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1 Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthritis

Unter Rheumatoider Arthritis (RA) versteht man eine chronisch-entziindliche
Systemerkrankung, die sich bevorzugt an den Gelenken manifestiert und unbehandelt in der
Regel zu fortschreitender Zerstérung fuhrt. Die Pravalenz liegt in Europa bei etwas weniger
als 0,5 %, wobei Frauen etwa zwei- bis dreimal haufiger betroffen sind als Méanner *. Der
Erkrankungsgipfel liegt bei Frauen zwischen 55 und 64 Jahren, bei M&nnern zwischen 65 und
74 Jahren °,

1.1.1 Atiologie

Die Atiologie der RA ist noch nicht vollstandig geklart. In Zwillingsstudien konnte gezeigt
werden, dass die Konkordanz monozygoter Zwillinge etwa 15 % betrégt, die dizygoter
Zwillinge etwa 4 % °. Genetische Faktoren sollen zu ca. 60 % fiir die Auspragung der
Erkrankung verantwortlich sein, die restlichen 40% gehen in erster Linie auf
Umwelteinfliisse zuriick *. Ein erhohtes genetisches Risiko besteht bei einigen HLA (human
leukocyte antigen)-DR4-Subtypen, wobei es sich um MHC-II-Molekile (major
histocompatibility complex) handelt, die durch bestimmte Varianten des DRB1-Gens kodiert
werden. Diese besitzen als gemeinsames Merkmal an der dritten hypervariablen Region des
Molekiils die gleiche Aminosauresequenz, die als ,,Shared Epitope* bezeichnet wird > °.
Weitere bedeutende, mit RA assoziierte Mutationen betreffen das protein tyrosine
phosphatase, non-receptor type 22 (PTPN22)-Gen ' und das dritte Intron im Signal
transducer and activator of transcription 4 (STAT4)-Gen . Mogliche, durch die Umwelt
bedingte Risikofaktoren sind Rauchen, Ubergewicht, Parodontitis und verkehrsbedingte
Luftschadstoffe ° ' ' 12 Mggliche protektive Faktoren sind die Einnahme oraler

Kontrazeptiva und Alkoholkonsum ** .

1.1.2 Klinik und Diagnose

Unspezifische Symptome der RA sind Schmerzen, Schwachegefiihl, Mudigkeit, Fieber und
Gewichtsverlust. Die Erkrankung betrifft vor allem distale Gelenke und beféllt im Verlauf
bevorzugt symmetrisch die proximalen Interphalangeal-, sowie die Finger- und
Zehengrundgelenke. Die ablaufende Entzindung zeichnet sich dabei durch Schwellung,
Druckschmerz bei Palpation, Erythem, Ergiisse, Morgensteifigkeit und Uberwarmung aus.
Spater kommt es zu Ankylosierungen, Subluxationen und Deformitdten und somit zu einer

Einschrankung des Bewegungsumfangs. *°. Nach einer Erkrankungsdauer von zehn Jahren
16 17
. Im
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sollen ohne adaquate Behandlung etwa 35-44 % der Patienten arbeitsunféhig sein



Vergleich zur Normalbevoélkerung ist die Mortalitdt um den Faktor 1,5-1,6 erhoht, wobei
kardiovaskulare Erkrankungen bereits bei jungeren Patienten auftreten und Infektionen sowie
Lungen- und Nierenerkrankungen gehauft vorkommen 8. Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber

die wichtigsten extraartikuldren Manifestationen der RA.

Tabelle 1: Extraartikulare Manifestationen nach Lee und Weinblatt 2001

Organ Beschwerden

Haut Rheumaknoten

Auge Keratokonjunktivitis sicca, Episkleritis, Iritis

Lunge Lungenfibrose

Herz Perikarditis, Myokarditis, Herzklappenverénderungen
Leber Erhéhte Aminotransferasen

Blut Anédmie, Thrombozytose, Leukozytose

Gefale Vaskulitis

Innerhalb von drei Jahren kommt es bei 63,6 - 70 % der Patienten zu roéntgenologisch
sichtbaren Erosionen '° %°. Weitere typische Befunde neben Erosionen sind lokalisierte
Dekalzifikationen und Gelenkspaltverschmalerungen % #. Weitere zunehmend an Bedeutung
gewinnende bildgebende Verfahren zum Nachweis inflammatorischer und destruktiver
Vorgange in den Gelenken sind die Magnetresonanztomographie und der Ultraschall 2.

Eine friihe Therapie ist effektiver und verzogert das Fortschreiten der Erkrankung deutlich,
wahrend Patienten mit langer bestehender RA wesentlich schlechter ansprechen 2**°. Die im
Jahr 2010 gemeinsam vom American College of Rheumatology (ACR) und der European
League Against Rheumatism (EULAR) ausgearbeiteten Klassifikationskriterien sollen helfen,
die dafir nétige friihzeitige Diagnose zu stellen .




Tabelle 2: ACR/EULAR-KIassifikationskriterien nach Aletaha et al. 2010, Abkiirzungen: Rheumafaktor (RF),
Antikorper gegen zitrullinierte Proteine (ACPA), C-reaktives Protein (CRP), Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG)

Kriterium Punkte

A Gelenkbeteiligung

1 grof3es Gelenk

2-10 groRe Gelenke

1-3 kleine Gelenke

4-10 kleine Gelenke

>10 Gelenke (mindestens 1 kleines)

A WO NP O

B Serologie

RF und ACPA negativ

RF oder ACPA niedrig positiv
RF oder ACPA hoch positiv (dreifach hoher als oberer Normwert) 2

= O

C Entziindungsparameter

CRP und BSG normal 0
CRP oder BSG erhoht 1
D Dauer der Beschwerden

< 6 Wochen 0
>6 Wochen 1

Die Kriterien sollten nur bei Patienten angewandt werden, die in mindestens einem Gelenk an
einer Synovitis leiden und diese nicht durch eine andere Diagnose erklart werden kann. Von
der Wertung ausgeschlossen sind distale Interphalangeal-, Daumensattel- und
GroRzehengrundgelenke, da sich in diesen haufig Zeichen der Osteoarthrose (OA) zeigen. Ab
einem Wert von mindestens sechs Punkten kann die Erkrankung als RA klassifiziert werden
%! Fir RF liegt die Sensitivitat bei 69 %, die Spezifitat bei 85 %. Fiir ACPA betragt die
Sensitivitdt 67 % und die Spezifitit 95% *°. RF und ACPA konnen der klinischen

Manifestation der RA zum Teil um Jahre vorausgehen  *,

1.1.3 Pathogenese
Durch Fortschritte im Verstdndnis der Pathomechanismen der RA konnten in den letzten
Jahren neue Medikamente mit guter Wirksamkeit entwickelt werden. Dennoch sind die

genauen Ursachen und Ablaufe der Erkrankung noch nicht vollstandig verstanden *.

1.1.3.1 Uberblick iiber die beteiligten Inmunzellen

Eine wichtige Rolle in der Pathogenese der RA scheint dem adaptiven Immunsystem
zuzukommen. Mdoglicherweise ist eine abgeschwachte negative Selektion bei der Reifung der
T-Zellen im Thymus ein wichtiger Faktor, was zu einer erhdhten Zahl potentiell autoreaktiver
Zellen fithrt *. Die Assoziation mit infektidsen Erregern wie dem Epstein-Barr-Virus, dem




Zytomegalievirus, Proteus mirabilis oder E. coli lasst sich durch eine Form des molekularen
Mimikry erklaren *. Obwohl sich im Synovium von RA-Patienten viele T-Zellen befinden ¥/,
konnte durch eine T-Zell-Depletion keine wesentliche Wirkung nachgewiesen werden *.
Abatacept, ein Fusionsprotein aus humanem zytotoxischen T-Zell-assoziierten Antigen 4 und
einem Fragment aus der Fc-Region von humanem IgG1, das sich durch einen Angriff an
CD80 (cluster of differentiation) und CD86 auf Antigen-présentierenden Zellen gegen die
Kostimulation von T-Zellen richtet, ist hingegen gut wirksam *. In den letzten Jahren richtet
sich die Aufmerksamkeit immer mehr auf Th17-Zellen *°, deren Differenzierung durch 1L-6
(Interleukin 6) und transforming growth factor beta (TGF-B) induziert wird. Diese wird in
Anwesenheit von Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) und Interleukin 1 beta (IL-1f) noch
verstarkt, wobei IL-23 wichtig fiir das Uberleben ist ** *2 %%, Th17-Zellen produzieren in erster
Linie die Interleukine 17A, 17F, 21 und 22, sowie TNF-o und wirken somit unter anderem auf
Makrophagen, Endothelzellen, Fibroblasten, Chondrozyten und Osteoblasten * . Erhohte
IL-17-Spiegel konnten in der Synovialflissigkeit von Patienten mit RA nachgewiesen
werden, nicht jedoch bei Patienten mit OA “*°. Es konnte gezeigt werden, dass Th17-Zellen
Uber die Expression von receptor activator of NF-xB ligand (RANKL) wahrscheinlich auch

Bedeutung bei der Aktivierung von Osteoklasten zukommt “°.

Auch sogenannte
regulatorische, durch den Transkriptionsfaktor FoxP3 gekennzeichnete CD4+/CD25+- T-
Zellen, die andere T-Effektor-Zellen durch direkten Zell-Zell-Kontakt oder Gber Bildung von
IL-10 und TGF-B supprimieren und somit anti-inflammatorisch wirken, scheinen eine
wichtige Rolle zu spielen *’ 3, Es konnte gezeigt werden, dass die erhdhten TNF-a-Spiegel
bei Patienten mit RA zu einer verminderten Fahigkeit der regulatorischen T-Zellen fuhrten,
die Proliferation *° und Bildung von TNF-a und Interferon gamma (IFN-y) *° durch andere T-

Zellen zu supprimieren.

Die erfolgreiche Behandlung von RA-Patienten mit Rituximab, einem selektiven Antikorper
gegen das Oberflachenmolekil CD20 auf B-Lymphozyten, konnte deren pathogenetische
Beteiligung nachweisen °*. Diskutiert werden neben der Produktion von Autoantikdrpern wie
RF und anti-CCP, die den Verlauf der RA verschlechtern *2, auch eine Rolle bei der
Présentation von Autoantigenen, sowie der Produktion von Zytokinen wie IL-6, TNF-o und

Lymphotoxin-p *.

Auch dem angeborenen Immunsystem kommt eine groRe Bedeutung zu. Die Zahl der
Makrophagen im Synovialgewebe korreliert mit dem AusmaR der Erosionen *3. lhre

Aktivierung erfolgt zum einen Uber sogenannte Toll-like-Rezeptoren (TLR), zum anderen
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konnen Makrophagen durch verschiedene Zytokine wie macrophage colony-stimulating
factor (M-CSF) oder granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF),
Interaktionen mit T-Lymphozyten, Immunkomplexe, Lipoproteine oder ein Protease-reiches
Milieu aktiviert werden *°. Dies fuhrt zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie IL-
1, -6, -12, -18, -23 und TNF-a, was die Differenzierung von Thl- und Th17-Zellen fordert >*.
Weitere Folgen sind die vermehrte Bildung Matrix-schadigender Enzyme und reaktiver
Sauerstoffmetabolite sowie eine verstarkte Présentation von Antigenen und eine Steigerung

der Phagozytose *°.

1.1.3.2 Synoviale Fibroblasten (SF)

Die Synovialmembran besteht physiologisch aus einer &uferen, relativ zellarmen,
bindegewebigen Schicht mit vereinzelten Blutgefalien und einer ein bis zwei Zellen breiten,
inneren Schicht, in der makrophagenahnliche Typ-A-Synoviozyten und fibroblastenahnliche

Typ-B-Synoviozyten vorherrschen >°

. Unterschiede der Typ-B-Synoviozyten zu anderen
Fibroblasten sind beispielsweise die Fahigkeit zur Adhdsion untereinander Uber Cadherin-11
*® oder die Bildung von Hyaluronan *’. Physiologisch unterstiitzt die Synovialmembran die
Gelenke strukturell und produziert Synovialflissigkeit, die als Schmiermittel dient und den

Gelenkknorpel ernahren soll .

RA ist durch eine starke synoviale Hyperplasie gekennzeichnet. Wéhrend sich in der &uf3eren
Schicht der Synovialmembran T- und B-Lymphozyten anhdufen und zum Teil Lymphfollikel
bilden *°, erhoht sich in der stark verbreiterten inneren Schicht die Zahl der synovialen
Makrophagen und Fibroblasten. Die erhdhte Makrophagenzahl l&sst sich vermutlich in erster
Linie durch eine verstarkte Migration aus dem Knochenmark erklaren 8. Als Ursache fiir die
Zunahme der SF werden neben einer verstarkten Einwanderung mesenchymaler Zellen *
vor allem Veranderungen in der Resistenz gegen Apoptose angesehen *. So konnte im
Synovialgewebe von Patienten mit RA eine verstarkte Expression antiapoptotischer Molekule
wie B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), small ubiquitin-related modifier 1 (Sumo-1) und FLICE-
inhibitory protein (FLIP) nachgewiesen werden ®*. AuRerdem exprimieren nur 40 % der SF
bei RA den Tumor-Suppressor phosphatase and tensin homolog (PTEN) 2. Das Protein p53,
das beschadigte DNA-Abschnitte erkennt und daraufhin den Zellzyklus stoppt, um
Reparaturmechanismen und gegebenenfalls die Apoptose einzuleiten ®, konnte zwar
vermehrt in der inneren Synovialschicht nachgewiesen werden, weist aber somatische

f64

Mutationen auf **. Aullerdem besitzen SF weitere tumorartige Eigenschaften wie Wachstum

ohne feste Verankerung, Verlust der Kontaktinhibition und invasives Wachstum in den
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Knorpel ® © ® Das dem Knorpel aufliegende Gewebe, das vor allem SF, Makrophagen und
Osteoklasten enthélt und fur die Erosionen in Knorpel und Knochen verantwortlich ist, wird

als Pannus bezeichnet ©'.

SF bei RA produzieren eine grofRe Zahl verschiedener Molekiile, was durch die Anwesenheit
der proinflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF-a geférdert wird. Durch Chemokine wie
monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1), macrophage inflammatory Proteine 1 alpha
(MIP-1a), MIP-3a und regulated on activation, normal T cell expressed and secreted
(RANTES) werden vor allem Makrophagen angezogen. Durch stromal cell-derived factor 1
(SDF-1) und chemokine (C-X-C motif) ligand 16 (CXCL16) werden in erster Linie T-Zellen
angelockt °®. Ein weiteres Kennzeichen der RA ist die schon friih einsetzende Angiogenese,
die unter anderem durch Bildung von vascular endothelial growth factor (VEGF), basic
fibroblast growth factor (bFGF), I1L-8 und TGF-B gefordert wird 8. Das Uberleben von B-
Zellen in der duBeren Synovialschicht wird unter anderem durch die Bildung von B-cell
activating factor of the TNF-family (BAFF) verbessert *°. Des Weiteren fihrt die Sekretion
von M- und GM-CSF unter anderem zur Aktivierung von Makrophagen " "*. AuRerdem ist
noch die Produktion von IL-6, sowie der Interleukine 18, 32 und 33 aus der IL-1-Familie zu

erwihnen ",

Die Zerstorung des Gelenkknorpels erfolgt durch direkte Beteiligung der SF. In einem ersten
Schritt verankern sich die SF Uber verschiedene Adhasionsmolekiile am Gelenkknorpel *%.
Integrine sind af-Heterodimere, die sich aus 18 verschiedenen a- und 8 verschiedenen (-
Untereinheiten zusammensetzen konnen "3, Mit ihrer Hilfe binden die SF an Bestandteile der
extrazellularen Matrix wie Fibronektin, Laminin oder Kollagene, wobei bei RA vor allem den
Integrinen 03p1, a4pl und a5p1 besondere Bedeutung zukommt ™ ™. Vascular cell adhesion

molecule 1 (VCAM-1) ist ein weiteres wichtiges Adhasionsmolekuil "

. Anschliel’end erfolgt
uber die Bildung von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), Cathepsinen und Aggrecanasen die
eigentliche Zerstorung des Knorpels (Bartok und Firestein 2010). Ihre Expression wird unter

| 7" sowie die Interaktion der aktivierten

anderem durch hohe IL-1- und TNF-a-Spiege
Adhasionsmolekiile mit bestimmten Signalwegen induziert ®*. MMPs sind Endopeptidasen,
die fast alle Bestandteile der extrazellularen Matrix abbauen kénnen *’, wobei die Membran

Typ 1-MMP fiir die Invasion des Knorpels entscheidend zu sein scheint .

