderen, dass sie dieses Antigen der T-Helferzelle mittels
thres Haupthistokompatibilititskomplex (MHC)-II-Molekiils in prozessierter
Form an der Oberfldche présentiert (42, 20). Mit Hilfe ihres T-Zell-Rezeptors bin-
det die T-Helferzelle (Th-Zelle) daran, schiittet Zytokine aus und geht weitere
kostimulatorische Bindungen mit der B-Zelle ein. Dies bewirkt die Differenzie-
rung der B-Zelle zur Antikdrper-produzierenden Plasmazelle und deren klonalen

Proliferation. Wahrend die B-Lymphozyten selbst zwar auch Antikorper (v.a.



IgM, IgD) herstellen konnen, sind die Antikorper-produzierenden, kurzlebigen
und langlebigen Plasmazellen in der Lage, weitere Immunglobulinisotypen wie
z.B. IgG, IgE und IgA in grolen Mengen zu sezernieren (42). Die Antikorper bin-
den spezifisch an Antigene, aktivieren je nach Isotyp unterschiedlich stark das
Komplementsystem und helfen bei der Phagozytose der Antigene. Dariiber hinaus
sind B-Lymphozyten jedoch auch selbst zur Antigenprdsentation und zur
Zytokinproduktion in der Lage oder kdnnen zu Gedichtniszellen differenzieren,
die zu einer schnellen Immunantwort bei einer zweiten Antigenexposition beitra-
gen. Ebenso wie die T-Zellen, exprimieren auch B-Zellen populationsspezifische
Oberflachenmarker, die abhingig von ihrem Reifestadium oder ihrer Untergruppe
auf den Zellen vorzufinden sind. Bekannteste dieser Oberflichenmarker fiir B-

Zellen sind CD19, CD20 und B220.

1.3.1 Die Bedeutung der B-Zelle bei der rheumatoiden Arthritis

Das Vorhandensein von Autoantikdrpern wie RF, anti-CCP oder anti-mutiertes-
citrulliniertes Vimentin (MCV) sowie das gute Ansprechen auf eine B-Zell-
Depletion, v.a. bei anti-CCP und RF positiven Patienten, legt eine Beteiligung der
B-Zelle an der Pathogenese der RA nahe. Die Autoantikdrper aktivieren das
Komplementsystem und andere immunologische Effektorzellen wie T-Zellen,
Monozyten oder Granulozyten werden in das betroffene Gewebe gelockt, schiitten
ithrerseits Zytokine und Chemokine aus, proliferieren und tragen zur Aufrechter-
haltung der pathologischen Entziindungssituation bei. Ein wichtiges weiteres An-
tigen, gegen das im Rahmen der RA ebenfalls Antikorper gebildet werden kon-
nen, ist das Kollagen Typ II (CII), welches hauptsidchlich in Gelenkknorpel
vorkommt. Antikorper gegen das CII (anti-CII) werden in Tiermodellen dazu be-
nutzt, in gesunden Tieren eine Arthritis zu induzieren. Sowohl im Serum der er-
krankten Tiere, als auch in Seren von RA-Patienten, konnten anti-CII-Antikorper
detektiert werden (43), die dieselben Epitope in Mensch und Tier erkannten (44),
was die Hypothese der pathogenetischen Rolle von Autoantikérpern in der RA
unterstiitzt (34). Auch der Einfluss von IgE Antikorpern auf die RA wird disku-



tiert, da gezeigt wurde, dass Mastzellen eine entscheidende Rolle bei der Arthritis
von Méusen spielen (45) und eine IgE-vermittelte Typ I Allergie in der Krank-
heitsentstehung beteiligt sein konnte. Zudem besteht eine Assoziation zwischen
der Entwicklung von extraartikuliren Symptomen und erhdhten IgE-
Serumspiegeln sowie perivaskuldren IgE-Ablagerungen in der Haut von RA Pati-
enten (46). Trotz dieser Hinweise auf eine Rolle von Antikorpern in der Pathoge-
nese der RA konnten bisher noch keine Autoantikdrper gefunden werden, die ein
erkrankungsspezifisches Epitop besitzen. Dies flihrte zu der Annahme, dass Anti-
korper entweder nur eine Begleiterscheinung der ablaufenden Entziindung sind,
oder dass es eine Vielzahl unterschiedlicher Antikdrper gibt, die individuell in
verschiedenen Mustern auftreten und mehrere Antigene oder Epitope angreifen
(34, 47, 48) um den Entziindungsprozess am Laufen zu halten. Wie bereits er-
wiéhnt, konnen B-Zellen neben ihrer Hauptaufgabe, der Antikorperproduktion,
auch auf andere Weise Einfluss auf den Entziindungsprozess nehmen. So ist heute
bekannt, dass B-Lymphozyten sowohl immunregulatorische Zytokine wie IL-2,
Interferon (INF)-y, IL-12 und IL-4 (49), aber auch Zytokine wie TNF, IL-10 und
IL-6 bilden und sezernieren (50, 51, 34). Vor diesem Hintergrund koénnen die B-
Zellen nicht mehr nur als ausfiihrende, sondern auch als regulierende und dirigie-
rende Zellen gesehen werden, mit T-Zell-dhnlichen Funktionen. Insbesondere die
Beteiligung an der Sekretion der Zytokine TNF, IL-6 und IL-10, die eine bedeu-
tende Rolle in der RA spielen, zeigt die Wichtigkeit dieser Funktion der B-Zellen.
Die vermehrte IL-6-Produktion in Patienten mit RA und in Mausen mit Kollagen
Typ H-induzierter Arthritis (52, 53, 54), eine signifikante Korrelation der Serum
IL-6 Aktivitdt mit der Konzentration von IgM- und IgF-RF (55, 56) und die posi-
tive Auswirkung der anti-IL-6 Rezeptor Therapie (57, 58), sind nur ein paar Bei-
spiele fiir die proinflammatorische Wirkung des IL-6 in der RA. Die Tatsache,
dass IL-6 ein potenter Stimulator der polyklonalen B-Zell-Proliferation und Auto-
antikorper-Produktion ist (59), konnte darauf hindeuten, dass die B-Zellen auf
diesem Wege eine Selbstaktivierung vornehmen. Kiirzlich konnte gezeigt werden,

dass unter der Therapie mit dem anti-IL-6 Rezeptor Antikorper Tocilizumab® bei
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RA-Patienten eine signifikante Abnahme von Gedéchtniszell-, IgG- und IgA-B-
Zell-Untergruppen stattfindet. Gleichzeitig sind die Serum IgG- und IgA-Spiegel
signifikant gesunken (60). Diese Daten verdeutlichen die Korrelation von IL-6 mit
der pathologischen Hyperaktivitit der B-Zelle in der RA. Auch IL-10 gilt als B-
Zell-Stimulator, der die MHC-II Expression hochreguliert und die Uberlebensfi-
higkeit der Zelle unterstiitzt (61). Im Gegensatz zu TNF oder IL-6 gilt IL-10 aller-
dings im Allgemeinen als ein antiinflammatorisches Zytokin. In Mausen mit Kol-
lagen Typ II induzierter Arthritis konnte durch den Transfer von IL-10
produzierenden B-Zellen die Krankheit entweder verhindert oder deren Verlauf
deutlich verbessert werden (62, 63), sodass den verwendeten IL-10 produzieren-
den B-Zellen eine anti-arthritische Wirkung zugeschrieben wurde. Diese und an-
dere Beispiele zeigen, dass die pathogenetische Rolle der B-Zelle in der RA bei

weitem nicht auf die Antikdrperproduktion von Plasmazellen begrenzt ist.

1.3.2 Modulation der B-Zell Funktion durch das SNS

Wie bereits eingangs erwihnt, exprimieren B-Zellen auf ihrer Oberfldche u.a.
funktionsfahige [B,-adrenerge Rezeptoren und sind so in der Lage, Signale des
sympathischen Nervensystems zu erhalten (64). Die Funktionalitét dieser Rezep-
toren konnte gezeigt werden, indem sie durch Noradrenalin stimuliert wurden,
was in einer cAMP-Anreicherung in der Zelle resultierte (35) und zur Aktivierung
der nachfolgenden Signaltransduktionswege fiihrte (65). Dartliber hinaus zeigte die
Stimulation dieser ;-adrenergen Rezeptoren mit Noradrenalin oder eines seiner
Agonisten, dass die Produktion von IgM und IgG; sowie IgE vom SNS reguliert
wird und dass diese Antikorper unter Noradrenalinmangel weniger gebildet wer-
den (35, 37). Dies fiihrt zu der Annahme, dass Noradrenalin eine wichtige Rolle in
der Aufrechterhaltung einer priméren Thy-Zell-abhingigen-Antikorper-Reaktion
der B-Zelle spielt. Dies wird u.a. auch dadurch verdeutlicht, dass der cAMP/
PKA/ cAMP response element binding protein (CREB)-Signalweg auch in die
MHC-II Expression auf B-Lymphozyten involviert ist und diese steigert (66, 67).
Die Antigenprisentation und T-Zell-Stimulation wird neben der MHC-II Expres-
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sion noch auf anderem Wege vom SNS reguliert. Nach Stimulation von ,-AR
wurde eine erhohte CD86 Expression auf B-Zellen bemerkt (31). Das CD86-
Molekiil stimuliert zum einen CD4+ T-Zellen iiber eine Interaktion mit CD28-
Molekiilen auf den T-Zellen, und zum anderen bewirkt eine CD86-Stimulation
eine erhohte IgG1 und IgE Produktion der B-Zelle (68). Der cAMP/ PKA/ CREB-
Signalweg beeinflusst jedoch nicht nur die Antikdrperproduktion und MHC-II
Expression, sondern auch die IL-10 Produktion der B-Zellen (69, 70).