Die Zerstérung des Knochens erfolgt durch Osteoklasten, deren Differenzierung wiederum
durch vor allem von SF gebildeten Zytokinen wie M-CSF und RANKL induziert und durch

das Milieu aus TNF-q, IL-1 und IL-6 noch verstarkt wird ™ & &,
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1.2 Regulation synovialer Fibroblasten

GroRe Bedeutung bei der Regulation von SF haben uber Mitogen-aktiviertes Protein (MAP)-
Kinasen fuhrende Signalwege, die durch TNF-a, IL-1 und andere Zytokine sowie durch TLRs
aktiviert werden. Dabei sind die extracellular signal-regulated kinase (Erk)-, c-jun-N-
terminal-kinase (JNK)- und p38-Signalwege besonders gut untersucht. Die Effekte werden

schlieBlich durch die Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren vermittelt *°,

Ein wichtiger Weg zur Regulation von SF fihrt (iber den heterodimeren Transkriptionsfaktor
nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NFkB), der vermehrt im

Synovialgewebe nachgewiesen wurde

. Im Zytoplasma liegt NFxB gebunden an den
Inhibitor IkB vor und ist somit inaktiv ®. Die Bindung von II-1 und TNFa an SF fiihrt iiber
verschiedene Zwischenschritte zur Aktivierung der IxkB-Kinase 2 (IKK2) 8 die durch
Phosphorylierung von IkB zu dessen Abbau durch das 26S-Proteasom fithrt . Das somit im
Zytoplasma freigesetzte NF«B transloziert in den Zellkern und verstiarkt unter anderem die
Expression von IL-6, IL-8, ®, MMP13 2 sowie der oben erwahnten Adhasionsmolekiile &

Auflerdem erhoht NF«B tiber eine Suppression der PTEN-Expression die Apoptose-Resistenz
88

Beim Activator protein 1 (AP-1) handelt es sich um einen weiteren wichtigen
Transkriptionsfaktor im Synovialgewebe . Das als Homo- oder Heterodimer vorliegende
Protein setzt sich aus Protoonkogenen wie Jun und Fos zusammen, die Uber eine Leucin-
Zipper-Region miteinander in Verbindung stehen ®. Insbesondere die Untereinheiten c-Jun
und c-Fos kontrollieren Gber AP-1-Bindestellen in den jeweiligen Promotorregionen die

Expression der meisten MMPs .

Beim Menschen sind zehn verschiedene TLRs bekannt, wobei im Synovialgewebe bei
Patienten mit RA insbesondere die TLRs 2, 3, 4 und 7 exprimiert werden *° ° 2 Diese
erkennen verschiedene pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) und damage-
associated molecular patterns (DAMPs), wie bakterielle, virale oder auch korpereigene
Bestandteile und fiihren so unter anderem zur Aktivierung verschiedener Signalwege (Seibl et
al. 2003) *®. TLR2 wird vor allem durch Lipopolysaccharid (LPS) und Bestandteile
grampositiver Bakterien wie Peptidoglykane aktiviert ®, was zur Bildung verschiedener
Chemokine fuhrt *®. TLR3 erkennt insbesondere virale Doppelstrang-RNA oder deren

synthetisches Analogon Poly (I:C) *. TLR 4 erkennt unter anderem LPS oder Hitzeschock-
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Proteine, TLR 7 wird durch Bindung viraler Einzelstrang-RNA aktiviert und CG-reiche
DNA-Abschnitte (CpG) binden an TLR 9 *. Nach Aktivierung der genannten TLRs auf SF
kommt es Uber eine gesteigerte Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen,
Chemokinen und MMPs sowie einer vermehrten Expression des RANKL zu einer

Verstarkung der Knochendestruktion % 92 % 97,

1.3 Das BAFF/APRIL-System

1.3.1 Liganden

Die TNF-Familie besteht aus 19 derzeit bekannten Typ ll-Transmembranproteinen, die als
gemeinsames Merkmal iiber eine sogenannte ,,TNF homology domain®“ (THD) verfiligen.
Dabei handelt es sich um die flr die Rezeptorbindung verantwortliche Basensequenz, die
zwischen den verschiedenen Vertretern in der TNF-Familie zu 20-30 % (ibereinstimmt %. Die
Gruppe umfasst neben schon lange bekannten Vertretern wie TNF-o oder Lymphotoxin-o

auch die Liganden BAFF  und a proliferation-inducing ligand (APRIL).

1.3.1.1 BAFF

Bei BAFF handelt es sich um ein 285 Aminoséuren umfassendes Protein, das auch unter den
Bezeichnungen B-lymphocyte stimulator (BLyS), TNF- and ApoL-related leukocyte-
expressed ligand 1 (TALL-1), CD256 und TNFSF13B bekannt ist *®° **. Das auf Chromosom
13 lokalisierte BAFF-Gen % enthalt sechs Exons, wobei Exon 1 die
Transmembrankomponente, Exon 2 die flr die Furin-Prozessierung nétige Sequenz und die
restlichen Exons die THD kodieren '°. Neben der membrangebundenen Form liegt BAFF
auch als 16slicher, trimerer Ligand vor. Dieser entsteht durch proteolytische Prozessierung an
der Furin-Konsensus-Sequenz zwischen THD und Transmembrankomponente '%. Bei einem
physiologischen pH-Wert konnen sich 20 BAFF-Trimere zu einer 60 Monomere
umfassenden, virusahnlichen Struktur zusammensetzen, die biologisch etwas aktiver ist *° 14,
Die dafiir notigen Interaktionen zwischen den Trimeren werden durch Abschnitte vermittelt,
die nur bei BAFF-Molekilen vorkommen und aufgrund ihrer Form als Flap-Regionen

bezeichnet werden 1%,

1.3.1.2 APRIL
APRIL ist ein 250 Aminosauren langes Protein, dessen THD-Sequenz eine etwa 20 %ige

195 und eine mit etwa 33 % besonders hohe

Ubereinstimmung mit der von TNF-a
Ubereinstimmung mit der von BAFF aufweist *°. Wie die anderen Liganden aus der TNF-

Familie wird APRIL zundchst als Typ Il-Transmembranprotein synthetisiert und verfligt
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somit Uber eine zytoplasmatische, eine transmembrane und eine extrazellulare Doméane %°. Im
Gegensatz zu BAFF liegt APRIL jedoch nicht membrangebunden vor, sondern wird nach der
Synthese bereits im Golgi-Apparat durch Furin zur biologisch aktiven Form prozessiert *®.
Kristallstrukturanalysen bei verschiedenen pH-Werten konnten zeigen, dass APRIL ebenfalls
als kompaktes Trimer auftritt und auch sonst strukturelle Ahnlichkeiten mit BAFF besitzt. Es

kommt jedoch nicht zur Aushildung von Oligomeren wie bei BAFF .

Das April-Gen ist auf Chromosom 17 neben dem Gen fur TNF-like weak inducer of apoptosis
(TWEAK) lokalisiert, einem weiteren Liganden der TNF-Familie . Durch sogenanntes
intergenetisches Splicing entsteht das Hybrid-Transkript fur TWE-PRIL, das sich aus den
zytoplasmatischen und transmembranen Komponenten von TWEAK sowie der
extrazellularen Komponente von APRIL zusammensetzt und somit die membrangebundene
Form von APRIL darstellt %,

Aullerdem wurden auch biologisch aktive BAFF/APRIL-Heterotrimere beschrieben, die
insbesondere bei Patienten mit Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreis vermehrt

auftreten sollen °,

1.3.1.3 Vorkommen von BAFF und APRIL

Eine Hauptquelle der beiden Liganden BAFF und APRIL sind myeloische Zellen wie
Neutrophile Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen *'°, wobei die
Expression in Anwesenheit von Typ I-Interferonen, IFN-y, IL-10 und G-CSF sowie durch
Aktivierung der TLRs 4 und 9 erhoht werden kann . In sekundér lymphatischen Organen
scheinen insbesondere fibroblastische Retikulumzellen eine wichtige Quelle der BAFF-
Produktion darzustellen '*2. AuBerdem werden BAFF und APRIL unter anderem durch
aktivierte B-Zellen '3, Epithelzellen der Luftwege '**, Epithelzellen der Speicheldriisen von
Patienten mit Sjogren-Syndrom **° und Astrozyten bei Patienten mit multipler Sklerose und
Lymphomen des zentralen Nervensystems gebildet ''°. Auch SF bei Patienten mit RA
produzieren vermehrt BAFF ®°. Stimulationen mit IFN-y und Poly(l:C) scheinen einen
fordernden, solche mit TNF-a, LPS oder CpG einen eher hemmenden Effekt auf die

Syntheseleistung zu haben **' 118,

1.3.2 Rezeptoren

Beim Menschen zahlen 29 Rezeptoren zur TNF-Rezeptor-Familie, von denen die meisten
Typ I-Transmembranproteine sind. Bei den drei fir das BAFF/APRIL-System relevanten
Rezeptoren B-cell activating factor receptor (BAFF-R), Transmembrane Activator and
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Calcium signal modulating cyclophilin ligand Interactor (TACI) und B-cell maturation

% Das

antigen (BCMA) handelt es sich jedoch um Typ IlI-Transmembranproteine
gemeinsame Merkmal der TNF-Rezeptoren sind fur die THD-Bindung zustandige Cystein-
reiche Doménen (CRDs), die sich typischerweise jeweils aus sechs Cystein-Resten
zusammensetzen %, Bei BAFF-R, TACI und BCMA kommt einer strukturell konservierten B-
Schleife entscheidende Bedeutung in Bezug auf die Affinitat zu den einzelnen Liganden zu.
Diese unterscheidet sich zwischen den Rezeptoren durch ihre Seitenketten, die jeweils

positive oder negative Einfliisse auf die Bindung zu den Liganden besitzen **.

1.3.2.1 BAFF-Rezeptor

Das Gen fur den BAFF-R ist auf Chromosom 22 lokalisiert und kodiert ein Protein, das aus
184 Aminosauren besteht. Der Rezeptor hat mit nur vier Cystein-Resten die kleinste CRD
unter den Mitgliedern der TNF-Familie und bindet spezifisch nur BAFF, nicht aber APRIL **°
120 Es konnte gezeigt werden, dass BAFF-R in praktisch allen Reifungsstadien der B-Zellen
vorkommt, auBer in Plasmazellen des Knochenmarks *#*. AuBerdem konnte der Rezeptor auf

CDA4*-T-Zellen, insbesondere auf regulatorischen T-Zellen nachgewiesen werden 2,

1.3.2.2 TACI

TACI wurde urspriinglich durch seine Affinitat zu calcium-modulator and cyclophilin ligand
(CAML) isoliert und ist wie BAFF-R ein Transmembranprotein, das sich an der
Zelloberflache befindet '2*. Das Protein enthélt zwei CRD-Regionen, die zu etwa 50 %
identisch und sich somit &hnlicher sind als die CRDs aller anderen TNF-Liganden %, Die
Besetzung der Seitenketten in der bereits oben erwéhnten B-Schleife vermittelt bei TACI eine
hochaffine Bindung sowohl zu BAFF, als auch zu APRIL *** % In einer Splice-Variante von
TACI ist die erste CRD, die durch Exon 2 kodiert wird, durch ein Tryptophan ersetzt. Es
konnte gezeigt werden, dass diese kiirzere Variante genauso gut an BAFF und APRIL bindet
wie die lange und somit vor allem die zweite CRD fir die Liganden-Bindung entscheidend ist
125 Die Liganden BAFF und APRIL scheinen allerdings entweder membrangebunden oder als
Oligomere vorliegen zu mussen, um die durch TACI vermittelten Signalwege aktivieren zu

konnen %,

Aullerdem konnte eine selektive TACI-Aktivierung durch Syndekane
nachgewiesen werden. Dabei handelt es sich um Heparansulfat-Proteoglykane an der
Zelloberflache verschiedener Zellen, die an biologischen VVorgédngen wie Adhésion, Motilitat

oder Proliferation beteiligt sind *2’.

TACI wird in erster Linie auf aktivierten B-Zellen exprimiert. So konnte der Rezeptor auf
CD27"-B-Gedéachtniszellen und Plasmazellen in Tonsillen und Knochenmark sowie auf einer
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kleinen Population peripherer CD27-B-Zellen nachgewiesen werden *?*. Dabei konnte die

Expression von TACI durch Stimulation mit CpG induziert werden *2*.

1.3.2.3 BCMA

Der dritte Rezeptor fir BAFF und APRIL ist BCMA, ein 184 Aminosauren umfassendes
Peptid, das im Gegensatz zu BAFF-R und TACI nicht an der Zellmembran, sondern
intrazellular am Golgi-Apparat lokalisiert ist 28 2 1% Dabei weist BCMA zu APRIL eine
vielfach hohere Affinitat als zu BAFF auf ***. Der Rezeptor konnte in Plasmazellen aus
Tonsillen, Milz und Knochenmark sowie auf B-Gedachtniszellen in den Tonsillen
nachgewiesen werden. Aullerdem konnte durch Stimulation mit CpG/IL-2+IL-15 die
Expression von BCMA induziert werden 2.

1.3.2.4 Weitere Rezeptoren
Es konnte gezeigt werden, dass APRIL neben TACI und BCMA auch an auf verschiedenen
Zellen verbreiteten Heparansulfat-Proteoglykane bindet und auf diesem Weg beispielsweise

132 133

das Wachstum mancher Tumoren fordert Die fir diese Bindung nétige

Aminoséurensequenz (GlIn-Lys-GIn-Lys-Lys-GlIn) befindet sich aullerhalb der THD-Doméne

von APRIL, nahe des N-Terminus 2

, S0 dass APRIL gleichzeitig sowohl an einen
klassischen Rezeptor als auch an Proteoglykane binden kann ***. Es konnte gezeigt werden,
dass an den Heparansulfat-Proteoglykanen eine Aggregation von APRIL zu Oligomeren

méglich ist, was inshesondere fiir die Bindung an TACI groBe Bedeutung hat **.

BAFF bindet auRerdem an den auf Astrozyten vorkommenden Nogo-66-Rezeptor, wodurch

das axonale Wachstum von Neuronen gehemmt wird %,

1.3.3 Funktionen des BAFF/APRIL-Systems

1.3.3.1 Homoéostase der B-Zellen

Eine entscheidende Rolle kommt BAFF bei der Reifung und beim Uberleben von B-
Lymphozyten zu. Die dafir notigen BAFF-Spiegel werden dabei in erster Linie von
strahlenresistenten Stromazellen produziert **. Nach ihrer Bildung im Knochenmark wandern
unreife B-Lymphozyten wéhrend ihrer Differenzierung zu reifen B-Zellen in die Milz und
durchlaufen dort die sogenannten transitionellen Stadien T1 und T2 **’. Durch eine Hemmung
von BAFF oder BAFF-R konnte eine Reduktion der Zahl reifer B-Zellen um etwa 90 %
nachgewiesen werden 3 ° 3% Der starke Verlust von B-Zellen konnte dabei erst bei T2-
und reifen B-Zellen nachgewiesen werden, was zeigt, dass das Uberleben der Zellen im T1-

Stadium noch nicht abhangig von BAFF ist **. Durch Versuche mit erzwungener Expression
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anti-apoptotischer Proteine wie Bcl-2 oder Bcl-xL in Mdausen mit aufgehobener BAFF-
Wirkung konnte die normale B-Zell-Funktion nicht vollstandig wiederhergestellt werden.
Deshalb geht man davon aus, dass BAFF neben der das Uberleben férdernden Wirkung auch
Bedeutung fiir die Differenzierung der B-Zellen hat ** '*! 2 AuRerdem ist BAFF auch
wichtig fir die Aufrechterhaltung einer korrekt ablaufenden Keimzentrumsreaktion, fir die
Ausbildung des beteiligten Netzes aus follikularen DCs ** sowie fiir das Uberleben reifer

144

follikularer und Marginalzonen-B-Zellen ~*". 1gG-produzierende B-Geddachtniszellen und

langlebige Plasmazellen sind von BAFF als Uberlebenssignal hingegen weitgehend

145 146

unabhéngig

TACI hingegen scheint auf das B-Zell-Uberleben eher negativ regulierend zu wirken. So ist
die Zahl reifer B-Zellen bei TACI-defizienten Mausen deutlich erhoht **’, eine Inkubation mit
TACI-agonistischen Antikorpern fiihrt zu einer Hemmung der B-Zell-Proliferation **%. Im
Rahmen der Differenzierung spielt BCMA keine Rolle **, jedoch ist der Rezeptor bei der

Forderung des Langzeitiiberlebens von Plasmazellen im Knochenmark entscheidend *4°.

1.3.3.2 Antikérper-Klassenwechsel

Aulerdem induzieren BAFF und APRIL in B-Lymphozyten in Anwesenheit verschiedener
Zytokine einen CD40-unabhangigen Immunglobulin-Klassenwechsel von IgM und IgD zu
IgA, 1gG und IgE **°. Dabei sind die beiden Rezeptoren BAFF-R und TACI beteiligt, wobei
bei Méausen Uber BAFF-R der Klassenwechsel zu IgGl und IgE und tber TACI der

Klassenwechsel zu 1gG1, IgE und IgA vermittelt wird ™.

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass bis zu 10 % der Patienten mit variablem
Immundefektsyndrom homo- oder heterozygote Mutationen im TACI-Gen aufweisen 2 1.
Diese Patienten zeigen in Einklang mit den bereits erwéhnten Funktionen von TACI bei B-
Zellen niedrige Antikorperspiegel im Serum oder einen selektiven IgA-Mangel, wéhrend die

Anzahl der B-Zellen normal oder sogar erhoht ist *°2 2

1.3.3.3 T-Zell-Physiologie

Neben diesen vor allem B-Zellen betreffenden Funktionen werden durch Kostimulation tber
den BAFF-R auch reife T-Lymphozyten beeinflusst. Bei den so aktivierten T-Zellen wird die
Produktion von Zytokinen angeregt, das Uberleben durch verstarkte Expression von Bcl-2

geférdert und die Proliferation gesteigert >* *°,

Im Besonderen konnte CD4" T-Helfer-Zellen eine wichtige Rolle bei der BAFF-vermittelten

Expansion von B-Zellen zukommen **®. Anders als bei Mausen wird bei Menschen vor allem
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das Uberleben von CD8" T-Zellen gefordert, wohingegen die Apoptose von CD4" -T-Zellen

unbeeinflusst bleibt **®. Die Zahl follikularer T-Helfer-Zellen und somit auch der B-Zellen in

den Keimzentren ist eher vermindert **’.

Besondere Bedeutung kommt BAFF auch bei der Forderung der Differenzierung zu Thl7-

Zellen zu. Wahrscheinlich geschieht dies unter Beteiligung des IL-6-Signalwegs **, der

entscheidend fiir die Entwicklung zu Th17-Zellen ist **° 1.

1.3.4 Rolle des BAFF/APRIL-Systems bei verschiedenen Erkrankungen
Das BAFF/APRIL-System scheint bei einer Vielzahl von Erkrankungen beeinflusst zu

werden oder sogar pathophysiologisch eine Rolle zu spielen. So wurden bei Infektionen durch

virale Erreger wie das Humane Immundefizienzvirus (HIV) ®*, Hepatitis C-Virus (HCV) %,

163

respiratoy syncytial virus (RSV) sowie einige andere Viren erhdhte Serumspiegel von

BAFF gemessen . Auch bei bakteriellen Infektionen scheint BAFF (iber die Férderung der

185 Bei Patienten mit akuter

Antikorperbildung wichtig fir die Immunabwehr zu sein
Pankreatitis konnte gezeigt werden, dass der BAFF-Spiegel prognostische Bedeutung fiir den
Schweregrad der Erkrankung hat und vergleichbar mit dem CRP als Akute-Phase-Protein

angesehen werden kann .

Eine weitere Krankheitsgruppe, bei der das BAFF-System eine Rolle spielt sind maligne
h&matologische Erkrankungen. Bei Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen werden durch
das BAFF-System proapoptotische Faktoren herunter- und antiapoptotische Faktoren
hochreguliert " % Dabei korrelieren hohe BAFF-Spiegel mit einer hoheren

Krankheitsaktivitat, einem geringen Ansprechen auf die Therapie und somit einem geringeren

168

medianen Uberleben **. Auch bei anderen malignen Erkrankungen wie der akuten

169 170

lymphatischen Leukdmie oder bei

klassischen Hodgkin-Lymphomen ™ ist wahrscheinlich die BAFF-BAFF-R-Achse beteiligt.

, der chronischen lymphatischen Leukamie

Aufgrund der vielfaltigen Einflisse auf die verschiedenen Mechanismen des Immunsystems,
wurde schon friih eine entscheidende Rolle des BAFF-Systems in der Pathophysiologie von
Autoimmunkrankheiten diskutiert. Bei transgenen Mausen mit einer Uberexpression von
BAFF fielen neben einer erhohten Zahl an B-Zellen auch eine Hypergammaglobulindmie auf

172 18 AuRerdem konnte man im Serum der Tiere vermehrt RF, zirkulierende

Immunkomplexe sowie anti-ssDNA- und anti-dsDNA-Antikérper nachweisen "2 1. Mit
zunehmendem Alter entwickelten die Mdause ein dem systemischen Lupus erythematodes

(SLE) &hnliches Krankheitsbild, wobei sich zunehmend auch Immunkomplexablagerungen in
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den Glomeruli der Nieren fanden *”. Sekundar kam es in noch héherem Alter zu einer dem
Sjogren-Syndrom dhnlichen Sialadenitis 1*. Pathophysiologisch verbessert eine hohe BAFF-
Konzentration das Uberleben niedrigaffiner, autoreaktiver B-Zellen insbesondere in der
Marginalzone, wahrend die Elimination hochaffiner autoreaktiver B-Zellen weitestgehend

175

unverdndert bleibt “*°. Die bei BAFF-transgenen Mausen aufgefallenen SLE-&hnlichen

Manifestationen scheinen sich dabei unabhdngig von T-Lymphozyten zu entwickeln 7.
Bedeutend scheinen hingegen TLR-abh&ngige Signalwege zu sein, wobei BAFF die TLR7-
und TLR9-Expression auf B-Lymphozyten fordert . Eine Aktivierung der TLR,
beispielsweise durch CpG an TLR9 oder Einzelstrang-DNA an TLR7, fiihrt unter anderem zu
einer vermehrten Expression von TACI und einer gesteigerten Antikorperproduktion mit den
oben genannten Folgen *'" 18 17® Bemerkenswert hierbei ist jedoch, dass im Tierversuch auch

ein Mangel an TACI zu einem SLE-ahnlichen Krankheitsbild fiihrt 14,

Auch beim Menschen lassen sich bei einem groflen Teil der Patienten mit SLE erhohte
BAFF-Spiegel im Serum nachweisen 1’°. Dabei korrelieren die BAFF-Spiegel mit erhohten
anti-dsDNA-Antikorper-Titern und einer Erhdhung der akute-Phase-Proteine 17 % 181 Bej
Patienten mit Sjogren-Syndrom konnten ebenfalls erhdohte BAFF-Spiegel nachgewiesen
werden *™ die auch hier mit den fiir diese Erkrankung typischen anti-SSA- und anti-SSB-
Antikorpern korrelieren %2, In den Speicheldriisen betroffener Patienten lasst sich auRerdem
eine erhdhte BAFF-Expression durch infiltrierende T- und B-Lymphozyten sowie durch
duktale Epithelzellen nachweisen ' 3, Beispiele fiir weitere Autoimmunerkrankungen, bei
denen erhohte BAFF-Konzentrationen nachgewiesen werden konnten sind unter anderem
Morbus Wegener, Sklerodermie oder die HCV-assoziierte Kryoglobulindmie sowie im Liquor

bei Multipler Sklerose ¢ 18 186 187

Auch bei Patienten mit RA wurden erhohte BAFF-Konzentrationen im Serum festgestellt %

189 Die Produktion von BAFF erfolgt dabei insbesondere lokal im Bereich der betroffenen
Gelenke ' ', AuRerdem wurden bei Patienten mit RA deutlich erhéhte Konzentrationen
von APRIL nachgewiesen, wobei sich kein wesentlicher Unterschied zwischen Serum und
Synovialfliissigkeit ergab 2. Erwahnenswert ist hierbei auch, dass die BAFF-Spiegel bei
seronegativer RA hoher zu sein scheinen als bei seropositiver RA und mit der
Krankheitsaktivitat korrelieren %, Der APRIL-Spiegel im Serum scheint hingegen
insbesondere bei der seropostitiven RA erhoht zu sein und zeigt keine Korrelation mit der
Krankheitsaktivitat '°. BAFF wird in den betroffenen Gelenken unter anderem durch
Makrophagen, T- und B-Lymphozyten sowie SF produziert *** '*'. APRIL wird durch
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dendritische Zellen, Neutrophile und lokale Makrophagen exprimiert sowie zu einem

F 19 192 1% Baj ginem Teil der RA-Patienten konnen im

geringen Teil durch S
Synovialgewebe ektope Lymphfollikel mit Keimzentren nachgewiesen werden **" % deren
Bildung abhangig von BAFF und APRIL ist '*. Plasmazellen reichern sich insbesondere in
Regionen des Synovialgewebes an, die eine besonders hohe Konzentration von APRIL
aufweisen '°°. Des Weiteren erhdht APRIL bei RA-Patienten die Proliferation synovialer

Fibroblasten und verstarkt auf diesen die Expression von RANKL %

. Pathogenetisch
bedeutsam ist auRerdem die Bildung von Autoantikérpern wie RF und anti-CCP-AK '%°. SF
induzieren in Kokultur mit B-Lymphozyten bei diesen in Abhangigkeit von BAFF und
unabhéngig von Keimzentren einen Antikorperklassenwechsel von IgM zu anderen 1g-Typen
18 Der dabei ablaufende Mechanismus kann durch Aktivierung des TLR3, beispielsweise

durch Stimulation mit Poly(l:C), potenziert werden 2,

1.3.5 Entwicklung zielgerichteter Therapeutika im BAFF/APRIL-System

Das einzige, bislang zugelassene Medikament, das im BAFF/APRIL-System angreift, ist
Belimumab. Es handelt sich um einen rekombinanten, monoklonalen IgG1-Antikorper, der
sich spezifisch gegen I8sliches BAFF richtet °®°. Die Zulassung beschrankt sich momentan auf
Patienten mit SLE, bei denen Belimumab in zwei Phase Il1-Studien seine Wirksamkeit und

gute Vertraglichkeit zeigte 2 %2

. Auch bei RA-Patienten mit nur eingeschrankter
Wirksamkeit anderer Therapien zeigte Belimumab in einer Phase I1-Studie eine Besserung der

Krankheitsaktivitat 2%,

Atacicept ist ein weiterer BAFF-Antagonist, dessen Wirksamkeit gegen SLE derzeit in
Studien untersucht wird. Dabei handelt es sich um einen monoklonalen Antikorper, der sich
aus dem extrazellularen Teil von TACI und dem Fc-Teil von humanem IgG1 zusammensetzt
und somit gegen BAFF und APRIL gerichtet ist . Bei RA-Patienten zeigte sich eine
deutliche Reduktion der Antikdrperspiegel, einschlieBlich RF und anti-CCP-Antikdrpern 2%,
Eine Phase II/l11-Studie musste jedoch aufgrund vermehrt aufgetretenen Infektionen bei

deutlich abgefallenem 1gG-Spiegel vorzeitig abgebrochen werden 2.

Zwei weitere Medikamente, deren klinische Wirksamkeit und Vertraglichkeit derzeit getestet
werden sind Blisibimod und Tabalumab, die beide spezifisch gegen l6sliches und im

Gegensatz zu Belimumab auch gegen membrangebundenes BAFF gerichtet sind 2.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die Pathogenese der rheumatoiden Arthritis zeichnet sich durch ein komplexes
Zusammenspiel der verschiedensten Zellarten, Zytokine und Einfliisse von auBen aus. Eine
zentrale Rolle kommt dabei den synovialen Fibroblasten zu, die bedeutend fiir die Regulation
anderer Zellen, die Aufrechterhaltung des proinflammatorischen Milieus und die ablaufende
Gelenkdestruktion sind. Bei ausreichendem Verstandnis der pathophysiologischen
Zusammenhdnge stellen sie deshalb jedoch auch einen mdglicherweise entscheidenden
Ansatzpunkt zur Entwicklung neuer Medikamente dar. Unzureichend untersucht ist bislang
das Zusammenspiel zwischen den Liganden des BAFF/APRIL-Systems und SF. In der
vorliegenden Arbeit soll daher zundchst untersucht werden, ob SF die dafiir notigen
Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA exprimieren und ob sich dabei Unterschiede
zwischen RA- und OA-Patienten finden. In einem weiteren Schritt soll versucht werden, unter
Verwendung verschiedener Zytokine, TLR-Agonisten und Zell-Aktivatoren das
Expressionsprofil der Rezeptoren zu beeinflussen. SchlieBlich soll aufgrund der bekannten
BAFF-Funktionen bei anderen Zellarten untersucht werden, wie sich eine entsprechende

Stimulation auf die Apoptoserate bei SF auswirkt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Die verwendeten Gerdte sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Verwendete Geréte

Gerate-Bezeichnung Hersteller
Brutschrank Binder
ChemiDoc™ XRS+ System with Image Lab™ | Bio-Rad

Software

Durchflusszytometer Epics XL-MCL

Beckman Coulter

Gefrierschrank premium no-frost Liebherr
Handdispenser Multipette plus Eppendorf
Kdihlschrank 4°C Liebherr
Mikroskop Axiovert 200M Carl Zeiss

Mikroskop Leica DM IRB

Leica Microsystems Wetzlar GmbH

Mini Trans-Blot® Cell, Western Blot

Bio-Rad

Mini-PROTEAN® Tetra Handcast Systems Bio-Rad
Pipetten Eppendorf
0,1-2,5 ul

0,5-10 ul

10-100 pl

20-200 pl

200-1000

Pipettierhelfer accu-jet Brand
PowerPac™ Basic Power Supply Bio-Rad
Sterilbank HB2448 S GS Heraeus
Tischzentrifuge Megafuge 1,0 R Heraeus
Vortex-Mixer Genie neoLab
Wasserbad SW-20C Julabo
Z&hlkammer, Neubauer improved Neubauer
Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus
Zentrifuge, Mikro Sprout
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

Das verwendete Verbrauchsmaterial wird in Tabelle 4 aufgefihrt.