1.4 Das IL-7/IL-7 Rezeptor System — Grundlagen

Interleukin 7 (IL-7) wird u.a. auch Lymphopoietin 1 (LP-1) oder pre-B-cell
growth factor (PBGF) genannt. Das IL-7 Gen ist auf Chromosom 8q12-13 lokali-
siert, besteht aus sechs Exons und neun Introns (71), und codiert fiir ein 152 Ami-
nosduren (AS) langes, 25 kD schweres Glykoprotein (72). Es gilt als Zytokin der
Héamatopoetin-Familie, zu der u.a. auch IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, Granulocyte
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), IL-9 und IL-13 gehdren (71),
und dessen Tertidrstruktur sich aus vier a-Helices zusammensetzt. Erstmals wurde
es Ende der 80er Jahre isoliert und durch seine essentielle Rolle in der Aufrecht-
erhaltung der lymphatischen Progenitorzell-Population im Knochenmark gekenn-
zeichnet (73). Daher gilt IL-7 als hdmatopoetischer Wachstumsfaktor, der ein
wichtiger Modulator der T- und B-Lymphopoese ist. IL-7 stimuliert die Differen-
zierung von hédmatopoetischen multipotenten Stammzellen in lymphatische
Progenitorzellen, insbesondere die Entstehung von pre-pro B-Zellen aus common
lymphoid progenitor-Zellen (CLPs) (74). Des Weiteren stimuliert IL-7 die Prolife-
ration von T-, B- und NK-Zellen, und reguliert deren Entwicklung und Uberleben.
Sezerniert wird das Zytokin von Stromazellen des Knochenmarkes und des Thy-
mus, aber auch von Keratinozyten (75), dendritischen Zellen (76), Hepatozyten
(77) und endothelialen Zellen des Darmes (78). Der Rezeptor fiir IL-7 besteht aus
zwei Komponenten. Zum einen aus der common cytokine gamma chain (yc), die
u.a. auch von IL-2, IL-4, IL-9 und IL-15 als Rezeptor benutzt wird (79). Zum an-
deren aus der IL-7 Rezeptor alpha (IL-7Ra)-Kette, auch CD127 genannt. Den IL-
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7Ra wird zusétzlich von Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP) als Komponente
fiir seinen Rezeptor benutzt. Die yc wird ubiquitdr auf lymphozytiren Zellen
exprimiert, da sie, wie oben erwéihnt, Bestandteil mehrerer Interleukin-Rezeptoren
ist. Daher gilt die Identifikation von IL-7Ra auf Zellen als Zeichen fiir eine IL-7-
Bindung und nachfolgende Signalweiterleitung. Im Allgemeinen kann der IL-7Ra
auf unreifen B-Zellen bis in das frithe pre-B-Zell-Stadium identifiziert werden, auf
Thymozyten und auf den meisten reifen T-Zellen (80). Wie auch andere Mitglie-
der der Hamatopoietin-Rezeptorfamilie, ist auch IL-7Ra ein Typ 1-Membran-
Glykoprotein, das so gefaltet ist, dass es die Bindung von a-helikalen Zytokinen
ermoglicht. Die 220 AS lange extrazelluldire Doméne des Rezeptors weist grof3e
Homologien mit anderen Rezeptoren dieser Familie auf. Seine transmembranire
Doméne umfasst 25 AS und der intrazelluldre Anteil 195 AS (71, 81). Dieser
wichtige Anteil fiir die intrazelluldre Weiterleitung der Signale enthélt jedoch kei-
ne intrinsische Tyrosinkinaseaktivitit, sodass die Rekrutierung zytoplasmatischer
Kinasen notwendig ist. Die IL-7-Signaltransduktion beinhaltet mehrere solcher
nicht membrangebundener Tyrosinkinase-Signalwege, die mit dem intrazelluléren
Anteil des Rezeptors assoziieren. Zu diesen gehoren der Janus-Kinase/ Signal-
transduktoren und Aktivatoren der Transkription (JAK/STAT)-Signalweg, der
Phosphoinositid-3-Kinase-(PI13-K)-Signalweg, der mitogenaktivierte
Proteinkinase/Extrazelluldr-Signal-regulierte-Kinase =~ (MAPK/ERK)-Signalweg
und verschiedenen Tyrosinkinasen der src-Familie (82). Am Anfang der Signal-
weiterleitung steht die Bindung des Interleukin-7 an den IL-7Ra, was zu einer
Heterodimerisation mit der yc fiihrt, welche ebenfalls Bindungsstellen flir IL-7
besitzt (83). Dies fiihrt zu der Aktivierung der yc assoziierten Janus-Kinase (JAK)
3 und der IL-7Ra assoziierten JAK 1 (84). Die aktivierten JAK-Proteine
phosphorylieren anschlieBend Tyrosinreste des zytoplasmatischen Anteils der IL-
7Ra-Kette, was zu einer Rekrutierung von Molekiilen fiihrt, die eine Src-
Homologie 2 (SH2) tragen, wie z.B. STATS, und in geringerem Malle STATI1
und STAT3 (85). Der Ausgangspunkt der Aktivierung dieser intrazelluldren Mo-

lekiile ist, wie oben erwéhnt, der zytoplasmatische Anteil des IL-7R, insbesondere
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die IL-7Ra-Kette, die aus verschiedenen Domédnen besteht. Besonderes Augen-
merk wurde zum einen auf eine Zellmembran nahe Doméne, die Box1, gelegt, da
sie als Bindungsstelle der JAK1 gilt (86), und Studien mit T-Zell-Linien gezeigt
haben, dass der Verlust der Box1 mit einem rapiden Zelltod einhergeht (87).
Ebenfalls zum Zellarrest und anschlieBenden Zelltod haben Mutationen in der
Tyrosin-reichen Domine gefiihrt (87), was daher von Interesse ist, da vermutet
wird, dass sowohl der JAK/STAT als auch der PI3K/Proteinkinase B (AKT) Sig-
nalweg aus dieser Doméne entspringen (88). Da in der vorliegenden Arbeit das
phosphorylierte STATS und ERK zum Funktionsnachweis von IL-7 Rezeptoren
verwendet wurden, sollen die Signalwege dieser beiden Molekiile im Folgenden
kurz dargestellt werden. Im Falle des JAK/STAT Signalweges wird der
Tyrosinrest der JAK/STAT Doméne von der Jakl phosphoryliert, die daraufhin
gebundenen STAT Molekiile, in Verbindung mit dem IL-7 Signalweg vor allem
STATS5a und STATSb, werden ebenfalls phosphoryliert und dimerisieren. In die-
ser Form sind sie in der Lage, in den Zellkern zu translozieren und dort die Ex-
pression verschiedener Gene, die bei der Proliferation und dem Uberleben der
Zelle involviert sind, zu modulieren. Beispiele solcher Gene sind BCL-X und c-

myc (89) (s. Abbildung 1).

IL7Ra

14



Abbildung 1: Janus-Kinase/ Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription (JAK/STAT)-
Signalweg. Der Tyrosinrest der JAK/STAT Doméne des IL-7 Rezeptors wird von der JAKI1
phosphoryliert (P), die darauthin gebundenen STAT Molekiile, in Verbindung mit dem IL-7 Sig-
nalweg vor allem STATS, werden ebenfalls phosphoryliert und dimerisieren. In dieser Form sind
sie in der Lage, in den Zellkern zu translozieren und dort die Expression verschiedener Gene, die
bei der Proliferation und dem Uberleben der Zelle involviert sind, zu modulieren. Beispiele solcher

Gene sind BCL-X und c-myc.

Der Aktivierung der Extrazelluédres-Signal-regulierten Kinase (ERK) gehen unter-
schiedliche Signalwege voraus. An dieser Stelle soll der Ras (Rat Sarcoma)-Raf
(Rapidly Accelerated Fibrosarcoma)-MAPK-Signalweg dargestellt werden. Diese
Signalkaskade beginnt mit der Bindung des IL-7 an seinen Rezeptor, was die
Phosphorylierung von Tyrosinresten seiner intrazelluliren Domédne bewirkt. Das
zytosolische Adapterprotein growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2) be-
sitzt, wie das STATS, eine SH2-Doméne, mit der es an die phosphorylierten
Tyrosinreste andockt (90), was zu einer Aktivierung des Guanosintriphosphat
(GTP)-Austauschfaktors Son of Sevenless (SOS), der einen Komplex mit GRB2
bildet, fiihrt (91). Der SOS bewirkt die Freisetzung von Guanosindiphosphat
(GDP) im Austausch gegen GTP an der nachfolgenden Ras-GTPase, welche in
threm aktivierten Zustand wiederum die Raf-Kinase aktiviert (92). Diese Kinase
phosphoryliert ihrerseits die nachfolgende Mitogen-aktivierte Protein Kinase
Kinase (MEK), die wie der Name impliziert die Mitogen-aktivierte Protein Kinase
(MAPK) phosphoryliert. Die ERK gehoren zur Familie der MAPK, werden
manchmal synonym gebraucht, stellen aber bestimmte Untergruppen dieser
Kinasen dar. Im weiteren phosphorylieren MAPK bzw. ERK unterschiedliche
Molekiile, die Einfluss auf die Transkription im Zellkern nehmen und auf diese
Weise das Uberleben, die Differenzierung und die Proliferation der Zelle beein-

flussen (93) (s. Abbildung 2).
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Abbildung 2: Mitogen-aktivierte Protein  Kinase/Extrazelluldr-Signal-regulierte-Kinase
(MAPK/ERK)-Signalweg. An dieser Stelle soll der Rat Sarcoma (Ras)-Rapidly Accelerated
Fibrosarcoma (Raf)-MAPK-Signalweg dargestellt werden. Die Bindung des Interleukin 7 (IL-7)
an seinen Rezeptor bewirkt die Phosphorylierung (P) von Tyrosinresten seiner intrazelluldren
Domine. Das zytosolische Adapterprotein growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2) besitzt
eine Src-Homologie 2 (SH2)-Domine, mit der es an die phosphorylierten Tyrosinreste andockt,
was zu einer Aktivierung des Guanosintriphosphat (GTP)-Austauschfaktors Son of Sevenless
(SOS), der einen Komplex mit GRB2 bildet, fithrt. Der SOS bewirkt die Freisetzung von
Guanosindiphosphat (GDP) im Austausch gegen GTP an der nachfolgenden Ras-GTPase, welche
in ihrem aktivierten Zustand wiederum die Raf-Kinase aktiviert. Diese Kinase phosphoryliert
ihrerseits die nachfolgende Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase (MEK), die die Mitogen-
aktivierte Protein Kinase (MAPK) phosphoryliert. Im weiteren phosphorylieren MAPK bzw. ERK
unterschiedliche Molekiile (M), die Einfluss auf die Transkription im Zellkern nehmen und auf

diese Weise das Uberleben, die Differenzierung und die Proliferation der Zelle beeinflussen.