Tabelle 4: Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller

Aspirationspipette 2 ml, Falcon

BD Biosciences

Culture-Slides, 8 Chamber Polysterene Vessel

BD Biosciences

Eppendorf-Tubes 1,5 ml Eppendorf
FACS-Tubes 5ml Sarstedt AG & Co
Gel-Blotting-Bdgen, GB005, Whatman VWR
Immun-Blot PVDF-Membran Bio-Rad
Pipettenspitzen Sarstedt

10 pl
20 pl
200 pl
1000 pl

Polypropylenréhrchen 50 ml, konisch, Falcon

BD Biosciences

Polystyrenpipetten (Costar Stripette)
5ml

10 ml

25 ml

50 ml

Corning Life Sciences

Steriler Filter, TPP ,,rapid“ 500

Techno Plastic Products AG

Zellkulturflaschen, 75 cm? canted neck

Corning Life Sciences
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2.1.3 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 5 aufgefuhrt.

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien

Bezeichnung Produkt-Nummer Hersteller
Accutase, 100 mi L11-007 PAA Laboratories
Acrylamid 40 % 161-0140 Bio-Rad
Ammonium-Persulfat (APS) 161-0700 Bio-Rad
Amphotericin B (AmphoB) D01AA10 Bristol-Myers Squibb
Bisacrylamid 161-0142 Bio-Rad
Bromphenolblau B-5525 Sigma Aldrich
Erythrozyten-Lysepuffer 79217 Qiagen

FCS F0804 Sigma Aldrich
Fluorescence Mounting Medium S3023 Dako
Formaldehyd 37 % 4979.1 Carl Roth
Glyzerin G5516-12 Sigma Aldrich
Glyzin 3908.3 Carl Roth
Hepes HO0887 Sigma Aldrich
Isopropanol 1096342511 Merck Millipore
L-Glutamin 20mM, 100 ml G7513 Sigma-Aldrich
Magermilchpulver frema reform 0201 Granovita GmbH
NaCl 27810.295 VWR
Natriumdodecylsulfat (SDS) 20765.03 Serva

PBS D8537 Sigma Aldrich
Penicillin-Streptomycin P0O781 Sigma-Aldrich
in 0,9 % NaCl, 100 ml

Permeabilisationspuffer 554723 BD Biosciences
RPMI-1640 Medium R7509 Sigma-Aldrich
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 15524-010 Invitrogen
Tris-Aminomethan (Tris-NH3) 1083822500 Merck Millipore
Tris-Hydrochlorid (Tris-HCI) 1185-53-1 Sigma Aldrich
Triton X100, 500ml T8787 Sigma Aldrich
Trypanblau, 100 ml T8154 Sigma Aldrich
Trypsin-EDTA (10x), 100 ml T4174 Sigma-Aldrich
TWEEN 20 9005-64-5 Sigma Aldrich

25




2.1.4 Stimulanzien

Die verwendeten Stimulanzien werden in Tabelle 6 aufgefihrt.

Tabelle 6: Stimulanzien

Bezeichnung Katalog-Nummer Hersteller
BAFF/BLyS Standard DBLYSOB R&D Systems
CpG, ODN 2006 tIrl-2006 Invivogen
Interferon-y 300-02 PeproTech
Interleukin-1p AF-200-01B PeproTech

PMA (Phorbolmyristatacetat) P1585 Sigma-Aldrich
Poly (I:C) 4287 Tocris bioscience
Rekombinantes BAFF 2149-BF-010 R&D Systems
TNF-a 300-01A PeproTech

2.1.5 Antikorper zum Nachweis von BAFF-R, BCMA und TACI in der FACS-Analyse
Die fur die FACS-Analyse verwendeten Antikorper werden in Tabelle 7 aufgefiihrt

Tabelle 7: Antikérper in der FACS-Analyse

Bezeichnung

Katalog-Nummer

Hersteller

Goat anti-mouse 1gG PE

P9287

Sigma-Aldrich

Goat anti-rat 19G PE 550767 BD Biosciences
Mouse IgG1 PE 1C002P R&D Systems
Mouse-monoclonal anti-BAFF- | ab16582 Abcam
receptor (Biotin)

Mouse-monoclonal anti-TACI- | FAB174 R&D-Systems
Phycoerythrin

Rat IgG PE 557078 BD Biosciences
Rat-monoclonal  anti-BCMA | ab17323 Abcam
antibody [Vicky-1]

Streptavidin/RPE R0438 Dako
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2.1.6 Reagenzien zur Untersuchung der Apoptose

Die in der Vorbereitung der Versuche zur Bestimmung der Apoptoserate verwendeten

Antikorper sind in Tabelle 8 aufgefuhrt.

Tabelle 8: Antikdrper fir die Apoptose-Versuche

Bezeichnung Katalog-Nummer Hersteller
Anti-Human BAFF Antibody AF124 R&D Systems
Anti-Human BAFF-R Antibody | AF1162 R&D Systems
anti-Human BCMA Antibody AF193 R&D Systems
Anti-Human TACI Antibody AF174 R&D Systems
FITC Annexin V Apoptosis | 556547 BD Biosciences
Detection Kit |

Normal Goat IgG Control AB-108-C R&D Systems

2.1.7 Antikorper und Farbeldsungen fur Gelelektrophorese und Western Blot

Die fur die einzelnen Farbeschritte in der Gelelektrophorese und im Western Blot

verwendeten Substanzen sind in Tabelle 9 aufgefihrt.

Tabelle 9: Antikérper und zur Farbung nétige Substanzen fir Gelelektrophorese und Western Blot

Bezeichnung Katalognummer Hersteller

Coomassie Brilliant Blue R-250 | 161-0436 Bio-Rad

Staining Solution

Donkey anti-rabbit IgG-HRPO | 711-035-152 Dianova

Human BAFF biotinylated | BAF124 R&D Systems

antibody

Protein-Marker V 27-2210 Peglab

Rabbit polyclonal to BAFF ADb65360 Abcam

Streptavidin Poly-HRP 21140 ThermoFisher Scientific
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2.1.8 Antikorper fur die Immunhistochemie

Die flr die Immunhistochemie verwendeten Antikdrper werden in Tabelle 10 aufgefiihrt.

Tabelle 10: Antikorper fur die Immunhistochemie

Bezeichnung Katalog-Nummer Hersteller
Alexa Fluor 546, Goat anti- | A11010 Invitrogen
Rabbit

DAPI D1306 Invitrogen
Rabbit polyclonal to BAFF- | ab5965 Abcam
Receptor

Rabbit polyclonal to BCMA ab5972 Abcam
Rabbit polyclonal to TACI ab79023 Abcam

28




2.1.9 Zusammensetzung der fir die FACS-Analyse und die Immunhistochemie

verwendeten Puffer und Medien

Die Zusammensetzung der Puffer und Medien ist in Tabelle 11 aufgefihrt. Das

Zellkulturmedium wurde nach Zusammengeben aller Bestandteile steril filtriert.

Tabelle 11: Verwendete Puffer und Medien fiir die FACS-Analyse und Immunhistochemie

Bezeichnung Zusammensetzung
Block-L6sung (IHC) PBS

10 % FCS

10 % BSA

10 % Goat-Serum
0,1 % Triton X 100

FACS-Puffer PBS

0,5% FCS
Farbe-Puffer (IHC) PBS

3% BSA

0,3 % Triton X 100
Wasch-Puffer (IHC) PBS

0,3 % Triton X 100

Zellkulturmedium

500 ml SIGMA RPMI ohne Phenolrot
50 ml FCS

5 ml Penicillin/Streptomycin

5 ml Hepes

0,5 ml Amphotericin B
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2.1.10 Losungen fur Gelelektrophorese und Western Blot

Die zur Durchfihrung der Gelelektrophorese und des Western Blot notigen Lésungen sind in

Tabelle 12 aufgefuhrt. Fur die native Gelelektrophorese wurde in den Lésungen SDS und f-

Mercaptoethanol durch entsprechende Mengen ddH20 ersetzt.

Tabelle 12: verwendete Ldsungen fir Gelelektrophorese und Western Blot

Bezeichnung

Zusammensetzung

15 %iges Laufgel

30,0 ml Acrylamid 40 %

3,4 ml Bisacrylamid 2 %
10,0 ml Tris-HCI 3M pH 8,7
0,4 ml SDS 20 %

32,0 ml ddH20

5 %iges Sammelgel

5,0 ml Acrylamid 40 %

2,6 ml Bisacrylamid 2 %
5,0 ml Tris-HCI 1M pH 6,8
0,2 ml SDS 20 %

24,0 ml ddH20

Antikorperpuffer (Western-Blot)

7,59 BSA
0,5 g Natriumazid
0,59 TWEEN 20
051TBS

Blockierlosung (Western Blot)

5 g Magermilchpulver
100 ml TBST

SDS-Laufpuffer (10x)

144 g Glyzin

30 g Tris-NH3
50 ml SDS 20 %
11ddH20

SDS-Probenpuffer

5 ml Glyzerin 20 %

300 pl Tris-HCI 1 M pH 6,8
2 ml SDS 20 %

1ml B-Mercaptoethanol
0,025 g Bromphenolblau

10 ml ddH20

TBS

100 ml TBA, pH 7,6 (10x)
11ddH20
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TBST 100 ml TBA, pH 7,6 (10x)
1 ml Tween 20
11ddH20

Transferpuffer-Grundlage 140 g Glyzin
30 g Tris- NH3
59 SDS 20 %
11ddH20

Wet-Transfer-Puffer 200 ml Methanol
80 ml Transferpuffer-Grundlage
11ddH20

2.2 Methoden
Im folgenden Abschnitt werden das verwendete Zellmaterial und die durchgefiihrten

Untersuchungsmethoden néher beschrieben.

2.2.1 Patienteneigenschaften

Die in den Versuchen verwendeten Zellen stammen aus Synovialgewebe von 32 Patienten mit
OA und 30 Patienten mit RA. Das Gewebe wurde dabei nach Aufklarung und Einverstandnis
im Rahmen von Knie-TEP-Operationen (totale Endoprothese) am Asklepios-Klinikum in Bad
Abbach gewonnen. Die Versuche wurden von der lokalen Ethikkommission des
Universitatsklinikums Regensburg genehmigt. Bei den OA-Patienten fanden sich etwa
doppelt so viele Manner wie Frauen, bei den RA-Patienten verhielt sich dies umgekehrt. Das
Alter der Patienten lag bei den OA-Patienten durchschnittlich etwa 4 Jahre hoher als bei den
untersuchten RA-Patienten. Ein Vergleich des Body-Mass-Index (BMI) ergab keinen
wesentlichen Unterschied zwischen den beiden Patientengruppen. In beiden Fallen handelte
es sich um leicht adipdse Patienten. In Bezug auf die Entztindungszeichen waren bei den RA-
Patienten das CRP (p=0,012) sowie die BSG-Werte nach einer (p=0,000) und zwei Stunden
(p=0,001) signifikant hoher als bei den OA-Patienten. Die Leukozytenzahl unterschied sich

zwischen den beiden Gruppen kaum (siehe Tabelle 13).
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Tabelle 13: Patienteneigenschaften, * = p<0,05, ** = p<0,01

Gesamtzahl | Anzahl | Anzahl | Alter | BMI CRP BSG Leuko-
Frauen | Manner | [y] [kg/m2 | [mg/dI]* 1 h**/ | zyten
] 2 h** [/nI]
OA |32 12 20 66,78 | 30,63 | 2,70 8,2/19,9 | 7,52
RA |30 21 9 62,90 | 30,46 |7,05 26,6 /8,53
47,2

2.2.2 Gewinnung von Fibroblasten aus Synovialgewebe

Unmittelbar nach der Entnahme wurde das Synovialgewebe in phosphate buffered saline
(PBS) eingelegt und auf Eis gekihlt innerhalb einer Stunde zur Weiterverarbeitung ins Labor
transportiert. Unter der Sterilbank wurde das Gewebe zundchst in einer Petrischale mit einem
Skalpell zerkleinert und nach Zugabe von 25 ml Liberase der Konzentration 0,05 mg/ml (0,26
Wiunsch units/ml) flr eine Stunde bei 37 °C auf dem Schittler inkubiert. AnschlieBend wurde
die Enzymaktivitat durch Zugabe von 20 ml PBS gestoppt. Um die nun aus dem Zellverband
herausgelsten Zellen zu gewinnen, wurde die Zellsuspension durch ein Sieb gegeben. Die
nicht passierbaren Gewebebestandteile wurden ein weiteres Mal mit 25 ml der Liberase-

Losung versetzt und der beschriebene VVorgang wiederholt.

Die gel6sten Zellen wurden zentrifugiert (535 g, 8 min, 4 °C), der Uberstand dekantiert und
das Pellet mit 5ml Erythrozytenlysepuffer resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 5-10
Minuten erfolgte die Deaktivierung des Lysepuffers durch Zugabe von ca. 15 ml PBS. Die
Zellen wurden ein weiteres Mal unter gleichen Bedingungen zentrifugiert und in
Zellkulturmedium aufgenommen. Nach einer weiteren Passage durch ein 70 um-Zellsieb, um
eventuell noch vorhandene Verklumpungen und Fettzellen zuriick zu halten, wurden die

Zellen entsprechend ihrer Anzahl auf mehrere Zellkulturflaschen verteilt.

2.2.3  Zellkultur
Die Fibroblasten wurden in 75 cm? groRen Zellkulturflaschen bei 37 °C im Brutschrank
(2.1.6) aufgefiihrte

Zellkulturmedium zum Einsatz, das alle 3-4 Tage unter sterilen Bedingungen ausgetauscht

angezichtet. Fur die Kultivierung kam das im Materialteil
wurde. Dabei wurde das adhérente Zellwachstum regelmé&Rig lichtmikroskopisch kontrolliert.
Sobald der gesamte Flaschenboden gleichmallig bewachsen war, wurde der Inhalt

subkultiviert.

Dazu wurde zunéchst das Kulturmedium abgesaugt und einmal mit 10 ml PBS gespult.

AnschlieRend erfolgte eine Inkubation mit 6 ml Trypsin-EDTA (1x), um die Zellen von der
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Flasche abzuldsen und die Querverbindungen untereinander zu hydrolysieren. Nach ca. zehn
Minuten wurde die ablaufende Reaktion durch Zugabe von 9 ml Medium gestoppt, die
Zellsuspension in Falcon-Tubes tberfuhrt und anschlieBend zentrifugiert (535 g, 8 min, 4 °C).
Der Uberstand wurde dekantiert, das Zellpellet in 12 ml Medium resuspendiert und der Inhalt
jeder alten 75 cm? Flasche auf jeweils zwei neue Flaschen verteilt. Zuletzt wurde das Medium
jeder Flasche auf jeweils ca. 10 ml aufgeftllt und die Flaschen zur weiteren Inkubation wieder
in den Brutschrank gestellt.

2.2.4 Untersuchung der Expression von BAFF-R, BCMA und TACI mittels FACS-
Analyse

2.2.4.1 Grundlagen der Durchflusszytometrie

Die FACS-Analyse ist eine Methode, mit der man verschiedene Eigenschaften von Zellen
untersuchen kann. Dabei werden die Zellen einzeln nacheinander an einem Laserstrahl
vorbeigefiihrt und es wird das Streulicht gemessen. Wahrend das Vorwartsstreulicht (FSC)
mit der GroRe der Zellen korreliert, ist das Seitwartsstreulicht (SSC) abhéngig von
Granularitat, Membranfaltung und &ul3erer Form. Des Weiteren ist Uber die Messung von
Fluoreszenzlicht die Sortierung der Zellen nach bestimmten Oberflachenmolekiilen méglich.,
Dazu mussen die zu untersuchenden Zellen zunédchst mit einem gegen bestimmte
Oberflachenantigene gerichteten Antikorper behandelt werden, der eine fluoreszierende
Gruppe tragt. Diese gekoppelten Fluorochrome absorbieren das Laserlicht und emittieren
langerwelliges Licht, das nun detektiert werden kann. Die Detektion und Umwandlung in
elektrische Signale erfolgt dabei sowohl beim Streulicht als auch beim Fluoreszenzlicht tber
Photomultiplier. Beispiele fiur beliebte Fluorochrome, die auch in der vorliegenden Arbeit
verwendet wurden, sind Phycoerythrin  (PE), Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und
Propidiumiodid (PI). Nach Exzitation liegt das Maximum des emittierten Lichts in den
folgenden Versuchen mit FITC bei einer Wellenlange von ca. 520 nm, mit PE bei 578 nm,
und mit PI bei 617 nm.

2.2.4.2 Stimulation der Proben
Nach Anzucht von ca. vier Zellkulturflaschen jedes Patienten, wurden diese bei ausreichender
Konfluenz jeweils 72 Stunden vor Beginn der Farbeschritte mit verschiedenen Stimulanzien

versetzt. Dabei wurde zunéchst das alte Medium abgesaugt und im Anschluss die in

Tabelle 14 aufgefuhrten Stimulanzien in 10 ml Medium angesetzt und zugegeben. Eine

Zellkulturflasche pro Patient enthielt als VVergleichswert jeweils nur das Medium.
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Tabelle 14: Stimulanzien mit jeweils verwendeter Konzentration

Stimulation mit Eingesetzte Konzentration
BAFF 1 ng/ml

CpG 1 pg/ml

Interferon-y 10 ng/ml

Interleukin-1p 10 ng/ml

Interleukin-1p + Interferon-y Je 10 ng/ml

PMA 10 ng/ml

Poly I:.C 10 ng/ml

TNF-a 10 ng/ml

2.2.4.3 Fdrbung der Proben und Messung im FACS-Gerdt

Nach einer Inkubationszeit der Stimulanzien von 72 Stunden wurden die Zellkulturflaschen
zur Analyse mit dem FACS-Gerat vorbereitet. Dazu musste zundchst das Kulturmedium
abgesaugt und ein Waschschritt mit je 10 ml PBS durchgefiihrt werden. Dann wurden 6 ml
Accutase (1x) zugegeben und 20 Minuten im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Accutase
besitzt proteolytische und kollagenolytische Aktivitat, im Vergleich zu Trypsin verlauft die
Abldsung der Zellen voneinander und von der Flasche jedoch wesentlich schonender fir die
Oberflachenantigene. Nach erfolgter Abldsung wurde der Flascheninhalt jeweils mit 10 ml
Medium aufgefillt, in 50 ml-Falcon-Tubes umpipettiert und zentrifugiert (535 g, 8 min 4 °C).
Nach Dekantieren des Uberstands und Resuspendieren des Pellets in 400 pl PBS, erfolgte die
Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer, was durchschnittlich
600000-700000 Zellen pro Zellkulturflasche ergab. Bei einigen Proben wurden nun ca. 60000
Zellen fir die spatere Untersuchung mit immunhistochemischen Methoden entnommen (siehe
Kapitel 2.2.9).

Die restliche Zellsuspension wurde mit 1,6 ml Formaldehyd (3,7 %) versetzt und 5-10
Minuten bei 4 °C inkubiert, um die Zellen zu fixieren. Im folgenden Waschschritt wurden die
Falcon-Tubes mit PBS auf ca. 25 ml aufgefillt, zentrifugiert (1882 g, 10 min, 4 °C), der
Uberstand dekantiert und schlieRlich das Zellpellet in 700 pl resuspendiert. Fiir die weiteren
Farbeschritte wurden fir jede Stimulation nach dem in Tabelle 15 aufgefiihrten Schema je

sieben Eppendorf-Cups mit ca. 95 pl der jeweiligen Zellsuspension befllt.
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Tabelle 15: Uberblick der jeweils primaren Antikérper der 7 verwendeten Tubes

Kontrollen Antikdrper

keiner/ungeférbt (1)

Streptavidin (2) Anti-BAFF-Rezeptor (3)
Mouse 1gG1 PE (4) Anti-TACI (5)
Rat IgG PE (6) Anti-BCMA (7)

In Anlehnung an das Protokoll des Herstellers wurden die Cups fir BCMA und die
entsprechende Isotyp-Kontrolle mit 1 ml Permeabilisationspuffer gewaschen, zentrifugiert
(855 g, 10 min, 4 °C) und das Pellet in 95 ul Permeabilisationspuffer resuspendiert. Die
permeabilisierten Zellen konnten somit auch intrazelluldar durch die Antikdrper markiert
werden. SchlieBlich wurden alle sieben Eppendorf-Tubes mit jeweils 5 ul humanem Fc-Block
auf insgesamt 100 ul aufgefillt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlielRend
erfolgten die eigentlichen Farbeschritte nach dem in Tabelle 17 angegebenen Schema, die
Ausgangskonzentrationen der Antikorper sind in Tabelle 16 aufgefuhrt. Die Inkubationszeit
der primaren Antikorper betrug jeweils 15 Minuten bei 4 °C, gefolgt von einem Waschschritt
mit je 1 ml PBS (bzw. 1 ml Permeabilisationspuffer fur BCMA und Rat 1gG) und
anschlieBender Zentrifugation (855 g, 10 min, 4 °C). Die Farbung mit den sekundaren

Antikdrpern erfolgte analog.

Tabelle 16: Ausgangskonzentration der verwendeten Antikdrper

Antikdrper/Reagenzien Ausgangskonzentration
Anti-BAFF 1 mg/ml

Anti-BCMA 1 mg/ml

Anti-Rat 1gG PE 0,2 mg/ml

Anti-TACI PE 25 pg/ml

Mouse 1gG1 PE 25 pg/ml

Rat IgG 0,2 mg/ml

Streptavidin PE 0,3 mg/ml
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Tabelle 17: Uberblick der pro Tube verwendeten priméren und sekundaren Antikorper mit jeweils eingesetzter

Konzentration

Probe Primarer Eingesetzte Sek. Konzentration
Antikorper Konzentration Antikdrper/Reagenz

1 _— _— _— _—

2 Mouse IgG1 PE | 1 pg/ml

3 Anti-TACI PE 1 pg/ml

4 Streptavidin 2 pg/ml

5 Anti-BAFF 1 pg/ml Streptavidin 2 pug/ml

6 Rat 1gG PE 1 pg/ml

7 Anti-BCMA 1 pg/ml Anti-Rat PE 2 pg/ml

Nach dem letzten Waschschritt wurde das abzentrifugierte Zellpellet jeweils in 400 pl FACS-

Puffer resuspendiert und bei 4 °C gelagert.

Die Analyse am Durchflusszytometer erfolgte in der Regel sofort, spatestens jedoch innerhalb
von 24 Stunden. Kurz vor der Messung wurden die Proben noch mehrmals auf und ab
pipettiert, um die Zellen gleichmaRig zu verteilen und Adhéasionen an der Gefalwand zu

vermeiden.

2.2.5 Untersuchung der Wirkung von BAFF-Standard und rekombinantem BAFF auf

die Apoptoserate von Fibroblasten

2.2.5.1 Inkubation mit BAFF-Standard

Zun&chst wurden die zu untersuchenden Fibroblasten wie unter 2.2.2 beschrieben kultiviert,
bis pro Patient eine 75 cm? Flasche zugewachsen war. Die Zellen wurden anschlieRend analog
dem Verfahren zur Subkultivierung auf 12-Well-Platten verteilt. Pro Patient wurden dabei
sechs Wells benétigt. Nach einer Kultivierungsdauer von drei Tagen in 1 ml Medium pro
Well wurden die Zellen jedes Patienten flir 48 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen
des BAFF-Standards (siehe Tabelle 18) inkubiert und anschlieRend analysiert.

Tabelle 18: Eingesetzte Konzentrationen des BAFF-Standards

Well 1 2 3 4 5 6

Konzentration (ng/ml) 0 0,01 0,1 0,5 1 5
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2.2.5.2 Inhibitionsversuche mittels Antikérper gegen BAFF

Analog zu 2.2.4.1 wurden die Fibroblasten von 5 OA- und 6 RA-Patienten zunachst kultiviert,
bei ausreichender Konfluenz auf je eine 24-Well-Platte pro Patient verteilt und fir drei Tage
in 1 ml Medium angeziichtet. Dann erfolgte die Zugabe der unten genannten Antikorper in
einer Konzentration von 5 ug/ml in 0,5 ml Medium sowie nach einer Inkubationszeit von ca.
20 Minuten zusatzlich die Gabe des BAFF-Standards, um die in Tabelle 18 aufgefuhrten
Konzentrationen zu erreichen. Die flr jede der eingesetzten Konzentrationen verwendeten
Antikorper waren gegen BAFF, BAFF-R, BCMA und TACI gerichtet und haben laut
Herstellerangaben eine inhibierende Wirkung. AuBerdem wurde eine Isotyp-Kontrolle
eingesetzt und eine Konzentrationsreihe ohne Zugabe von Antikérpern oder Kontrollen
belassen. Die eingesetzten Konzentrationen waren 0 ng/ml, 0,1 ng/ml, 1 ng/ml und 5 ng/ml
(siehe Tabelle 19). Die Analyse erfolgte nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden.

Tabelle 19: Schema zur Verdeutlichung der jeweils pro Well eingesetzten Konzentration des BAFF-Standards und
der Verteilung der blockierenden Antikdrper auf einer 24-Well-Platte

Konzentration | Verwendete Antikorper je Well

0 ng/mi Keiner Isotyp BAFF BAFF-R BCMA TACI
0,1 ng/mli Keiner Isotyp BAFF BAFF-R BCMA TACI
1 ng/ml Keiner Isotyp BAFF BAFF-R BCMA TACI
5 ng/ml Keiner Isotyp BAFF BAFF-R BCMA TACI

2.2.5.3 Untersuchung der Wirkung von rekombinantem BAFF mit und ohne Zugabe
eines blockierenden Antikérpers gegen BCMA
Die Kultivierung der Zellen erfolgte auch hier analog zu 2.2.5.1, wobei fur jeden Patienten
eine 12-Well-Platte benotigt wurde. Zur Anzucht der Fibroblasten wurden diese zunéchst tiber
drei Tage in 1 ml Medium pro Well inkubiert. Dann erfolgte ein Mediumwechsel und die
Zugabe der Antikorper in einer Konzentration von 3 ug/ml sowie nach ca. 20 Minuten die
Zugabe von rekombinantem BAFF in drei Konzentrationsreihen mit 0 ng/ml, 1 ng/ml, 5
ng/ml und 15 ng/ml nach dem in Tabelle 20 aufgefiihrten Schema. Fir die erste
Konzentrationsreihe wurde ein Antikérper gegen BCMA, fir die zweite eine entsprechende
Isotypkontrolle und fur die dritte eine Negativkontrolle ohne Antikorper verwendet. Die
Analyse erfolgte nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden.
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Tabelle 20: Schema zur Verdeutlichung der jeweils pro Well eingesetzten Konzentration des rekombinanten BAFFs
und der Verteilung der blockierenden Antikdrper auf einer 12-Well-Platte

Antikorper Eingesetzte Konzentrationen des rekombinanten BAFF in ng/ml
Keiner 0 1 5 15
Anti-BCMA 0 1 5 15
Isotyp 0 1 5 15

2.2.5.4 Untersuchung der Apoptoserate per FACS-Analyse

Zunéchst wurde das Medium jeden Wells entnommen und in das jeweilige FACS-R6hrchen
uberfuhrt, um auch spatapoptotische und nekrotische Zellen, die nicht mehr an der Well-Platte
adh&rent waren in die folgende Analyse einzuschlieBen. Nach einem Waschschritt mit 500 pl
PBS erfolgte die Inkubation mit 250 pl Trypsin (1x) in den Abschnitten 2.2.5.1 und 2.2.5.3
beziehungsweise 400 ul Trypsin (1x) im Abschnitt 2.2.5.2 fir 20 Minuten, um die restlichen
Zellen abzuldsen. Daraufhin wurde die Reaktion mit 500 pl Medium gestoppt und die
Zellsuspension in das jeweils zugehdrige FACS-ROhrchen Uberfuhrt. Nun erfolgte eine
Zentrifugation (836 g, 4 °C, 10 Minuten). Der Uberstand wurde dekantiert und die Zellen bis

zur Analyse innerhalb von maximal zwei Stunden bei 4 °C gekdhlt.

Zur Detektion der Apoptoserate wurde das FITC Annexin Apoptosis Detection Kit (BD
Biosciences, Franklin Lakes, USA) verwendet. Zu jedem FACS-Tube wurde eine 100 pnl
Losung, bestehend aus 90 upl Annexin-Bindepuffer (1x), 5 pl Annexin V und 5 pl
Propidiumiodid, zugegeben und furr exakt 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. Daraufhin wurde der
Ansatz mit 300 pl des Bindepuffers verdinnt und unmittelbar darauf im FACS-Gerdt
analysiert.

2.2.5.5 Auswertung der FACS-Daten

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm FlowJo (Tree Star, Ashland, USA)
Die Angabe der Werte aller FACS-Versuche erfolgt in der vorliegenden Arbeit als
Prozentsatz der jeweiligen Subpopulation. Dieser Prozentsatz wurde in den Versuchen zur
Untersuchung der Expressionsrate der Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA aufgrund der
zum Teil nur gering ausgepréagten Effekte mit Hilfe der kumulativen Subtraktionsmethode
nach Overton berechnet. Mit diesem Algorithmus werden die Eventzahlen aller Kanéle eines
Kontroll-Histogramms von den Eventzahlen aller korrespondierenden Kandle des
entsprechenden Test-Histogramms subtrahiert. Negative Differenzen werden zu positiven
Differenzen aus niedrigeren Kandlen addiert. Sobald dies fur alle Kanale durchgefiihrt wurde,
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miussen alle noch verbliebenen negativen Differenzen gleich Null gesetzt werden. Die Summe

der restlichen Differenzen entspricht nun der Anzahl positiver Zellen (Overton 1988).