1.4.1 Regulation der IL-7R Expression

Die Regulation des IL-7/IL-7R Systems wird an vielen unterschiedlichen Punkten
moduliert. Hierzu gehoren die Rezeptor Expression, die Signalwege und deren

Einbettung in das Netzwerk einer Vielzahl anderer Mediatoren, die Transkription
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und deren positiver oder negativer Riickmeldung auf genetischer Ebene. Erste
konkrete Ergebnisse iiber Faktoren, die die Expression des IL-7R auf B-Zellen
regulieren, konnten in Bezug auf die Stimulation mit Glukokortikoiden erreicht
werden. Kurz nach der Stimulation fiihrte dies zu einer vermehrten Expression des
Rezeptors auf reifen B-Zellen (94). Dieser Effekt der Glukokortikoide konnte
auch in T-Zellen beobachtet werden (95).

1.4.2 Die Bedeutung des IL-7/ IL-7R Systems bei der Arthritis

Zusammen mit seinem IL-7-Rezeptor, insbesondere mit dessen a-Kette, wurde
das IL-7 in den letzten Jahren mit mehreren Autoimmunerkrankungen in Verbin-
dung gebracht. So konnte im Falle der Multiplen Sklerose (MS) gezeigt werden,
dass der Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) rs6897932 im IL-7Ra Gen einen
Suszeptibilititsfaktor fiir die MS darstellt (73). In diesem Zusammenhang wurden
im IL-7 Gen ebenfalls SNPs gefunden, die in MS-Patienten-Kollektiven signifi-
kant haufiger vorkamen (96). Aber auch mit der Colitis ulcerosa konnte das IL-
7/IL-7Ra System in Zusammenhang gebracht werden (97), was an der chroni-
schen Colitis im Maus-Modell untersucht wurde. Dabei zeigte sich, dass IL-7 ein
Schliisselenzym in der Regulation der Homé&ostase und des Uberlebens peripherer
CD4+T-Effektor-Gedachtniszellen darstellt, und dass eine zuséitzliche IL-7Ra
Expression auf diesen CD4+T-Zellen eine entscheidende Rolle in der Entwick-
lung und Aufrechterhaltung der Colitis ulcerosa spielt (98, 99). Der rs6897932
SNP wurde zudem ebenfalls mit Diabetes mellitus Typ I (DM Typ I) (100), und
chronisch inflammatorischen Arthropathien (101) in Verbindung gebracht. Meh-
rere weitere Studien unterstiitzen die Hypothese, dass das IL-7/ IL-7-R System
auch eine Rolle bei der RA spielt. In einer Untersuchung von Serum und
Synovialfliissigkeit von RA und Osteoarthritis (OA) Patienten wurde ein signifi-
kant hoherer IL-7 Spiegel, sowohl in Serum als auch in Synovialfliissigkeit von
RA Patienten gefunden (72). Eine Uberproduktion von IL-7 18st im Maus-Modell
eine Arthritis aus (102), und bei der Cll-induzierten Arthritis bei Mdusen hatte
eine IL-7Ra-Blockade eine Arthritis-inhibierende Wirkung (103). Die Blockade
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verbesserte signifikant klinische Zeichen der Arthritis in Kombination mit einer
radiologischen Verbesserung der Gelenkdestruktion. Der Riickgang der Gelenks-
entziindung und -zerstérung war assoziiert mit der Abnahme der T-Zellzahl und
der Konzentration T-Zell-abhingiger Zytokine, wie Interferon vy, IL-5 und IL-17,
und der Abnahme proinflammatorischer Zytokine und anderer Faktoren, die mit
Gewebszerstorung assoziiert werden (TNFa, IL-1B, IL-6) (103). Diese Studie
zeigt eine klare Korrelation des IL-7R mit der Pathogenese der experimentellen
Arthritis, und auch in weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass das Ausmal}
der Entziindung mit der Hohe der IL-7 Expression korreliert (72, 104). IL-7 hat
zudem einen positiven Effekt auf die Entwicklung von lymphatischem Gewebe.
Eine gesteigerte Expression von IL-7 bewirkte im Maus-Modell ein verbessertes
Uberleben von lymphatisches-Gewebe-induzierenden Zellen, die wiederum zu
einer vermehrten Bildung von Peyer-Plaques und ektopischen Lymphknoten fiihr-
ten (105). Dass die Aktivitdt des IL-7 Signalweges eine Rolle fiir die lymphati-
sche Neogenese im RA Synovium spielt, konnte bestétigt werden, indem bevor-
zugte Aktivierung des IL-7 Signalwegs in ektopischen lymphatischen Strukturen
in Synovialgewebe festgestellt wurde (106). Aber auch auf zelluldrer Ebene
nimmt IL-7 Einfluss auf die Pathogenese der RA. Es besitzt mehrere Wirkungen
in Bezug auf die T-Zelle, u. a. auf deren Proliferation, Co-Stimulation und Diffe-
renzierung (72). Zusitzlich werden auch dendritische Zellen (DC), deren Entwick-
lung, Reifung und Funktion als Antigen prisentierende Zelle teilweise von IL-7
kontrolliert (107), im Maus-Modell konnte die DC-Funktion unter IL-7 Therapie
in vivo gesteigert werden (108), und sowohl die DC als auch die T-Zelle werden

in Hinblick auf ihre Zytokin Produktion von IL-7 beeinflusst (72).

1.4.3 1IL-7 Rezeptor auf B-Zellen

Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass B-Zellen lediglich in ihren friiheren
Entwicklungsphasen einen IL-7R exprimieren, diesen jedoch mit der Differenzie-
rung zur pre-B-Zelle verlieren. Die Notwendigkeit des IL-7 und dessen Rezeptor

fiir die B-Zellen in ihren frithen Entwicklungsphasen konnte von mehreren Studi-
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en bestitigt werden, mit der Konsequenz, dass supraphysiologische Interleukin-7
Spiegel die B-Vorlduferzellzahl im Maus-Modell sogar erheblich steigern kdnnen
(109). Neben seinem Effekt auf die Proliferation der sich entwickelnden B-Zellen,
iibt IL-7 zudem Einfluss auf die B-Zell-Rezeptor (BCR)-Entwicklung und Neu-
ordnung der Gene des BCR aus. Zusétzlich konnte der Stimulation des IL-7Ra
eine Rolle in Bezug auf die Immunglobulin Reorganisation auf genetischer Ebene
zugeschrieben werden (110). Daten Ende der 90er Jahre haben das erste Mal ge-
zeigt, dass die IL-7Ra-Kette nicht nur auf B-Zell-Vorstufen zu finden ist, sondern
auch auf reifen B-Zellen in Keimzentren nachgewiesen werden kann (111). Auf
diesen B-Zellen konnte durch IL-7 eine RAG (recombinase-activating-gene)-
Reexpression induziert werden, und eine IL-7Ra-Blockade unterdriickte die V-D-
J Rekombination in diesen B-Zellen (111, 71), was die Rolle des IL-7 in der Im-
munglobulin Reorganisation auch in reifen B-Zellen zeigt. Neuere Daten haben
nun gezeigt, dass zum einen die Stimulation mit Glukokortikoiden zu der
Reexpression des IL-7Ra auf reifen B-Zellen fiihren kann (94). Zum anderen,
dass CD19- und B-220-positive, d.h. reife B-Zellen auch auB3erhalb von Keimzen-
tren, ndmlich in Synovialgewebe von Arthritis-Patienten, CD127 auf ihrer Ober-

flache tragen konnen (112).

1.5 Ziel der Arbeit

Sowohl das sympathische Nervensystem als auch die B-Zelle spielen eine klare
pathogenetische Rolle im Krankheitsgeschehen der RA. Auch IL-7 konnte eine
Bedeutung in der Pathogenese der RA zugewiesen werden. In diesem Kontext
sollte in der vorliegenden Arbeit das Vorhandensein von CD127 auf reifen huma-
nen und murinen B-Zellen untersucht werden. Desweiteren sollte die Funktionali-
tdt des IL-7Ra und des IL-7R-Signalpfads nach Stimulation von B-Zellen mit IL-
7 untersucht werden und der Einfluss sympathomimetischer Stimuli auf die Ex-

pression des IL-7R sowie die IL-7R-Signaltransduktion bestimmt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Tierhaltung

Alle Versuche wurden mit mannlichen DBA-1 Médusen oder C57 B6 Méusen
durchgefiihrt. Die Mduse wurden gemilB des Deutschen Tierschutzgesetzes bei
einer Temperatur von 22°C und einem 12 Stunden Tag/Nacht Zyklus und freiem

Zugang zu Futter und Wasser gehalten.
2.2 Methoden

2.2.1 Herkunft und Priparation der Zellen

Mindestens acht Wochen alte Maduse wurden in einer CO,-Kammer getotet. Das
Fell der Mause wurde mit Ethanol desinfiziert, die Bauchhohle wurde anschlie-
Bend mit Préparationsbesteck (Aesculap, Heidelberg) erdffnet und die Milz wurde
entnommen. Diese wurde sofort in, auf Eis stehende, phosphatgepufferte Salzlo-
sung (PBS) (ohne Calcium und Magnesium, PAA Laboratories, Pasching, Oster-
reich) tiberflihrt. Fiir jeden Versuchsansatz wurden zwei Milzen verwendet. Nach
der Splenektomie wurden die gekiihlten Milzen unter der Sterilbank (Heraeus
Instruments GmbH, Hanau)' mit Hilfe des Stempels einer 2 ml-Spritze (BD
Biosciences, Heidelberg) durch ein Zellsieb (70 um, BD Biosciences, Heidelberg)
in ein 50 ml Rohrchen (Falcon, BD Biosciences, Heidelberg) mit sterilem PBS
passiert, um die Zellen von Bindegewebe zu befreien. Nach mehrmaligem Spiilen
mit PBS wurde das Rohrchen auf 50 ml aufgefiillt und fiir 10 min bei 4°C und
1400 Umdrehungen pro Minute (rpm) zentrifugiert (Zentrifuge: Megafuge 1.0R,