Fur die Auswertung der Versuche zur Untersuchung des Einflusses des BAFF-Standards und
des rekombinanten BAFF wurden die Gates im DotPlot-Diagramm fur jeden Patienten so
gesetzt, dass diese jeweils den Anteil der nekrotischen, friihapoptotischen, spatapoptotischen
und lebenden Zellen der untersuchten Subpopulation angaben. Bei lebenden Zellen sind
negativ geladene Phospholipide wie Phosphatidylserin insbesondere an der Innenseite der
Zellmembran lokalisiert. Wéhrend der Apoptose kommt es jedoch bereits in der frihen Phase
zu einer zunehmenden Translokation des Phosphatidylserins an die MembranaulRenseite,
wobei die Zellmembran zunachst noch weitestgehend intakt bleibt 2°’. Annexin V ist ein
Protein mit hoher Affinitat zu Phospholipiden, weshalb man es an einen Farbstoff wie FITC
gekoppelt gut zur Detektion von Apoptose verwenden kann 2%, Zur Unterscheidung von einer
Nekrose, bei der auch die Membranintegritat gestort ist, kann man nun zusatzlich mit Pl
farben. Dieses bindet Nukleinsduren im Zellkern, den es bei intakter Zellmembran nicht

erreicht 2%,

Lebende Zellen lassen sich also weder mit Annexin V noch mit Propidiumiodid,
frihapoptotische Zellen nur mit Annexin V, spatapoptotische Zellen mit beiden Farbstoffen
und nekrotische Zellen nur mit Propidiumiodid anfarben. Beispielhaft ist dies in Abbildung 1
fir die Zellen eines OA-Patienten veranschaulicht. Die Summe aus Friihapoptose und

Spétapoptose wird im Folgenden als Gesamtapoptose bezeichnet.
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Abbildung 1: Beispiel fir Lage der Gates anhand eines OA-Patienten mit aufsteigenden BAFF-Konzentrationen.
Dargestellt ist der Dot Plot eines OA-Patienten, wobei auf der X-Achse die Fluoreszenzintensitat der Annexin-gefarbten
Zellen und auf der y-Achse die Fluoreszenzintensitat der Pl-gefarbten Zellen aufgetragen wurde. Die Gates wurden so
gesetzt, dass folgende Populationen abgegrenzt werden konnten: lebende Zellen, Zellen in Friihapoptose, Zellen in
Spéatapoptose, nekrotische Zellen.

2.2.5.6 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der FACS-Daten erfolgte in der vorliegenden Arbeit mit IBM
SPSS Statistics Version 21 fur Windows (IBM, Armonk, USA). Mittelwerte wurden mit der
Standardabweichung angegeben. Zum Vergleich zweier Gruppen wurde im Folgenden der
Mann-Whitney-U-Test verwendet. Ergebnisse mit p<0,05 wurden dabei als statistisch
signifikant angesehen. Darlber hinaus wurde zum Vergleich der verschiedenen Gruppen nach
Stimulation mit verschiedenen BAFF-Konzentrationen und blockierenden Antikorpern die
Varianzanalyse (ANOVA) mit post-hoc Bonferroni-Test durchgefiihrt. Zur graphischen
Darstellung der Ergebnisse mit Box-Plots wurde das Programm SigmaPlot 11.0 (Systat
Software, Chicago, US) verwendet, die Erstellung der Overlay-Histogramme erfolgte mit
FlowJo V10 (Tree Star, Ashland, USA).

2.2.6 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)
Mit Hilfe der PAGE lassen sich Proteine anhand ihrer Ladung (native PAGE) oder Masse
(denaturierende PAGE) auftrennen. Bei einer denaturierenden PAGE wird durch Zusatz von

Natriumdodecylsulfat (SDS) und p-Mercaptoethanol die Tertidr- und Quartarstruktur der
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untersuchten Proteine aufgehoben, sodass insbesondere die Untereinheiten der jeweiligen

Proteine untersucht werden.

Vor der eigentlichen Auftrennung musste in einem ersten Schritt das Gel hergestellt werden.
Dazu wurden zunéchst pro Gel je 6 ml des 15 %igen Laufgels mit 30 pl APS und 18 pl
TEMED versetzt, um die Kettenreaktion zur Bildung des Polyarcylamids in Gang zu setzen.
Dieses wurde anschlieBend zwischen zwei Glasplatten gegossen und zur Glattung des oberen
Randes mit Propanol Uberschichtet. Nach Auspolymerisierung des Gels wurde der Alkohol
abgetupft. Daraufhin wurden pro Gel je 2 ml des 5 %igen Sammelgels mit 20 pul APS und 6 pl
TEMED versetzt, tber das Laufgel gegeben und Kdmme zur Formung der Sammeltaschen
eingesetzt. Nach Abwarten der Auspolymerisierung konnten die Kédmme entfernt und noch
vorhandene Gelreste in den Sammeltaschen abgesaugt werden. Nun wurden die Gele in die
fur die Auftrennung vorgesehene Apparatur eingespannt und mit Laufpuffer bedeckt.

Die Proteine wurden zundchst mit PBS auf die gewinschte Konzentration verdinnt.
Daraufhin wurde der Probenpuffer zugegeben und das Proteingemisch fiir die SDS-PAGE 5
Minuten auf 95 °C erhitzt und anschlieBend auf Eis gekulhlt. Anschliefend wurden je 30 pl
der Proteinmischungen auf die verschiedenen Taschen verteilt. Zusétzlich wurde ein
Proteinstandard (Protein-Marker V) aufgetragen, um spater die GroRe der aufgetrennten
Proteine abschétzen zu konnen. Daraufhin wurde fur etwa 70 Minuten die Elektrophorese mit

einer Stromstérke von 25 mA pro Gel durchgefihrt.

2.2.7 Coomassie-Farbung

Mit Hilfe dieser Farbemethode lassen sich nach Durchfuhrung der PAGE die Proteine auf
dem Polyacrylamidgel oder nach dem Western Blot auf der Membran optisch nachweisen.
Dazu wurden die Gele oder Membranen bei Raumtemperatur Uber etwa 30 Minuten auf dem
Schuttler mit der Coomassie-Losung inkubiert, wobei der Farbstoff Komplexe mit den
vorhandenen Proteinen ausbildet. Anschlielend wurde die Losung entfernt und die Gele oder
Membranen mit einem Wasser-Methanol-Gemisch gewaschen bis die gewunschte Féarbung

erreicht war.

2.2.8 Western Blot
Mit einem Western Blot lassen sich die in der PAGE aufgetrennten Proteine mit Hilfe einer
angelegten Spannung auf eine Membran Ubertragen und anschlieRend mit Hilfe primérer und

sekundarer Antikorper spezifisch nachweisen.

41



Die Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran wurde zunéchst mit Methanol und Wet-Transfer-
Puffer rehydriert. Vor der Ubertragung wurden die notigen Bestandteile so zusammengelegt,
dass sich innen Polyacrylamidgel (zur Kathode) und PVDF-Membran (zur Anode), weiter
auflen auf beiden Seiten erst Whatman-Filterpapiere, dann Schaumstoffpads befanden. Dieses
so genannte Blot-Sandwich wurde in die Apparatur eingespannt, mit Wet-Transfer-Puffer
befullt und tber 90 Minuten bei einer Spannung von 80 V unter laufender Kihlung die
Ubertragung der Proteine durchgefiihrt. Im Anschluss wurde die Membran (iber eine Stunde
in 5% Magermilch, die als Blocklésung diente, auf dem Schttler inkubiert. Daraufhin
folgten drei Waschschritte mit TBS-T zu je 15 Minuten. Die Inkubation der 1:500 mit
Antikorperpuffer verdunnten priméren Antikorper erfolgte tber Nacht bei 4 °C. Am néchsten
Morgen folgten erneut drei Waschschritte und anschlieBend fur 60 Minuten die Inkubation
mit den sekundaren Antikorpern, die mit einer Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert
waren. Danach wurden drei weitere Waschschritte von je 10 Minuten mit TBS-T
durchgefuhrt, gefolgt von zwei weiteren Waschschritten mit TBS fur jeweils 5 Minuten. Die
Entwicklung der Blots erfolgte mit Hilfe des ECL Prime Western Blotting Detection Reagent.
Dazu wurden die beiden enthaltenen Reagenzien 1:1 vermischt und auf jede Membran je 750
pl der Mischung gegeben. Die Inkubation erfolgte fir 5 Minuten im Dunkeln unter einer
Klarsichtfolie, um eine Austrocknung zu verhindern. Dabei katalysierte HRP die Umsetzung
von Luminol zu seiner oxidierten Form, deren Lumineszenz anschlieBend detektiert werden
konnte. Daraufhin wurde das Uberschiissige Reagenz entfernt und die Chemilumineszenz mit
Hilfe des ChemiDoc-Detektionsgerats (Bio-Rad, Hercules, USA) nachgewiesen. Tabelle 21
gibt einen Uberblick tiber die einzelnen Farbeschritte.

Tabelle 21: Farbeschritte des Western Blot

priméarer Antikorper Waschritt Sekundérer Antikorper Waschritt

Anti-BAFF (rabbit) 1:500 | 3x15 min mit | Donkey anti-rabbit HRP | 3x10 min mit TBS-T,

in Antikorperpuffer TBS-T 1:5000 in 5 % Milch dann 2x5 min mit TBS
anti-BAFF  (biotinyliert) | 3x15 min mit | Streptavidin Poly-HRP | 3x10 min mit TBS-T,
1:500 in Antikorperpuffer | TBS-T 1:3333 in Antikdrperpuffer | dann 2x5 min mit TBS
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2.2.9 Immunhistochemie

2.2.9.1 Grundlagen der Inmunhistochemie

Die Immunhistochemie ist ein Verfahren, mit dessen Hilfe man Proteine im Gewebeschnitt
oder an kultivierten Zellen anfarben kann. Typischerweise erfolgt die Farbung in zwei
Schritten: der primére Antikorper sollte spezifisch an das zu untersuchende Antigen binden,
sofern dieses in den betrachteten Zellen vorhanden ist. Im zweiten Schritt gibt man einen mit
einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten sekundaren Antikérper dazu, der gegen
Immunglobuline aus der Tierart des primaren Antikorpers gerichtet ist. Wahlweise kann der
primédre Antikorper auch direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sein. Die so
angefarbten Proben kdnnen nun mit einem Fluoreszenzmikroskop auf das VVorhandensein des

jeweiligen Proteins untersucht werden.

2.2.9.2 Vorbereitung der Proben

Die unter 2.2.4.3 entnommenen Zellen wurden auf Chamber-Slides verteilt, so dass jede
Chamber-Slides-Platte jeweils sechs beflllte Wells mit den Zellen aus einem bestimmten
Stimulationsansatz enthielt. Die Zellen wurden tUber Nacht im Brutschrank inkubiert, damit
diese am Objekttradgerboden adhdrieren konnten. Am nachsten Tag erfolgte nach Absaugen
des Mediums die Fixierung mit Formalin (2 % in PBS) fir 10 Minuten. Im Anschluss wurden
die Fibroblasten ca. 20 Minuten lang mit eisgekihltem Methanol (100 %) permeabilisiert, bis
dieses unter dem Abzug komplett abgedampft war. Dann wurden die Proben bis zur weiteren
Verarbeitung bei -20 °C eingefroren.

2.2.9.3 Fdrbung der Proben

Zur Féarbung wurden die Zellen etwa 15 Minuten aufgetaut und anschliefend mit PBS
rehydriert. Daraufhin erfolgte eine 60-minitige Inkubation mit jeweils 200 pl der
Blocklosung bei Raumtemperatur, um unspezifische Bindungen zu vermindern. Nach drei
Waschschritten zu je 5 Minuten mit jeweils 200 pl des Waschpuffers wurden die primaren
Antikorper in der Konzentration 5 pg/ml im Farbepuffer angesetzt und von diesem Ansatz
jeweils 100 ul in die Wells gegeben. Die Inkubation erfolgte iber Nacht bei 4 °C.

Am néchsten Tag wurden die nicht gebundenen Antikorper in drei Waschschritten mit jeweils
200 pl des Waschpuffers abgewaschen und die sekundaren Antikdérper mit Farbepuffer auf
eine Konzentration von 2,5 pg/ml verdinnt, bevor in die zugehorigen Wells jeweils 100 pl
des Ansatzes gegeben wurden. Nach einer Inkubationszeit von etwa 60 Minuten beli

Raumtemperatur im Dunkeln folgten zwei weitere Waschschritte. Um die Zellkerne
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anzuférben, erfolgte nun die Zugabe von 4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (1:10000 in
PBS) und nach drei Minuten Inkubation ein letzter Waschschritt mit 200 pl PBS. Tabelle 22

gibt einen Uberblick uber die Farbeschritte der primaren und sekundiren Antikorper in jeder

Chamber-Slide-Platte.

Tabelle 22: Ubersicht tiber Farbe- und Waschschritte in der Immunhistochemie

Probe Priméarer Antikorper | Waschschritt | Sekundéarer Antikdrper | Waschschritt
(5pg/ml) in 100pl (2,5pg/ml) in 100pl
Isotyp 0,5ul Rabbit 1gG 3x mit 200pl 0,25ul goat anti-rabbit | 3x mit 200ul
Alexa Fluor 546
BAFF- 0,5ul  Rabbit 3x mit 200ul 0,25ul goat anti-rabbit | 3x mit 200ul
Rezeptor | BAFF receptor Alexa Fluor 546
TACI 1pl Rabbit anti-TACI | 3x mit 200ul 0,25ul goat anti-rabbit | 3x mit 200yl
Alexa Fluor 546
BCMA 0,5ul  Rabbit 3x mit 200yl 0,25ul goat anti-rabbit [ 3x mit 200ul
BCMA Alexa Fluor 546

Die Kammern wurden mit Hilfe des bei den Chamber-Slides mitgelieferten Werkzeugs von

den Objekttragern entfernt. Zuletzt wurden die Deckglaser mittels Mounting-Medium

aufgebracht und die Proben bis zum Mikroskopieren bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt.

2.2.9.4 Aufnahme der Bilder

Zum Mikroskopieren wurde das Gerdt Axiovert 200M (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)

verwendet. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit Hilfe einer eingebauten Kamera und der

Software AxioVision (Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Im Folgenden sind die Bilder als

Overlays der DAPI- und Alexa Fluor 546-Aufnahmen dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung der Expression von BAFF-R, TACI und BCMA auf
synovialen Fibroblasten von Patienten mit OA und RA per FACS-
Analyse

SF spielen eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der RA. Bei der Erkrankung konnten

aullerdem erhohte BAFF- und APRIL-Spiegel in der Synovialflissigkeit festgestellt werden,

woran SF durch Sekretion der Zytokine beteiligt sind % ** 192 1% 0Op SF auch tber die

Rezeptoren des BAFF-/ APRIL-Systems verfiigen und wie die Expression reguliert wird

wurde bislang nur in wenigen Studien untersucht.