! Alle Arbeitsschritte bis zur Inkubation der Zellen im Brutschrank wurden unter der Sterilbank

vorgenomimen.
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Heraeus Instruments GmbH, Hanau)®. AnschlieBend wurde der Uberstand dekan-
tiert und auf das Zellpellet 5 ml Erythrozyten Lysepuffer (Buffer EL, Quiagen,
Hilden) gegeben. Die Zellen wurden darin resuspendiert und fiir 4 min bei Raum-
temperatur (RT) inkubiert. Danach wurde die Lysereaktion mit 50 ml PBS abge-
stoppt und die Zellsuspension erneut zentrifugiert. Das Zellpellet wurde nun in 10
ml MACS-Puffer (PBS, 5% fetales Kélberserum (FCS, Sigma-Aldrich, Stein-
heim), 2 mM EDTA) aufgenommen, davon wurden 10 pl mit einer Pipette in ein
1,5 ml Eppendorf Cup (Eppendorf, Hamburg) gegeben und mit 90 ul Trypanblau-
Losung (0,4%, SIGMA-Aldrich, Steinheim) vermischt. 10 pl dieser Suspension
wurden in eine Neubauer Zdhlkammer (Brand, Wertheim) pipettiert und unter
dem Mikroskop (DM IRB, Leica, Germany) ausgezihlt. Wahrenddessen wurden
die Zellen ein drittes Mal zentrifugiert. Danach wurden sie, dem Protokoll des B-
Cell Isolation Kit mouse (MACS Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) folgend,
weiterbehandelt. Hierzu wurde das Zellpellet in 40 ul MACS Puffer pro 107 Zel-
len resuspendiert und 10 ul pro 10’ Zellen des Biotin Antibody Cocktails
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) hinzugefiigt. Dieser Cocktail enthielt Biotin
markierte Antikorper (AK) gegen cluster of differentiation (CD) 43 (LY-48), CD4
(L3T4), und Ter-119, die an alle Zellen, auBBer den reifen B-Zellen, banden, da
diese kein CD43 exprimieren. Die Biotin-markierten Zellen wurden spéter von
magnetisch gekoppelten AK erfasst, was dazu fiihrte, dass die unmarkierten B-
Zellen selektioniert wurden, da diese nicht magnetisch waren und durch das Mag-
netfeld (siehe unten) hindurchflossen. Die Zellsuspension wurde gut durchmischt
und fiir 15 Minuten bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden 30 pl MACS Puffer
pro 107 Zellen und 20 pl anti-Biotin MicroBeads, magnetisch markierte Antikor-
per (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) pro 107 Zellen hinzugefiigt. Nachdem

ein zweites Mal unter den gleichen Bedingungen inkubiert wurde, wurden die

2 Falls nicht anders im Text angegeben, wurde immer fiir 10 min bei 4°C und 1400 rpm zentrifu-

giert.
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Zellen mit 1-2 ml MACS Puffer pro 10’ Zellen gewaschen. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand abgekippt, das Zellpellet in 500 ul pro 10®
Zellen resuspendiert, und mit der magnetischen Separation fortgefahren. Die be-
notigte Separationssdule (MACS Separation Columns, 25 MS, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach) und ein zusitzlicher Zellfilter (MACS Pre-Separation Filters,
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach), wurden in ein Magnetfeld eingefiihrt
(MACS Multistand, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) und mit 500 ul MACS
Puffer gespiilt. Danach wurde die Zellsuspension in die Separationssdule gegeben.
Die unmarkierten, deshalb unmagnetischen B-Zellen, die durch die Sadule durch-
flossen, wurden darunter in Medium (500 ml RPMI 1640 Medium (mit L-
Glutamin, PAA Laboratories, Pasching, Osterreich), 10% FCS, 1% Penicil-
lin/Streptomycin (P/S, Paa The Cell Culture company, Pasching), 10 ml 2 mM
Hepes-Puffer (Sigma-Aldrich, Steinheim), 0,05 g Ascorbinséure, 1,75 pl/ 50 uM))
aufgefangen. Alle anderen Zellen, die einen Biotin Rezeptor hatten, wurden in der
Séule magnetisch festgehalten. Zum Schluss wurde drei Mal mit je 500 pl MACS
Puffer gespiilt. Nach der Isolation der B-Zellen wurden diese auf 10 ml mit dem
gleichen Medium aufgefiillt und die Zellzahl nochmals ermittelt. Daraufthin wur-
den die Zellen ein letztes Mal zentrifugiert, um dann das Zellpellet in die von der
Zellzahl abhingige Mediummenge zu iiberfiihren. Die Konzentration der Zellen
im Medium betrug etwa 4x10° Zellen pro ml. Um zu kontrollieren, ob sich tat-
sdchlich nur B-Zellen im Ansatz befanden, wurden dreimal jeweils 100 pl aus der
Zellsuspension in 1,5 ml Eppendorf Cups pipettiert. Die darin enthaltenen Zellen
wurden mittels Durchflusszytometrie auf die Zelloberflichenantigene CD19,
B220 und CD127 untersucht. Der genaue Versuchsablauf ist unter dem Punkt
,Durchflusszytometrie* beschrieben (siehe unten). Die B-Zellsuspension wurde in
6- oder 12-Well-Platten (Falcon, BD Biosciences, Heidelberg) in einer Konzentra-
tion von etwa 4x10° Zellen pro ml auf 5 Wells verteilt und in jedes Well wurde
Interleukin (IL)-4 (Recombinant Murine IL-4, Pepro Tech, Hamburg) in einer
Endkonzentration von 1 ng/ml und anti-CD40 Antikorper (CD40 pure, functional
grade mouse, MACS Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) in einer Endkonzentra-
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tion von 5 pg/ml zugegeben. Ein Teil der Wells wurden mit Cortisol (SIGMA-
Aldrich, Steinheim), Terbutalin (SIGMA-Aldrich, Steinheim) (Konzentration je-
weils: 10° M), Phenylephrin (RBI Research Biochemical International, Natick,
USA) oder Clonidin (SIGMA-Aldrich, Steinheim) (Konzentration jeweils 5*107°
M) versetzt (s. Abbildung 3).

BL+ Ter-
butalin

10°M

BL+ Phe-
nylephrin

BL+
Clonidin

5%10°M 5%10°M

Abbildung 3: Schema der Plattenbelegung einer 6-Well-Platte. Fiinf Wells wurden mit B-
Zellsuspension in einer Konzentration von 4*10° Zellen pro ml befiillt. Jedes Well wurde mit
Interleukin-4 und anti-CD40 Antikdrper inkubiert. Zusétzlich wurden vier Wells mit Cortison,
Terbutalin (Konzentration jeweils: 10°® M), Phenylephrin oder Clonidin (Konzentration jeweils

5%10°M) versetzt. BL, Baseline

AnschlieBend wurde die Platte fiir sechs Tage bei 37 °C inkubiert. Nach der Inku-
bation wurde aus jedem Well eine Probe entnommen um die Expression von IL-7
Rezeptor (CD127) nach der Inkubation mittels Durchflusszytometrie zu bestim-

men.

2.2.2 Durchflusszytometrie

Die Methode der Durchflusszytometrie erlaubt es, Zellen in Suspension nach ihrer
GroBe und Granularitét zu messen. Zuséatzlich ist es moglich Oberfldchenantigene

oder andere Zellmolekiile durch Fluoreszenzfarbstoff-markierte Antikorper zu
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detektieren. Dies geschieht, indem die Zellen in einem linearen Strom durch eine
Messkammer flieBen und dort einen Lichtstrahl (Laser) kreuzen. Trifft eine Zelle
einen Lichtstrahl, streut sie das Licht. Ihre Grof3e, Membranfaltung und Granulari-
tit beeinflussen die Streuung, welche von zwei Detektoren gemessen wird. Die
Strahlen, die nach vorne abgelenkt werden (Vorwiértsstreulicht, Forward Scatter,
FS) geben Aufschluss iiber die GroBe der Zellen, die Strahlen, die senkrecht zum
Laser verlaufen (Seitwértsstreulicht, Side Scatter, SS), liber die Granularitit. Die
Fluoreszenzfarbstoffe werden durch den Laser zur Emission angeregt. Je nach
Farbstoff haben diese Signale unterschiedliche Wellenldngen, die in unterschiedli-
chen Kanilen gemessen werden. In der hier vorliegenden Arbeit wurde ein
Coulter Epics XL Durchflusszytometer von Beckman Coulter (Krefeld) verwen-
det. Alle Antikorper waren entweder mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC, Exzita-
tion 488 nm, Emission 518 nm), welches im Fluoreszenzkanal 1 (FL1) gemessen
wurde, oder mit Phycoerythrin (PE, Exzitation 488 nm, Emission 575 nm), wel-
ches im Floureszenzkanal 2 (FL2) gemessen wurde, markiert. Die Auswertung

erfolgte mittels Win MDI Version 2.8 und Expo32 Version 1.2.

2.2.2.1 Firbung von Zelloberflichenantigenen

a) Expression von CD127 auf humanen Synoviozyten von RA und OA Patienten

Aus Gewebeproben von RA und OA Patienten, bei denen in der Asklepios Klinik,
Bad Abbach ein Kniegelenksersatz vorgenommen wurde, wurden Synoviozyten
isoliert. Die Isolation wurde von Labormitarbeitern durchgefiihrt und wurde be-
reits in Verdffentlichungen der Arbeitsgruppe beschrieben (16). Die Zellen wur-
den einem groBeren Teil der Forschungsgruppe zur Verfligung gestellt. Ein Anteil
der Synoviozyten wurde mittels Durchflusszytometrie auf die Expression von IL-
7 Rezeptor a (CD127) auf humanen B-Zellen untersucht. Die Oberfldchenantige-
ne CD19, CD20, und CD127 wurden mit folgenden Antikorpern gefarbt: Isotyp
Kontrolle Maus IgG1 k PE (BD Pharmingen, Heidelberg), Isotyp Kontrolle Maus
IgG1 x FITC (BD Pharmingen, Heidelberg), Maus-anti-human CD19 PE AK
(MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach), Maus-anti-human CD20 FITC AK
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(Klon 2H7, BD Phamingen, Heidelberg), Maus-anti-human CD127 PE AK (Klon
hIL-7R-M21, BD Pharmingen, Heidelberg). Es wurden drei Proben bearbeitet,
wobei die erste als Isotyp Kontrolle (PE und FITC markiert) diente. Die zweite
wurde zur Selektion der B-Zellen aus den Synoviozyten, mit Hilfe der Farbung
der CD19 und CD20 Oberflichenantigene, benétigt. Die dritte Probe wurde mit
anti-CD20 und anti-CD127 AK gefdarbt, um den prozentualen Anteil der IL7-
Rezeptor tragenden B-Zellen zu ermitteln. Nachdem die Zellen anfangs mit PBS
gewaschen und anschlieBend zentrifugiert wurden, wurde auf das Zellpellet je-
weils 5 ul des AK gegeben und fiir 15 min im Dunkeln bei 4°C inkubiert. Die
Proben wurden wieder mit PBS gewaschen, zentrifugiert und in 500 pl PBS
resuspendiert. Fiinf Minuten vor der Messung wurde in die Proben jeweils 5 pl 7-
Aminoactinomycin (7-AAD, BD Pharmingen, Heidelberg) gegeben, ein
Avitalfarbstoff, der nur in tote Zellen eindringen kann, und diese somit auf dem
FL3-Kanal (Exzitation 488 nm, Emission 647 nm) detektierbar macht. Es konnten
somit selektiv lebende Zellen analysiert werden. Die Zellen wurden nun im
Durchflusszytometer analysiert. Die gating-Strategie war die gleiche wie bei den
Maus-B-Zellen und ist in Abbildung 4 (siehe unten) dargestellt.

b) Expression von CD127 auf Maus B-Zellen

Um die unterschiedliche Verdnderung der Expression von IL7-Rezeptoren o
(CD127) auf B-Zellen, die unter Einfluss von Cortisol und unterschiedlichen
Sympathomimetika standen, festzustellen, wurden die Proben, die vor und nach
der Inkubation der isolierten Maus-B-Zellen entnommen wurden, mithilfe des
Durchflusszytometers untersucht. Hierfiir wurden vor der Inkubation drei Proben
aus den frisch isolierten B-Zellen entnommen und zentrifugiert (8 min, 4°C, 2000
rpm). AnschlieBend wurde das erste Rohrchen mit einer PE markierten Isotyp
Kontrolle (Isotyp Control Rat IgG2a PE, eBioscience, Frankfurt) und einer
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) markierten Isotyp Kontrolle (Isotyp Control Rat
IgG2a FITC, Immunotech, Beckman Coulter, Krefeld) gefarbt. Das zweite Rohr-
chen wurde mit einem monoklonalen anti-Maus CD19 PE AK (Klon 1D3, BD
Pharmingen, Heidelberg) und einem monoklonalen anti-Maus CD45/B220 FITC
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AK (Klon RA3-6B2, BD Pharmingen, Heidelberg) gefarbt. Dies diente zur Kon-
trolle der erfolgreichen B-Zell-Isolation (Abb. 4). Das dritte Rohrchen wurde wie-
der mit demselben B220 Antikorper und einem anti-Maus CD127 PE AK (Klon
A7TR34, eBioscience, NatuTec, Frankfurt) gefarbt. Alle Antikorper waren aus der
Ratte und es wurden jeweils 5 pl des Antikorpers auf das zuvor zentrifugierte und
vom Uberstand befreite Zellpellet pipettiert. Nach fiinfzehn miniitiger Inkubati-
onszeit bei 4°C im Dunkeln wurde die Probe mit 1 ml PBS aufgefiillt, zentrifu-
giert und dekantiert. Das iibrig gebliebene Zellpellet wurde in 500 pl PBS
resuspendiert und stand nun fiir die Messung mit dem Durchflusszytometer bereit.
Fiinf Minuten vor der Messung wurde in die Proben ebenfalls jeweils 5 pl 7-AAD
gegeben. Es konnten somit selektiv lebende Zellen analysiert werden (Abb. 4).
Nach sechs Tagen wurde aus jedem der fiinf Ansétze (siche oben) eine Probe ent-
nommen. Zusitzlich wurde eine Probe fiir die Isotyp Kontrolle entnommen, so-
dass sechs Proben bearbeitet wurden. Die Arbeitsschritte waren alle identisch zu
denen vor der Inkubation, die fiinf Proben wurden mit denselben Isotyp Kontrol-
len, B220-, CD19- und CD127-Antikérpern gefdarbt, und ebenfalls die lebenden
Zellen mithilfe von 7-AAD selektioniert. Die gating-Strategie ist in Abbildung 4
dargestellt.
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Abbildung 4: Darstellung der gating-Strategie fiir die Messung von Zelloberflichenantigenen auf
Maus-B-Zellen. a) Density Plot: Lymphozytenpopulation. Mit Hilfe des SS (Seitwirtsstreulicht,
Side Scatter,) auf der y-Achse und FS (Vorwirtsstreulicht, Forward Scatter,) auf der x-Achse
wurden die Lymphozyten selektioniert und gegater. R1, Region 1 beinhaltet die
Lymphozytenpopulation. b) Density Plot: Lebende Lymphozyten. Die mit 7-Aminoactinomycin
(7-AAD) gefarbten Lymphozyten aus R1 wurden im Fluoreszenz (FL)3-Kanal, der auf der y-
Achse aufgetragen wurde, gemessen. Die lebenden Zellen gaben kein Fluoreszenzsignal im FL3-
Kanal ab, und kamen deshalb am unteren Ende der y-Achse zu liegen. Diese vitalen Lymphozyten
wurden in R2 (Region 2) gegatet. Nur Zellen, die in R1 und R2 enthalten waren, wurden in die
weitere Analyse einbezogen; c) Isotyp-Kontrolle mit Isotyp Control Rat IgG2a Phycoerythrin (PE)
Antikdrper (AK) und Isotyp Control Rat IgG2a Fluoresceinisothiocyanat (FITC) AK und d) B-
Zell-Kontrolle mit B220 FITC AK und CD19 PE AK: x-Achse: FL1, gibt FITC-Signal wider, y-
Achse: FL2, gibt PE-Signal wider. In der Isotyp Kontrolle wurde das Gate so gesetzt, dass die
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ganze Punktwolke im linken unteren Quadranten war. Alle spiteren Messungen eines Versuches

wurden mit diesem Gate durchgefiihrt.

2.2.2.2 Firbung von intrazelluliren Antigenen

Nach der sechstdgigen Inkubation der Maus-B-Zellen bei 37 °C wurden von den
fiinf Behandlungsgruppen jeweils drei Proben entnommen. Jeweils eine vor der
Stimulation mit IL-7 und zwei weitere Proben 10 min und 30 min bzw. 60 min
nach der Stimulation. Anschliefend wurden die Zellen mit Formalin (Merck,
KGaA, Darmstadt) fixiert und mit Methanol (Merck KGaA, Darmstadt) perforiert,
um die intrazelluldren Molekiile pSTATS bzw. phoshporylierte extracellular sig-
nal-related kinase (pERK) mit Antikorpern firben zu kénnen (113, 114). Diese
Arbeitsschritte wurden folgendermallen durchgefiihrt: Fiir die erste Probe wurde
zum Zeitpunkt Null ca. fiinf Mio. Zellen entnommen.” Hierfiir wurde die Zellsus-
pension gut durchmischt und die Probe in ein 1,5 ml Eppendorf Cup tiberfiihrt. In
dieses wurde die zur Probe identische Menge an 1,5%igem Formaldehyd (37%
Formalin, PBS) gegeben, auf dem Vortexer (Bio Vortex V1, Kisker, Steinfurt)
durchmischt und auf Eis gestellt. Der {ibrige Ansatz wurde mit 20 ng/ml
recombinantem murinem IL-7 (R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt) stimu-
liert. Nach 10, 30 und 60 Minuten wurden weitere Proben entnommen und diese
wurden ebenfalls mit 1,5%igem Formaldehyd fixiert. Nachdem die Proben min-
destens 10 min mit Formalin fixiert wurden, wurden sie fiir 8 min bei 2000 rpm
und 4°C zentrifugiert, anschlieBend vom Uberstand befreit und auf das Pellet 500

ul eiskalten Methanol gegeben. Nachdem die Suspension kurz auf dem Vortexer

> Die Menge der entnommenen Proben richtete sich nach der Anfangszellzahl und -menge, die

aufgrund des unterschiedlichen B-Zell Gehaltes der Maus Milzen variierte. Im Durchschnitt
wurden 100 Millionen Zellen aus zwei Maus Milzen isoliert und somit waren in jedem Ansatz
ca. 20 Millionen Zellen. Dieser wurde jeweils durch 3 dividiert, da aus jedem Ansatz drei Pro-

ben entnommen wurden, in denen schlie8lich ca. 5 Millionen Zellen enthalten waren.
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durchmischt wurde, wurden die Proben wieder fiir 10 min auf Eis inkubiert. Die
Zellen wurden an diesem Punkt entweder bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung
aufbewahrt oder zentrifugiert. Alle folgenden Zentrifugationen wurden nun fiir 11
min bei 2000 rpm und 4°C vorgenommen. Nachdem der Methanol-Uberstand
dekantiert wurde, wurden die Zellen nochmals mit PBS und 1% BSA (Bovines
Serum Albumin, Sigma, Deisenhofen) gewaschen. AnschlieBend wurden die Zel-
len entweder mit einem pSTATS5 Antikorper (Anti-phospho-STATSA/B
(Tyr694/699, Klon A11W), Upstate, Millipore, Schwalbach) oder pERK Antikor-
per (p44/42 MAPK (ERK1/2, Klon 137F5), Cell Signaling Technology, New
England Biolabs, Frankfurt) und eine Probe mit einer Isotyp Kontrolle (Rabbit
IgG Isotyp Control, abcam, Cambridge, UK) gefdrbt. Die Primdrantikérper wur-
den in einer 1:100 Verdiinnung eingesetzt (Anfangskonzentration von pERK An-
tikorper: 98 pug/ml), 100 pl wurden auf jedes Zellpellet gegeben und fiir 30 min
bei 4°C inkubiert. Die Isotyp Kontrolle wurde, bevor ebenfalls 100 pl einer 1:100
Verdiinnung eingesetzt wurden, zuvor um den Faktor 50 verdiinnt, da die An-
fangskonzentration 5 mg/ml betrug. Nach einem Waschschritt wurde ein zweiter
Antikorper (Polyclonal Goat Anti-Rabbit IgGs/ Biotinylated, Dako, Hamburg)
eingesetzt, der mit Biotin markiert war. Hierflir wurden 100 pl einer 1:200 Ver-
diinnung auf das Zellpellet gegeben und fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Zum
Schluss wurde mit PE markiertem Streptavidin (Streptavidin/ RPE, Dako, Ham-
burg) gefarbt, das auf gleiche Weise wie der Sekundérantikdrper verwendet wurde
und an das Biotin gebunden hat. Diese beiden Schritte wurden eingesetzt, um das
Signal in der Durchflusszytometrie-Messung zu verstdrken, da nur von einem ge-
ringen pSTATS und pERK Gehalt in den Zellen ausgegangen wurde. Nach einem
letzten Waschschritt wurden die Proben analysiert und mittels Histogramm aus-

gewertet.