3.1.1 Charakterisierung synovialer Fibroblasten von Patienten mit OA und RA

Zuerst sollte untersucht werden, ob die Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA auf SF
exprimiert werden und ob sich diesbeziiglich Unterschiede zwischen Zellen von RA- und OA-
Patienten finden. Dazu wurden im Folgenden die Zellen von insgesamt 19 Patienten mit OA

und 18 Patienten mit RA analysiert.
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Es zeigte sich, dass bei OA-Patienten durchschnittlich 4,32 +/- 4,9 % der Zellen BAFF-R
exprimieren, bei RA-Patienten 4,19 +/- 8,06 % der Zellen. Dabei ergab sich kein signifikanter
Unterschied zwischen OA und RA (p=0,707). Zwischen Mé&nnern und Frauen ergaben sich

weder bei OA (p=0,657) noch bei RA (p=1) signifikante Unterschiede (siehe Abbildung 2 und
Abbildung 3).
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Abbildung 2: BAFF-R-Expression auf synovialen Fibroblasten von Patienten mit OA und RA. Die Darstellung der
Daten erfolgte mittels Box-Plots zur Verdeutlichung der 10., 25., 50., 75. und 90. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen

der Hervorhebung der Einzelwerte. Die Expression des BAFF-R wurde mittels Durchflusszytometrie und nachfolgender
Overton-Analyse auf SF von Patienten mit OA (n=19) und RA (n=18) bestimmt.
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Abbildung 3: Histogramme zur Darstellung der BAFF-R-Expression auf synovialen Fibroblasten von Patienten mit
OA und RA. Die Darstellung zeigt jeweils ein représentatives Overlay-Fluoreszenzhistogramm von insgesamt 19 OA- und
18 RA-Patienten nach durchflusszytometrischer Bestimmung der BAFF-R-Expression auf SF. Dazu wurden die Zellen der
Patienten jeweils mit einem anti-BAFF-R-Antikorper (blauer Graph) oder einer Isotyp-Kontrolle (roter Graph) angefarbt.
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Auch TACI wurde auf SF nur bei einem geringen Teil der Patienten exprimiert. Hierbei
verfligten die Zellen von Patienten mit RA mit durchschnittlich 4,97 +/- 5,22 % signifikant
haufiger uber TACI als Zellen von OA-Patienten mit 2,24 +/- 3,03 % (p=0,036) (siehe
Abbildung 4 und Abbildung 5). Das Geschlecht hatte weder bei OA- (p=0,131) noch bei RA-

Patienten (p=0,291) einen signifikanten Einfluss auf die Rezeptorexpression.
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Abbildung 4: TACI-Expression auf synovialen Fibroblasten von Patienten mit RA und OA. Die Darstellung der Daten
erfolgte mittels Box-Plots zur Verdeutlichung der 10., 25., 50., 75. und 90. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der
Hervorhebung der Einzelwerte. Die TACI-Expression wurde mittels Durchflusszytometrie und nachfolgender Overton-
Analyse auf SF von Patienten mit OA (n=20) und RA (n=18) bestimmt. * = p<0,05
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Abbildung 5: Histogramme zur Darstellung der TACI-Expression auf synovialen Fibroblasten von Patienten mit OA
und RA. Die Darstellung zeigt jeweils ein reprasentatives Overlay-Fluoreszenzhistogramm von insgesamt 20 OA- und 18
RA-Patienten nach durchflusszytometrischer Bestimmung der TACI-Expression auf SF. Dazu wurden die Zellen der
Patienten jeweils mit einem anti-TACI-Antikdrper (blauer Graph) oder einer Isotyp-Kontrolle (roter Graph) angefarbt.
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BCMA konnte auf 7,82 +/- 12,04 % der Zellen von OA-Patienten sowie auf 15,91 +/-
10,53 % der Zellen von RA-Patienten nachgewiesen werden. Der Rezeptor wurde somit
signifikant hdufiger auf Zellen von RA-Patienten exprimiert (p=0,005) (siehe Abbildung 6
und Abbildung 7). Aufféllig war ein Unterschied zwischen Frauen und Ménnern. Bei Frauen
lieR sich auf 12,25 +/- 16,74 % der Zellen bei OA und 17,53 +/- 10,89 % der Zellen bei RA
BCMA nachweisen. Manner hingegen exprimierten BCMA nur auf 4,20 +/- 4,36 % der
Zellen bei OA sowie 12,67 +/- 9,89 % der Zellen bei RA, wobei die Unterschiede weder bei
OA (p=0,112) noch bei RA (p=0,385) statistisch signifikant waren.
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Abbildung 6: BCMA-Expression auf synovialen Fibroblasten von Patienten mit RA und OA. Die Darstellung der Daten
erfolgte mittels Box-Plots zur Verdeutlichung der 10., 25., 50., 75. und 90. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der
Hervorhebung der Einzelwerte. Die BCMA-Expression wurde mittels Durchflusszytometrie und nachfolgender Overton-
Analyse auf SF von Patienten mit OA (n=20) und RA (n=18) bestimmt. * = p<0,05
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Abbildung 7: Histogramme zur Darstellung der BCMA-Expression auf synovialen Fibroblasten von Patienten mit OA
und RA. Die Darstellung zeigt jeweils ein représentatives Overlay-Fluoreszenzhistogramm von insgesamt 20 OA- und 18
RA-Patienten nach durchflusszytometrischer Bestimmung der BCMA-Expression auf SF. Dazu wurden die Zellen der
Patienten jeweils mit einem anti-BCMA-Antikdrper (blauer Graph) oder einer Isotyp-Kontrolle (roter Graph) angeférbt.

3.1.2 Einflusse verschiedener Stimulanzien auf die Rezeptorexpression

In einem weiteren Versuch sollten modgliche Einflussfaktoren auf die Expressionsrate der
Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA identifiziert werden. Die im Folgenden angegebenen
p-Werte beziehen sich auf den Mann-Whitney-U-Test, der nach Standardisierung auf die

nicht stimulierten Zellen durchgeftihrt wurde.

3.1.2.1 Zytokine

Im Vorversuch konnte gezeigt werden, dass SF von RA und OA die Rezeptoren BAFF-R,
TACI und BCMA in unterschiedlichem MalRe exprimieren. In der Pathogenese der RA
spielen Zytokine eine entscheidende Rolle, die im Synovialgewebe Uber komplexe
Regulationsmechanismen an der fortschreitenden Gelenkszerstorung mitwirken und die
chronische Entziindung fordern *°. Daher sollte als nachstes untersucht werden, ob eine

Stimulation mit verschiedenen Zytokinen einen Einfluss auf die Rezeptorexpression hat.
Interleukin-1

Eine Stimulation mit IL-1 fihrte bei Zellen von Patienten mit OA im Vergleich zu nicht
stimulierten Zellen zu keiner wesentlichen Anderung der Expression von BAFF-R (p=0,709)
und TACI (p=0,712). Bei BCMA war nach Stimulation mit 1l-1 ein Trend zu einer Steigerung
der Expression erkennbar (p=0,059). Von elf untersuchten Patienten ergab sich bei acht eine
Zu- und bei drei Patienten eine Abnahme der BCMA-Expression (siehe Abbildung 8).
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Bei Zellen von Patienten mit RA konnte durch die Stimulation mit IL-1 nach Standardisierung
eine signifikante Steigerung der Expressionsrate von TACI (p=0,006) und BCMA (p=0,006)
festgestellt werden. Dabei kam es von acht untersuchten Patienten jeweils bei sieben zu einer
Steigerung und bei einem zu einer Reduktion der Expression. BAFF-R blieb von der
Stimulation unbeeinflusst (p=0,364) (siehe Abbildung 8 und Abbildung 9).

Einfluss der Stimulation mit IL-1 auf die Rezeptorexpression
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Abbildung 8: Expression der Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA auf synovialen Fibroblasten von Patienten mit
OA und RA vor und nach Stimulation mit IL-1. Die Darstellung der Daten erfolgte mittels Box-Plots zur Verdeutlichung
der 10., 25., 50., 75. und 90. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der Hervorhebung der Einzelwerte. Vor der Analyse
wurden die Zellen der Versuchsgruppe 72 Stunden mit IL-1, die Zellen der Kontrollgruppe in einfachem Medium inkubiert.
Die Rezeptorexpression wurde mittels Durchflusszytometrie und nachfolgender Overton-Analyse auf SF von Patienten mit
OA (n=11) und RA (n=8) bestimmt. Vor der statistischen Testung erfolgte fiir jeden Patienten jeweils die Standardisierung
auf die Rezeptorexpression ohne Stimulation (rote Linie). * = p<0,05. Signifikanzen sind im Vergleich zur
Rezeptorexpression ohne Stimulation angegeben.
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Abbildung 9: Histogramme zur Darstellung des Einflusses von IL-1 auf die TACI und BCMA-Expression bei RA-
Patienten. Die Darstellung zeigt jeweils ein reprasentatives Overlay-Fluoreszenzhistogramm von insgesamt 8 RA-Patienten
nach durchflusszytometrischer Bestimmung der TACI- (A) und BCMA-Expression (B) auf SF. Vor der Analyse wurden die
Zellen der Versuchsgruppe 72 Stunden mit IL-1 (roter Graph), die Zellen der Kontrollgruppe in einfachem Medium (griiner
Graph) inkubiert.

Interferon-y

SF von OA-Patienten zeigten nach Stimulation mit IFN-y beztiglich BCMA einen Trend zur
Reduktion der Expressionsrate (p=0,083), wobei von acht untersuchten Patienten bei sechs
eine Reduktion und bei zwei eine Zunahme der Expression beobachtet werden konnte. BAFF-
R (p=0,364) und TACI (p=0,690) blieben unbeeinflusst (siehe Abbildung 10).

Bei RA-Patienten zeigte sich durch Stimulation mit IFN-y weder bei BAFF-R (p=0,683) noch
bei TACI (p=0,364) ein signifikanter Einfluss auf die Rezeptorexpression. Bei BCMA fiihrte
die Behandlung zu einer Erhohung der Rezeptorexpression (p=0,048) (siehe Abbildung 10
und Abbildung 11).
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Einfluss der Stimulation mit IFN-gamma auf die Rezeptorexpression
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Abbildung 10: Expression der Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA auf synovialen Fibroblasten von Patienten mit
OA und RA vor und nach Stimulation mit IFN-y. Die Darstellung der Daten erfolgte mittels Box-Plots zur Verdeutlichung
der 25., 50. und 75. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der Hervorhebung der Einzelwerte. Vor der Analyse wurden
die Zellen der Versuchsgruppe 72 Stunden mit IFN-y, die Zellen der Kontrollgruppe in einfachem Medium inkubiert. Die
Rezeptorexpression wurde mittels Durchflusszytometrie und nachfolgender Overton-Analyse auf SF von Patienten mit OA
(n=8) und RA (n=6) bestimmt. VVor der statistischen Testung erfolgte fir jeden Patienten jeweils die Standardisierung auf die
Rezeptorexpression ohne Stimulation (rote Linie). * = p<0,05. Signifikanzen sind im Vergleich zur Rezeptorexpression ohne
Stimulation angegeben.
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Abbildung 11: Histogramm zur Darstellung des Einflusses von IFN-y auf die BCMA-Expression bei RA-Patienten.
Die Darstellung zeigt ein reprasentatives Overlay-Fluoreszenzhistogramm von insgesamt 6 RA-Patienten nach
durchflusszytometrischer Bestimmung der BCMA-Expression (B) auf SF. Vor der Analyse wurden die Zellen der
Versuchsgruppe 72 Stunden mit IFN-y (roter Graph), die Zellen der Kontrollgruppe in einfachem Medium (griiner Graph)
inkubiert.
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Tumornekrosefaktor-alpha

Durch eine Stimulation mit TNF-a konnte bei SF von OA-Patienten eine leichte Reduktion
der Expression von BAFF-R (p=0,127) und BCMA (p=0,127) erreicht werden, die statistisch
jedoch nicht signifikant war. Die Reduktion lieR sich jeweils bei vier von funf untersuchten
Patienten feststellen. Ein Einfluss auf TACI (p=0,683) lieR sich nicht beobachten (siehe
Abbildung 12).

Bei RA-Patienten hingegen fihrte eine Stimulation mit TNF-a zu einer Steigerung der TACI-
Expression (p=0,048) auf SF. Die Expressionsrate von BAFF-R (p=0,683) und BCMA
(p=0,364) blieb unbeeinflusst (siehe Abbildung 12 und Abbildung 13).

Einfluss der Stimulation mit TNF-alpha auf die Rezeptorexpression
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Abbildung 12: Expression der Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA auf synovialen Fibroblasten von Patienten mit
OA und RA vor und nach Stimulation mit TNF-a. Die Darstellung der Daten erfolgte mittels Box-Plots zur
Verdeutlichung der 25., 50. und 75. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der Hervorhebung der Einzelwerte. VVor der
Analyse wurden die Zellen der Versuchsgruppe 72 Stunden mit TNF-a, die Zellen der Kontrollgruppe in einfachem Medium
inkubiert. Die Rezeptorexpression wurde mittels Durchflusszytometrie und nachfolgender Overton-Analyse auf SF von
Patienten mit OA (n=5) und RA (n=6) bestimmt. Vor der statistischen Testung erfolgte fir jeden Patienten jeweils die
Standardisierung auf die Rezeptorexpression ohne Stimulation (rote Linie). * = p<0,05. Signifikanzen sind im Vergleich zur
Rezeptorexpression ohne Stimulation angegeben.
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Abbildung 13: Histogramm zur Darstellung des Einflusses von TNF-a auf die TACI-Expression bei RA-Patienten. Die
Darstellung zeigt ein représentatives Overlay-Fluoreszenzhistogramm von insgesamt 6 RA-Patienten nach
durchflusszytometrischer Bestimmung der BCMA-Expression (B) auf SF. Vor der Analyse wurden die Zellen der
Versuchsgruppe 72 Stunden mit TNF-o. (roter Graph), die Zellen der Kontrollgruppe in einfachem Medium (griiner Graph)
inkubiert.

Kombinierte Stimulation mit Interleukin-1 und Interferon-y

Bei Zellen von OA-Patienten konnte man durch eine gleichzeitige Stimulation mit I1L-1 und
IFN-y keine signifikante Anderung der Expression von BAFF-R (p=0,683), TACI (p=0,683)
oder BCMA (p=0,127) feststellen. Bei BCMA kam es bei vier von funf untersuchten
Patienten zu einer Reduktion der Expression, bei einem Patienten zu einer Steigerung (siehe
Abbildung 14).

Bei SF von RA-Patienten ergaben sich durch eine kombinierte Stimulation mit IL-1 und
IFN-y keinerlei Veranderungen der Expressionsrate von BAFF-R (p=0,683), TACI (p=0,364)
und BCMA (p=0,364) (siehe Abbildung 14).
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Einfluss der Stimulation mit IL-1 und IFN-gamma auf die Rezeptorexpression
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Abbildung 14: Expression der Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA auf synovialen Fibroblasten von Patienten mit
OA und RA vor und nach kombinierter Stimulation mit IL-1 und IFN-y. Die Darstellung der Daten erfolgte mittels Box-
Plots zur Verdeutlichung der 25., 50. und 75. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der Hervorhebung der Einzelwerte.
Vor der Analyse wurden die Zellen der Versuchsgruppe 72 Stunden mit IL-1 und IFN-y, die Zellen der Kontrollgruppe in
einfachem Medium inkubiert. Die Rezeptorexpression wurde mittels Durchflusszytometrie und nachfolgender Overton-
Analyse auf SF von Patienten mit OA (n=5) und RA (n=6) bestimmt. Vor der statistischen Testung erfolgte fir jeden
Patienten jeweils die Standardisierung auf die Rezeptorexpression ohne Stimulation (rote Linie). * = p<0,05. Signifikanzen
sind im Vergleich zur Rezeptorexpression ohne Stimulation angegeben.

3.1.2.2 Liganden der Toll-like Rezeptoren
Auf SF konnten bereits mehrere TLRs nachgewiesen werden, deren Aktivierung Uber

92.95 97 Daher sollte

verschiedene Wege zu einer verstarkten Knochendestruktion fihrt
untersucht werden, ob eine Aktivierung der TLRs durch deren Liganden Poly (I:C) und CpG

die Expression von BAFF-R, TACI und BCMA beeinflusst.

Poly (1:C)

Durch eine Stimulation mit Poly (I:C) konnte auf SF von OA-Patienten keine Verénderung
der Expressionsrate der Rezeptoren BAFF-R (p=0,683), TACI (p=0,404) oder BCMA
(p=0,690) beobachtet werden (siehe Abbildung 15).
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Auch bei Patienten mit RA bewirkte eine Stimulation mit Poly (I:C) keine signifikanten
Verénderungen der Expressionsrate von BAFF-R (p=0,683), TACI (p=0,690) oder BCMA
(p=0,657) (siehe Abbildung 15).