2.3 Auswertung, Statistik

Zum Test der Hypothesen wurden jeweils mindestens fiinf unabhingige Versuche

durchgefiihrt. Die genaue Anzahl durchgefiihrter, unabhéngiger Versuche ist in
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den jeweiligen Abbildungen, bzw. Legenden aufgefiihrt. Ein Vergleich von zwei
Gruppen wurde mittels Mann-Withney-U Test vorgenommen. Beim Vergleich
mehrerer Gruppen wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) mit post-hoc Test
(Bonferroni) durchgefiihrt. Ein p-Wert von < 0.05 wurde als signifikant erachtet.
Die statistische Auswertung sowie die Erstellung der Graphen erfolgte mittels
Sigma Plot (Version 11, Systat Software Inc., Chicago, USA). Die Auswertung
und Darstellung der FACS Ergebnisse erfolgte mittels Win MDI (Version 2.9,
Joseph Trotter, USA) und FloJo (Version 7.6, TriStar Inc., Ashland, USA).
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3 Ergebnisse

3.1 Der IL-7 Rezeptor auf humanen B-Zellen

Studien der letzten Jahre konnten zeigen, dass der IL-7 Rezeptor nicht nur auf B-
Zell-Vorstufen exprimiert wird, sondern auch auf reifen B-Zellen (111). Es
wurden erhohte Spiegel von IL-7 in Serum und Synovialfliissigkeit von Patienten
mit RA im Vergleich zu denen von Patienten mit OA gefunden (72). Desweiteren
konnten Hartgring et al. im Maus-Modell die Arthritis-inhibierende Wirkung einer
IL-7Ra-Blockade zeigen (103). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde von unserer
Arbeitsgruppe Synovialgewebe aus Gelenken von OA und RA Patienten mittels
Immunhistochemie auf das Vorhandensein von IL-7Ra + B-Zellen untersucht. In
beiden Patientengruppen wurde diese Zellpopulation detektiert. Desweiteren
konnte bei diesen Untersuchungen gezeigt werden, dass sich in Synovialgewebe
von RA Patienten im Vergleich zu OA Patienten deutlich mehr IL-7Ra positive
B-Zellen befinden (Abbildung 5a). Um festzustellen, ob es sich um eine relative
oder absolute Erhohung der IL-7Ra + Zellen handelt, wurde in dieser Arbeit
mittels Durchflusszytometrie der Anteil IL-7Ra + B-Zellen in Synovialzellen
bestimmt. Es zeigte sich, dass der prozentuale Anteil der CD127-tragenden B-
Zellen in OA und RA Gewebe gleich hoch ist. In beiden Patientengruppen tragen
etwa 3 % der B-Zellen einen IL-7Ra (Abbildung 5b). Hieraus kann die Hypothese
formuliert werden, dass IL-7Ra positive B-Zellen in jedem Entziindungsinfiltrat
mit gleichem Anteil enthalten sind und dies kein Spezifikum bei der RA darstellt,
dass jedoch der Gesamtanteil an Entziindungszellen in RA Gewebe hoher ist als in

OA Gewebe.
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a) Anzahl der Zellen b) Prozentualer Anteil der Zellen
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Abbildung 5a): Anzahl der IL-7Ra positiven B-Zellen pro Gesichtsfeld (high power field (HPF)).
In Gewebe von Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA) wurden mehr IL-7Ra positive B-Zellen
mittels Immunhistochmie detektiert, als in Gewebe von Patienten mit Osteoarthritis (OA). Der p-
Wert wurde mittels Mann-Whitney-U Test ermittelt. b): Der prozentuale Anteil der IL-7Ra positi-
ven B-Zellen an der Gesamtzellzahl wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Messun-
gen ergaben, dass der prozentuale Anteil dieser Zellpopulation in RA- und OA-Gewebe gleich

hoch war.

3.2 Charakterisierung von IL-7Ra positiven Maus B-Zellen

Die Funktion der IL-7Ra positiven B-Zellen in der Arthritis wurde parallel in der
Kollagen Typ II Modellarthritis an Mausen untersucht. Nach der Induktion der
Arthritis mit Kollagen Typ II wurden den Méusen mit IL-7 stimulierte B-Zellen
injiziert, was einen proinflammatorischen Effekt auf die CII-Arthritis hatte. Wur-
den die B-Zellen jedoch vor der Stimulation mit IL-7 wihrend der Inkubationspe-
riode mit Noradrenalin stimuliert und anschliefend den Mausen verabreicht, war
die proinflammatorische Wirkung aufgehoben. Diese Ergebnisse fiihrten zunédchst
zu der Hypothese, dass IL-7Ra durch die Stimulation der B-Zellen mit Noradrena-

lin herunterreguliert wird.
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Zunichst musste gezeigt werden, dass auch Maus B-Zellen IL-7Ra exprimieren,
gleichzeitig sollte getestet werden, ob die Expression dieser Rezeptoren nach In-
kubation mit Noradrenalin verdndert wird. Hierzu wurden Maus B-Zellen wie in

Abschnitt 2.2.1 beschrieben, isoliert und anschlieBend stimuliert.

3.2.1 Expresssion von CD127 an der Zelloberfliche

Vor der Stimulation mit anti-CD40 und IL-4 und nach sechs Tagen Kultur wurde
die Expression der IL-7 Rezeptoren auf den B-Zellen mittels
Durchflusszytometrie untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass der prozentuale
Anteil der CDI127 positiven B-Zellen nach der Stimulation im Vergleich zum

Ausgangswert gestiegen war (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Bestimmung des Interleukin-7 (IL-7) Rezeptor a auf B-Zellen. Die IL-7 Rezeptor a
(IL-7Ra) positiven B-Zellen befinden sich im rechten oberen Quadranten. a) IL-7Ra positive B-
Zellen vor der Inkubation mit anti-cluster of differentiation (CD) 40 (anti-CD40) und Interleukin-4
(IL-4). Der prozentuale Anteil der IL-7Ra positiven B-Zellen betrigt in diesem Beispiel 1,57 %.
b) IL-7Ra positive B-Zellen nach sechs Tagen Inkubation mit anti-CD40 und IL-4. Der prozentua-
le Anteil der IL-7Ra positiven B-Zellen stieg in diesem Beispiel auf 3,57%. x-Achse: Fluores-
zenzkanal  (FL)1, gibt Phycoerythrin (PE)-Signal wider; y-Achse: FL2, gibt

Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-Signal wider.
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Die zusitzliche Stimulation der Zellen mit B,-, a;- oder o,-Adrenozeptor
Agonisten sowie Koinkubation mit Cortisol zeigte keinen Einfluss auf den pro-
zentualen Anteil IL-7R + B-Zellen nach sechs Tagen Kultur (Abbildung 7a).
Allerdings steigerte sich die Dichte der IL-7R auf den B-Zellen sowohl nach al-
leiniger Stimulation mit anti-CD40 und IL-4, als auch nach zuséitzlicher Stimula-

tion mit 3,-, a;- oder a,-Adrenozeptor Agonisten signifikant (Abbildung 7b).

a) prozentualer Anteil IL-7Rao positi- b) Dichte der IL7-Ra auf B-Zellen
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Abbildung 7: Bestimmung von CD127 (Interleukin7-Rezeptor a, IL-7Ra) und B220 auf B-Zellen
mittels Durchflusszytometrie. Gemessen wurden die Zellen vor der Inkubation (naive B cells),
Zellen, die nur mit anti-cluster of differentiation (CD)40 und Interleukin-4 (aCD40+IL-4) stimu-
liert worden waren, und Proben die zusitzlich jeweils mit Cortisol, Terbutalin (f,-agonist),
Phenylepinephrin (a;-agonist) oder Clonidin (a,-agonist) stimuliert worden waren. P-Werte wur-
den mittels ANOV A und Boferroni post-hoc Test bestimmt. a): Der prozentuale Anteil der IL-7R+
B-Zellen ist nach der Aktivierung der B-Zellen leicht erhoht. Dieses Niveau lésst sich jedoch we-

der durch die Koinkubation mit a- oder $-Adrenozeptor Agonisten noch durch Cortisol verdandern.
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b): Die Dichte der IL-7R auf den B-Zellen (mean fluorescence intensity, MF1) wird sowohl nach
alleiniger Stimulation mit anti-CD40 und IL-4, als auch mit zusitzlicher Stimualtion mit -, ;-

oder o,-Adrenozeptor Agonisten signifikant (*) gesteigert.

3.2.2 Einfluss der Stimulation auf intrazellulire Signalwege

Die Koinkubation der B-Zellen mit Adrenozeptor Agonisten zeigte keine spezifi-
sche Regulation der Rezeptorexpression an der Zelloberfliche. Es wurde deshalb
im Weiteren die Hypothese untersucht, dass die intrazellulire Antwort auf die
Stimulation der IL-7Ra mit IL-7 durch Noradrenalin verdndert wird. Hierfiir wur-
den der STATS- und der ERK-Signalweg verwendet, wobei bei beiden Signalwe-
gen eine Phosphorylierung der STATS- bzw. der ERK-Molekiile aus einer Akti-

vierung des CD127 resultieren sollte.

3.2.2.1 Die Sensitivitit von Western Blot und Immunoprizipitation scheint

zu gering, um phosphoryliertes STATS zu detektieren

Da nach Stimulation des IL-7R eine Phosphorylierung von STATS stattfindet,
sollte pSTATS mittels Western Blot in mit IL-4 und anti-CD40 sowie mit oder
ohne Noradrenalin aktivierten und anschlieBend mit IL-7 stimulierten B-Zellen
detektiert werden. Es gelang jedoch nicht pSTATS mittels Western Blot spezifisch
nachzuweisen. Mittels Immunoprézipitation wurde versucht, die Konzentration
des pSTATS in der Proteinldsung zu erhdhen, es konnte aber auch hierdurch keine

eindeutige pSTATS5-Bande auf dem Blot identifiziert werden.

3.2.2.2 Durchflusszytometrische Messung von pSTATS und pERK

Der Nachweis von phosphoryliertem STATS gelang mittels intrazelluldrer Far-
bung in der Durchflusszytometrie (Beispiel pSTATS, Abbildung 8). Die B-Zellen
wurden zunichst erneut fiir fiinf Tage wie in Abschnitt 2.2.1 behandelt. Nach Sti-
mulation mit IL-7 wurde zum Zeitpunkt 0 min, 10 min und 30 min bei Bestim-
mung von pSTATS, bzw. nach 0 min, 10 min und 60 min, bei Bestimmung von

pERK eine Probe entnommen. AnschlieBend wurden die intrazelluldren Molekiile
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pSTATS oder pERK mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern, wie in Abschnitt
2.2.2.2 beschrieben, geférbt.

30 Min.
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Abbildung 8: Nachweis von phosphoryliertem Signaltransduktoren und Aktivatoren der Trans-
kription 5 (pSTATS) Molekill in B-Zellen mittels intrazelluldrer Férbung in der
Durchflusszytometrie nach Stimulation mit Interleukin-7 (IL-7). Griin: B-Zellen die fiir sechs Tage
mit anti-cluster of differentiation (CD) 40 (anti-CD40) und Interleukin-4 (IL-4) inkubiert wurden
(vor IL-7) und daraufhin direkt auf ihren intrazelluliren pSTAT5 Gehalt untersucht wurden. Rot:
B-Zellen die fiir sechs Tage mit anti-CD40 und IL-4 inkubiert wurden und darauthin fiir 30 min
mit IL-7 stimuliert und anschlieBend auf ihren pSTATS Gehalt untersucht wurden. Nach der Sti-
mulation stieg der intrazelluldre pSTATS Gehalt. x-Achse: gibt das Phycoerythrin (PE)-Signal des
pSTATS-Antikdrpers wider. y-Achse: gibt die Anzahl der gemessenen Signale wider (Count).

3.2.2.2.1 Aktivierung von B-Zellen in Anwesenheit von Cortisol oder eines

B2-AR hemmt die Bildung von pSTATS nach Stimulation mit IL-7

Es wurden insgesamt fiinf unabhidngige Versuche auf die unter 3.2.2.2
geschilderte Art und Weise durchgefiihrt. Die Stimulation mit Cortisol oder
Terbutalin zeigte im Vergleich zu nur mit anti-CD40 und IL-4 aktivierten B-

Zellen eine verminderte pSTATS-Bildung nach IL-7 Stimulation im zeitlichen
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Verlauf (Abbildung 9a). Dies ldsst darauf schlieBen, dass ein [,-AR- oder
Cortisol-Stimulus den Signalpfad unterhalb des IL-7R derart verdndert, dass die
pSTATS-Bildung vermindert wird. Die Verdnderungen nach Stimulation mit dem
a;-AR Agonisten Phenylephrin und dem a,-AR Agonisten Clonidin unterschieden
sich statistisch nicht von der Kontrollgruppe (Abbildung 9b).
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Abbildung 9: Der zeitliche Verlauf des phosphorylierte Signaltransduktoren und Aktivatoren der
Transkription (pSTATS)-Gehaltes (Mean fluorescence intensity (MFI)) in Interleukin-7 Rezeptor
positiven B-Zellen vor Stimulation (0 min) und 10 min und 30 min nach Stimulation mit Interleu-
kin 7 (20 ng/ml). a) Stimulation von B-Adrenozeptoren (f-AR), b) Stimulation von a-
Adrenozeptoren (a-AR). Die Aktivierung von B-Zellen in Anwesenheit von Cortisol (BL Cort, 10°
%M ) oder Terbutalin (BL Ter, 10 M) verhinderte jeweils eine Bildung von pSTATS5 nach IL-7
Stimulation. Dahingegen zeigte die Inkubation mit Clonidin (BL Clon, 5*10°M) keine Verinde-
rung und auch Phenylephrin (BL Phen, 5%10°M) zeigte im Vergleich zur alleinigen Inkubation
mit Interleukin-4 (1 ng/ml) und anti-CD40 (5 pg/ml) (BL) keinen statistischen Unterschied.
ANOVA (General linear model) mit post-hoc Analyse (siche ANOVA-Tabelle). **p=0,001;

*p<0,05. Daten aus fiinf unabhéngigen Experimenten sind zusammengefasst.
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3.2.2.2.2 pERK-Gehalt in Maus B-Zellen

In der Literatur ist neben der Phosphorylierung von STATS nach Stimulation des
IL-7R auch eine Aktivierung des MAPK/ERK Signalpfades beschrieben (115). Es
wurde deshalb der Gehalt an phosphoryliertem ERK-Molekiil (pERK) in den je-
weiligen Proben mittels Durchflusszytometrie wie unter 3.2.2.2 beschrieben in
fiinf unabhingigen Versuchen untersucht (Abbildung 10). Jedoch konnten im Fal-
le des pERK-Gehaltes generell nur minimale Verédnderungen festgestellt werden,
sodass der Aussagewert dieser Untersuchungen im Vergleich zu denen des
pSTATS von fraglicher biologischer Relevanz ist. Im Falle des pERK verhinderte
die Vorinkubation der B-Zellen mit Cortisol ebenfalls die Bildung von pERK
nach Stimulation mit IL-7. Die Vorinkubation mit Terbutalin hatte jedoch den
gegenteiligen Effekt im Vergleich zu pSTATS (vergleiche Abbildung 9a und Ab-
bildung 10a). Ein a-AR Stimulus zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die

pERK Bildung nach IL-7 Stimulation (Abbildung 10b).
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Abbildung 10: Der zeitliche Verlauf des phosphorylierten Extrazelluldr-Signal-regulierte-Kinase
(pERK) Gehaltes (mean fluorescence intensity (MFI)) in B-Zellen vor Stimulation (0 min), 10 min
und 60 min nach Stimulation mit Interleukin-7 (20 ng/ml). a) Stimulation von B-Adrenozeptoren
(B AR), b) Stimulation von a-Adrenozeptoren (a-AR). Die Inkubation mit Cortisol (BL Cort, 107
M) verhinderte eine Bildung von pERK zum Zeitpnkt 10 min, nach 60 min unterschied sich der
pERK Gehalt jedoch nicht mehr von der Kontrollgruppe (BL). Die Vorinkubation mit Terbutalin
(BL Ter, 10° M) fiihrte jedoch zu einer vermehrten ERK-Phosphorylierung im Vgl. zu der Kont-
rollgruppe. Nach Phenylephrin (BL Phen, 5%¥10°M) und Clonidin (BL Clon, 5*10°M) Behandlung
zeigte sich keine Anderung der pERK-Bildung nach IL-7 Stimulation im Vergleich zur alleinigen
Inkubation mit Interleukin-4 (1 ng/ml) und anti-CD40 (5 pg/ml) (BL). ANOVA (general linear
model) mit post-hoc test (siche ANOVA-Tabelle). *** p<0,001. Daten aus fiinf unabhédngigen

Experimenten sind zusammengefasst.
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4 Diskussion

Bei der rheumatoiden Arthritis handelt es sich um eine komplexe Systemerkran-
kung. Studien der letzten Jahrzehnte haben verdeutlicht, dass multiple Faktoren an
ihrer Atiologie und Pathogenese beteiligt sind. Die komplexe Interaktion des en-
dokrinen Systems, des Nervensystems und des Immunsystems riickt im Zusam-
menhang mit der RA immer weiter in den Vordergrund. In dieser Arbeit wurde
der Einfluss des sympathischen Nervensystems auf die Expression und Funktion

von IL-7 Rezeptoren auf B-Zellen im Kontext der Arthritis untersucht.

4.1 IL-7R auf humanen B-Zellen

Nachdem lange Zeit davon ausgegangen wurde, dass CD127 nur auf B-Zell-
Vorstufen exprimiert wird, wurden in jiingerer Zeit auch reife CD19 und B220
tragende B-Zellen in Synovialgewebe von Arthritispatienten entdeckt, die CD127
auf ihrer Oberfliche exprimieren (112). Diese Daten konnten in unserer Arbeits-
gruppe bestitigt werden. Sowohl bei Patienten mit RA als auch mit OA befanden
sich IL-7Ra positive, reife B-Zellen im Synovialgewebe betroffener Gelenke. Bei
diesen immunhistochemischen Untersuchungen stellte sich zudem heraus, dass im
Synovialgewebe der RA Patienten deutlich mehr IL-7Ra positive, reife B-Zellen
vorhanden sind, als im Gewebe von OA Patienten. Ergebnisse der Untersuchung
von Zellsuspensionen aus diesen Geweben zeigten jedoch, dass der prozentuale
Anteil der IL-7R positiven Zellen in beiden Kollektiven gleich hoch war. Auch
bei der OA handelt es sich um eine chronische Entziindung des Gelenks, vermut-
lich aber nicht ausgeldst durch Autoimmunphénomene sondern durch dauernde
mechanische Alterationen (116). Diese Ergebnisse zeigen somit, dass im
Synovialgewebe von RA Patienten zwar mehr IL-7R + B-Zellen vorhanden sind,
diese aber wohl in jedem Entziindungsinfiltrat, z.B. in OA Gelenken, mit dem
gleichen prozentualen Anteil vorkommen. Zusitzlich zu mehr IL-7R + B-Zellen
ist die IL-7 Konzentration in Serum und Synovialfliissigkeit von RA Patienten im
Vergleich zu der von OA Patienten erhoht (72). Studien, die zeigten, dass IL-7
Arthritis im Maus-Modell auslost (102) oder eine Blockade des IL-7Ra in der
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Kollagen-Typ II induzierten Arthritis die Arthritiszeichen verbessert (103), fiihren
zu der Hypothese, dass die IL-7R positiven B-Zellen ebenfalls
proinflammatorische Funktion haben. Diese Annahme wurde im Maus-Modell

von unserer Gruppe bestétigt (unverdffentlichte Daten).

4.2 Regulation der IL-7R positiven B-Zellen

In dem oben erwédhnten Maus-Modell bewirkte die Stimulation von B-Zellen mit
IL-7 eine Verschlechterung der Kollagen-Typ II induzierten Arthritis. Im Gegen-
satz dazu bewirkte die Vorbehandlung der B-Zellen mit Noradrenalin trotz Stimu-
lation mit IL-7 im  gleichen Ansatz keine Verdnderung des
Arthritisschweregrades. Dies fiihrte zu der Annahme, dass das sympathische Ner-
vensystem tiiber einen adrenergen Stimulus mit dem IL-7/IL-7R-System der B-
Zelle interagiert und somit den Verlauf der Arthritis giinstig beeinflusst. Bereits in
der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass das sympathische Nervensystem
iber seinen Hauptneurotransmitter Noradrenalin antiinflammatorische Wirkung
auf die RA haben kann (26, 32, 38, 35, 33, 39, 30, 31, 36, 34, 37, 27). Mit den
folgenden Versuchen sollte deshalb untersucht werden, ob das IL-7/IL-7R-System
auf der B-Zelle eine Verbindung zwischen Nervensystem und Immunsystem dar-
stellt, ob es sich auf den B-Zellen um funktionstiichtige Rezeptoren handelt, und
ob und wie diese auf sympathomimetische Stimuli reagieren. Es konnte keine
Anderung der Expression des IL-7Ra auf Maus B-Zellen unter dem Einfluss
adrenerger Stimuli festgestellt werden. Zum einen sind eine Vielfalt von Interakti-
onen des IL-7/IL-7Ra-Systems mit anderen intrazelluldren Signalwegen bekannt
(117), zum anderen ist bekannt, dass die Genexpression des IL-7Ra u.a. durch die
Transkriptionsfaktoren GA binding protein (GABP) und PU.1 reguliert wird (118,
119, 120). Ein Zusammenhang zwischen diesen Transkriptionsfaktoren und den
Signalwegen adrenerger Rezeptoren wurde bisher jedoch nicht beschrieben, so-
dass eine Regulation der Expression des IL-7Ra vor diesem Hintergrund nicht zu

erwarten war.
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Interessanterweise fand sich nur bei den Zellen, die mit Cortisol in einer Konzent-
ration von 10" M simuliert wurden eine signifikante Anderung der Rezeptordichte
auf den B-Zellen, bei gleichem prozentualem Anteil. Im Vergleich zu den Zellen
die lediglich mit aCD40 und IL-4 inkubiert wurden, inhibierte Cortisol die Steige-
rung der Dichte des CD127 auf den B-Zellen. Ergebnisse anderer Studien haben
gezeigt, dass Glukokortikoide die Expression des IL-7R auf T- und B-Zellen in-
duzieren bzw. die Dichte des IL-7Ra auf der Zelloberfliche und die Dichte der
IL-7Ra mRNA in den Zellen erhdhen (94, 95, 121). In diesen Studien war der
Anstieg der IL7-Ra Expression jedoch nur in den ersten 12 Stunden nach Inkuba-
tion mit Dexamethason nachweisbar, bei den B-Zellen wurde bereits nach neun
Stunden gemessen, danach fiel er wieder ab. Gemessen wurde die mean
fluorescence intensity (MFI) des IL-7Ra auf Maus B-Zellen aus der Milz mittels
Durchflusszytometrie. Im Falle der IL-7Ra mRNA war der Anstieg sogar nur in
den ersten zwei Stunden nach Inkubation messbar, was die Autoren zu dem
Schluss kommen lie, dass der IL-7Ra Gehalt nach Stimulation mit
Glukokortikoiden (GK) zwar rasch, aber nur voriibergehend ansteigt (95). Wie
erwiahnt wurde ebenfalls eine Erh6hung der mRNA nachgewiesen, was nahelegt,
dass GKs die Transkription des IL-7Ra Gens direkt induzieren (94). Da in unse-
rem Versuchsansatz die Anderung des IL-7Ra Gehaltes erst sechs Tage nach In-
kubation mit Cortisol gemessen wurde, wire es denkbar, dass der stimulierende
Effekt des Cortisol bereits wieder abgeklungen war oder sich langfristig gegentei-
lig auswirkt. Zusammenfassend bewirkt Cortisol kurzfristig einen Anstieg, langer-
fristig jedoch eine verminderte Expressionsdichte von IL-7R auf B-Zellen. Da-
durch konnte die verminderte Phosphorylierung von STATS und ERK nach IL-7
Stimulus unter vorheriger Stimulation mit Cortisol erkldrt werden. Dies konnte,
neben den bekannten (21, 20), ein weiterer antiinflammatorischer Mechanismus
des Cortisol im Rahmen der Entziindung/Arthritis darstellen, und gleichzeitig die
Rolle des IL-7 als immun-stirkenden Mediator bekréftigen (6). Eine signifikante
Inhibition der STATS Phosphorylierung nach IL-7 Stimulus konnte nur mit Vor-
behandlung der B-Zellen durch Terbutalin und Cortisol erreicht werden. Vergli-
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chen mit den Ergebnissen aus dem Maus-Modell der Kollagen Typ-II Arthritis,
konnte dies bedeuten, dass PB,-AR-Stimuli in die Signaltransduktion des IL-7R
negativ eingreifen und dadurch eine Verminderung der pSTATS-Produktion be-
wirken mit der Folge einer Verminderung von proinflammatorischen Signalen bei
der CII Arthritis. Der genaue Interaktionspunkt der beiden Signalwege ist momen-
tan noch nicht klar. Ein bekannter negativer Regulator des IL-7 Signalwegs ist
Suppressor of cytokine signal 1 (SOCS-1) (122), aber hier besteht keine bekannte
Verbindung zum cAMP/PKA Signalpfad. Eine Moglichkeit wére eine Interaktion
iiber den p38 MAPK Pfad, der durch Stimulation von ,-AR auf B-Zellen akti-
viert werden kann (37, 123). Da man weil}, dass der IL-7 Signalpfad auf einen
funktionierenden p38 MAPK Signalweg angewiesen ist (124), wire eine
Kompetition um die p38 MAPK denkbar. Auch eine indirekte Einflussnahme iiber
ein anti-inflammatorisches IL-10 Signal wére denkbar, denn man weil}, dass die
Stimulation von [;-AR auf aktivierten B-Zellen die Expression von anti-

inflammatorischem Interleukin 10 steigern kann (125).

4.3 Ausblick

Um die bisherigen Ergebnisse zu validieren, konnten zum einen Untersuchungen
von Genprodukten des STATS-Signalweges durchgefithrt werden, um die
proinflammatorischen Faktoren zu identifizieren, die fiir die Verschlechterung der
Arthritis verantwortlich sind, und die nach einem [,-AR Stimulus herabreguliert
werden. Zum anderen konnte die IL-10 Produktion in Bezug auf IL-7 und ,-AR
Stimulation gemessen werden, um die oben genannte These zu validieren. Dieser
Ansatz konnte zudem an menschlichen B-Zellen durchgefiihrt werden, mit der
Fragestellung, ob IL-7R + B-Zellen auch beim Menschen proinflammatorisch
wirken und die gleichen Signalwege und Faktoren beeinflussen wie bei der Maus.
Wiirde dies zutreffen, konnte ein therapeutisches Ziel die selektive Blockade die-
ser IL-7R + B-Zellen in vivo sein, um die starken Nebenwirkungen der
unselektiven B-Zell-Blockade durch Rituximab, welche auch

antiinflammatorische B-Zellen blockiert, zu vermeiden.
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5 Zusammenfassung

Bei der rheumatoiden Arthritis (RA) handelt es sich um eine Multisystemerkran-
kung, deren komplexe Pathogenese noch immer nicht vollig verstanden ist. Im-
munsystem, Nerven- und endokrines System des Korpers spielen fiir den Verlauf
der Erkrankung eine Rolle. In dieser Arbeit wurde der Einfluss des sympathischen
Nervensystems auf den Interleukin-7 Rezeptor (IL-7Ra) auf B-Zellen untersucht.
Da im Maus-Modell der Kollagen Typ-II-induzierten Arthritis eine Verschlechte-
rung der Erkrankung nach Transfer von IL-7-stimulierten B-Zellen gezeigt wer-
den konnte, bestand die Annahme, dass der IL-7R auf B-Zellen einen
proinflammatorischen Einfluss im Kontext der Arthritis ausiibt. Wurden die B-
Zellen jedoch in Anwesenheit des Neurotransmitters Noradrenalin aktiviert, war
der proinflammatorische Effekt nach Stimulation von B-Zellen mit IL-7 nicht
mehr vorhanden. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb, neben dem Nachweis
von IL-7Ra auf humanen und Maus B-Zellen, untersucht, weshalb eine Aktivie-
rung der B-Zellen unter dem Einfluss von Noradrenalin die Wirkung der IL-7
Stimulation authebt. Die erste Hypothese war, dass durch die adrenerge Stimula-
tion eine Verdnderung der Rezeptor-Expression auf der Oberfliche von B-Zellen
erfolgt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass zwar die Aktivierung von B-Zellen
mit anti-CD40 und IL-4 eine Erhdhung der IL-7Ro Expression auf B-Zellen be-
wirkt, dass dies jedoch durch einen adrenergen Stimulus nicht beeinflusst wird.
Als nichstes wurde die Hypothese untersucht, dass eine Aktivierung von B-Zellen
in der Anwesenheit von Noradrenalin den Signalweg unterhalb des IL-7R beein-
flusst. Hierzu wurde eine Methode zur intrazelluldren Bestimmung von pSTATS
und pERK mittels Durchflusszytometrie nach Stimulation von B-Zellen mit IL-7
etabliert. Es zeigte sich, dass die Stimulation mit B;-adrenergen Agonisten wih-
rend der Aktivierung der B-Zellen mit anti-CD40/IL-4, die IL-7 induzierte Phos-
phorylierung von STATS verminderte, wohingegen die Phosphorylierung von
ERK zunahm. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die intrazelluldre Bildung

von second messengern unterhalb des IL-7R durch Stimulation der (3,-AR auf B-

44



Zellen verdndert wird. Dies konnte auch eine Erklarung dafiir bieten, dass IL-7Ra
+ B-Zellen, die in Anwesenheit des sympathischen Neurotransmitters Noradrena-
lin aktiviert werden, ihre proinflammatorischen Eigenschaften im Maus-Modell
der Arthritis verlieren. Das tiefere Verstdndnis dieser Zusammenhénge kann even-
tuell fiir die Entwicklung neuer therapeutischer Prinzipien bei der RA verwendet

werden.
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