Einfluss der Stimulation mit Poly (I:C) auf die Rezeptorexpression
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Abbildung 15: Expression der Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA auf synovialen Fibroblasten von Patienten mit
OA und RA vor und nach Stimulation mit Poly (I:C). Die Darstellung der Daten erfolgte mittels Box-Plots zur
Verdeutlichung der 25., 50. und 75. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der Hervorhebung der Einzelwerte. VVor der
Analyse wurden die Zellen der Versuchsgruppe 72 Stunden mit Poly (1:C), die Zellen der Kontrollgruppe in einfachem
Medium inkubiert. Die Rezeptorexpression wurde mittels Durchflusszytometrie und nachfolgender Overton-Analyse auf SF
von Patienten mit OA (n=7) und RA (n=7) bestimmt. VVor der statistischen Testung erfolgte flir jeden Patienten jeweils die
Standardisierung auf die Rezeptorexpression ohne Stimulation (rote Linie). * = p<0,05. Signifikanzen sind im Vergleich zur
Rezeptorexpression ohne Stimulation angegeben.

CpG

Bei Zellen von OA-Patienten konnte durch Stimulation mit CpG eine signifikante
Verminderung der Expression der beiden Rezeptoren TACI (p=0,008) und BCMA (p=0,008)
festgestellt werden. BAFF-R wurde durch die Stimulation insgesamt nicht beeinflusst
(p=0,127) (siehe Abbildung 16 und Abbildung 17).

Ebenfalls mit CpG behandelte Zellen von RA-Patienten zeigten hingegen nur eine leichte,
nicht signifikante Steigerung der TACI-Expression (p=0,127), die sich bei vier von finf
untersuchten Patienten zeigte. Auf BAFF-R (p=0,683) und BCMA (p=0,683) hatte die

Stimulation keinen statistisch relevanten Einfluss (siehe Abbildung 16).
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Einfluss der Stimulation mit CpG auf die Rezeptorexpression
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Abbildung 16: Expression der Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA auf synovialen Fibroblasten von Patienten mit
OA und RA vor und nach Stimulation mit CpG. Die Darstellung der Daten erfolgte mittels Box-Plots zur Verdeutlichung
der 25., 50. und 75. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der Hervorhebung der Einzelwerte. VVor der Analyse wurden
die Zellen der Versuchsgruppe 72 Stunden mit CpG, die Zellen der Kontrollgruppe in einfachem Medium inkubiert. Die
Rezeptorexpression wurde mittels Durchflusszytometrie und nachfolgender Overton-Analyse auf SF von Patienten mit OA
(n=5) und RA (n=5) bestimmt. VVor der statistischen Testung erfolgte fur jeden Patienten jeweils die Standardisierung auf die
Rezeptorexpression ohne Stimulation (rote Linie). * = p<0,05. Signifikanzen sind im Vergleich zur Rezeptorexpression ohne
Stimulation angegeben.
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Abbildung 17: Histogramme zur Darstellung des Einflusses von CpG auf die TACI und BCMA-Expression bei OA-
Patienten. Die Darstellung zeigt jeweils ein représentatives Overlay-Fluoreszenzhistogramm von insgesamt 5 OA-Patienten
nach durchflusszytometrischer Bestimmung der TACI- (A) und BCMA-Expression (B) auf SF. Vor der Analyse wurden die
Zellen der Versuchsgruppe 72 Stunden mit CpG (roter Graph), die Zellen der Kontrollgruppe in einfachem Medium (blauer
Graph) inkubiert.
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3.1.2.3 PMA

PMA als Aktivator der Proteinkinase C induziert bei SF unter anderem die Produktion von
Kollagenasen. Ob sich PMA bei SF auch auf die Prasentation der Rezeptoren des
BAFF/APRIL-Systems auswirkt, sollte in einem weiteren Versuch geklart werden.

Nach Stimulation der SF von OA-Patienten mit PMA lielen sich keine signifikanten
Anderungen der Expression von BAFF-R (p=0,314), TACI (p=1,00) und BCMA (p=0,314)
feststellen (siehe Abbildung 18).

Mit PMA behandelte Zellen bei Patienten mit RA zeigten bei unbeeinflusstem TACI
(p=0,683) und BCMA (p=0,683) eine Reduktion der BAFF-R-Expression (p=0,008) (siehe
Abbildung 18 und Abbildung 19).

Einfluss der Stimulation mit PMA auf die Rezeptorexpression
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Abbildung 18: Expression der Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA auf synovialen Fibroblasten von Patienten mit
OA und RA vor und nach Stimulation mit PMA. Die Darstellung der Daten erfolgte mittels Box-Plots zur Verdeutlichung
der 25., 50. und 75. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der Hervorhebung der Einzelwerte. VVor der Analyse wurden
die Zellen der Versuchsgruppe 72 Stunden mit PMA, die Zellen der Kontrollgruppe in einfachem Medium inkubiert. Die
Rezeptorexpression wurde mittels Durchflusszytometrie und nachfolgender Overton-Analyse auf SF von Patienten mit OA
(n=4) und RA (n=5) bestimmt. VVor der statistischen Testung erfolgte fir jeden Patienten jeweils die Standardisierung auf die
Rezeptorexpression ohne Stimulation (rote Linie). * = p<0,05. Signifikanzen sind im Vergleich zur Rezeptorexpression ohne
Stimulation angegeben.
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Abbildung 19: Histogramm zur Darstellung des Einflusses von PMA auf die BAFF-R-Expression bei RA-Patienten.
Die Darstellung zeigt ein représentatives Overlay-Fluoreszenzhistogramm von insgesamt 5 RA-Patienten nach
durchflusszytometrischer Bestimmung der BAFF-R-Expression (B) auf SF. Vor der Analyse wurden die Zellen der
Versuchsgruppe 72 Stunden mit PMA (roter Graph), die Zellen der Kontrollgruppe in einfachem Medium (griiner Graph)
inkubiert.

3.1.2.4 BAFF

Im Synovialgewebe von RA-Patienten wurden erhéhte BAFF-Spiegel festgestellt, wobei
BAFF zum Teil durch SF selbst produziert wird ' %2 2% Denkbar ist daher auch eine
Regulation der Rezeptorexpression durch den Liganden selbst, was im Folgenden untersucht

wurde.

Eine Autostimulation mit BAFF flhrte bei OA-Patienten zu einer Zunahme der Expression
des BAFF-R (p=0,048) und TACI (p=0,002). BCMA wurde hingegen nicht beeinflusst
(p=0,364) (siehe Abbildung 20 und Abbildung 21).

Auch bei RA-Patienten konnte man nach Behandlung mit BAFF eine leichte, jedoch nicht
signifikante Steigerung der BAFF-R- (p=0,127) und der TACI-Expression (p=0,127)
beobachten. Die Zunahme der Expression zeigte sich dabei jeweils bei vier von finf
untersuchten Patienten. BCMA blieb von dieser Stimulation hingegen unbeeinflusst
(p=0,683) (siehe Abbildung 20).
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Einfluss der Stimulation mit BAFF auf die Rezeptorexpression
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Abbildung 20: Expression der Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA auf synovialen Fibroblasten von Patienten mit
OA und RA vor und nach Stimulation mit BAFF. Die Darstellung der Daten erfolgte mittels Box-Plots zur
Verdeutlichung der 25., 50. und 75. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der Hervorhebung der Einzelwerte. VVor der
Analyse wurden die Zellen der Versuchsgruppe 72 Stunden mit BAFF, die Zellen der Kontrollgruppe in einfachem Medium
inkubiert. Die Rezeptorexpression wurde mittels Durchflusszytometrie und nachfolgender Overton-Analyse auf SF von
Patienten mit OA (n=6) und RA (n=5) bestimmt. Vor der statistischen Testung erfolgte fur jeden Patienten jeweils die
Standardisierung auf die Rezeptorexpression ohne Stimulation (rote Linie). * = p<0,05. Signifikanzen sind im Vergleich zur
Rezeptorexpression ohne Stimulation angegeben.

| ohne Stimulation

A B | BAFF

100 101 10 1[]3 1I.'.'I0 101 10 103
EBAFF-R TACI

Abbildung 21: Histogramme zur Darstellung des Einflusses von BAFF auf die BAFF-R- und TACI-Expression bei
OA-Patienten. Die Darstellung zeigt jeweils ein reprasentatives Overlay-Fluoreszenzhistogramm von insgesamt 6 OA-
Patienten nach durchflusszytometrischer Bestimmung der BAFF-R- (A) und TACI-Expression (B) auf SF. Vor der Analyse
wurden die Zellen der Versuchsgruppe 72 Stunden mit BAFF (roter Graph), die Zellen der Kontrollgruppe in einfachem
Medium (blauer Graph) inkubiert.
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3.2 Immunhistochemische Untersuchung der Expression von BAFF-R, TACI
und BCMA auf synovialen Fibroblasten
Zur Uberpriifung der Ergebnisse aus der FACS-Untersuchung wurden SF von Patienten mit
OA und RA zum Teil immunhistochemisch auf die Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass alle drei Rezeptoren in wechselnder Auspréagung
sowohl auf Zellen von OA-Patienten, als auch auf Zellen von RA-Patienten exprimiert
werden. Insgesamt konnten TACI und BCMA héaufig nachgewiesen werden. BAFF-R war nur
bei einzelnen Patienten vorhanden. Im Folgenden ist dies fiir je einen OA- und einen RA-

Patienten exemplarisch veranschaulicht (siehe Abbildungen 22 und 23).

Kontrolle BAFFR

Abbildung 22: Expression von TACI und BCMA auf SF eines RA-Patienten (RA331). Dargestellt sind
immunhistochemische Aufnahmen zur Untersuchung der Expression von BAFF-R, TACI und BCMA auf SF eines RA-
Patienten. Zur Vorbereitung wurden die Zellen mit Antikdrpern gegen BAFF-R, TACI und BCMA sowie mit Kaninchen-
Immunglobulinen (Kontrolle) inkubiert und anschlieBend mit einem fluoreszenzmarkierten sekundéren Antikorper
angefarbt. Bei diesem Patienten lieRen sich TACI und BCMA nachweisen, BAFF-R befand sich nur auf verneinzelten Zellen.



BAFFR
TACI BCMA

Abbildung 23: Expression von BAFF-R, TACI und BCMA auf SF eines OA-Patienten (OA628). Dargestellt sind
immunhistochemische Aufnahmen zur Untersuchung der Expression von BAFF-R, TACI und BCMA auf SF eines OA-
Patienten. Zur Vorbereitung wurden die Zellen mit Antikdrpern gegen BAFF-R, TACI und BCMA sowie mit Kaninchen-
Immunglobulinen (Kontrolle) inkubiert und anschlieRend mit einem fluoreszenzmarkierten sekundéren Antikdrper
angefarbt. Bei diesem Patienten lieRen sich BAFF-R, TACI und BCMA nachweisen.

Somit konnte insbesondere der per FACS-Analyse erfolgte Nachweis der Rezeptoren TACI
und BCMA auf RA und OA bestétigt werden. Auch der BAFF-R, dessen Expression in der
FACS-Untersuchung nur bei einigen Patienten nachgewiesen wurde, konnte mittels

Immunhistochemie bestétigt werden.

Auch der Einfluss von IL-1, IFN-y und CpG wurde mittels Immunhistochemie fiir einige
Patienten untersucht. Dabei konnten bei mehreren Patienten deutliche Verdnderungen in
Bezug auf die Expressionsrate der Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA festgestellt
werden. Im Folgenden ist zu jeder Stimulation je ein Beispiel abgebildet (siehe Abbildungen
24, 25 und 26):
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BAFFR nach Stimulation mit
IL1

TACI nach Stimulation
mit IL1

BCMA nach Stimulation
mit IL1

Abbildung 24: Steigerung der Expression von TACI und BCMA auf SF eines RA-Patienten (RA329) durch
Stimulation mit IL-1. Dargestellt sind immunhistochemische Aufnahmen zur Untersuchung der Expression von BAFF-R,
TACI und BCMA auf SF eines RA-Patienten. Die Zellen der Versuchsgruppe wurden 72 Stunden lang mit IL-1, die Zellen
der Kontrollgruppe in einfachem Medium inkubiert. Zur VVorbereitung wurden die Zellen mit Antikdrpern gegen BAFF-R,
TACI und BCMA inkubiert und anschliefend mit einem fluoreszenzmarkierten sekundéren Antikdérper angefarbt. Durch die
Behandlung waren bei diesem Patienten eine leichte Steigerung der TACI-Expression sowie eine deutliche Steigerung der
BCMA-Expression zu beobachten.
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BAFFR nach Stimulation
mit IFN

TACI nach Stimulation
mit IFN

BCMA nach Stimulation
mit IFN

Abbildung 25: Steigerung der Expression von TACI und BCMA auf SF eines RA-Patienten (RA329) durch
Stimulation mit IFN-y. Dargestellt sind immunhistochemische Aufnahmen zur Untersuchung der Expression von BAFF-R,
TACI und BCMA auf SF eines RA-Patienten. Die Zellen der Versuchsgruppe 72 wurden Stunden lang mit IFN-y, die Zellen
der Kontrollgruppe in einfachem Medium inkubiert. Zur VVorbereitung wurden die Zellen mit Antikdrpern gegen BAFF-R,
TACI und BCMA inkubiert und anschlieBend mit einem fluoreszenzmarkierten sekundéren Antikdrper angeférbt. Bei
diesem Patienten war eine diskrete Verminderung der BAFF-R-, eine leichte Steigerung der TACI- und deutliche Steigerung
der BCMA-Expression zu beobachten.
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BAFFR nach Stimulation
mit CpG

TACI nach Stimulation
mit CpG

BCMA nach Stimulation
mit CpG

Abbildung 26: Reduktion der Expression von BCMA auf SF eines OA-Patienten (OA723) durch Stimulation mit
CpG. Dargestellt sind immunhistochemische Aufnahmen zur Untersuchung der Expression von BAFF-R, TACI und BCMA
auf SF eines OA-Patienten. Die Zellen der Versuchsgruppe wurden 72 Stunden lang mit CpG, die Zellen der Kontrollgruppe
in einfachem Medium inkubiert. Zur Vorbereitung wurden die Zellen mit Antikdrpern gegen BAFF-R, TACI und BCMA
inkubiert und anschliefend mit einem fluoreszenzmarkierten sekundéren Antikdrper angefarbt. Bei diesem Patienten war
durch die Behandlung eine deutliche Reduktion der BCMA-Expression zu beobachten.

Durch die immunhistochemischen Féarbungen konnten somit die Ergebnisse der FACS-

Untersuchung im Wesentlichen gestiitzt werden.
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3.3 Untersuchung des Einflusses von BAFF auf die Apoptoserate synovialer

Fibroblasten
Die Auswirkungen von BAFF wurden bisher vor allem bei Lymphozyten und bei diesen
insbesondere bei B-Zellen gut untersucht. Hierbei erfullt das Zytokin eine Vielzahl von
Funktionen, wobei eine der wichtigsten und am besten untersuchten die antiapoptotische
Wirkung auf B-Lymphozyten ist *** *° 13 Fir SF wurden die Auswirkungen einer BAFF-
Stimulation bislang nur unzureichend untersucht. Aufgrund der gut beschriebenen
Schliusselrolle von BAFF als Uberlebensforderndes Zytokin bei B-Zellen sollte in den
folgenden Versuchen untersucht werden, ob sich eine BAFF-Stimulation auch positiv auf das

Uberleben von SF auswirkt.

3.3.1 Abhéangigkeit der Apoptoserate von der Konzentration des verwendeten BAFF-
Standards

Zunéchst sollte die Abhangigkeit der Apoptoserate von der BAFF-Konzentration bestimmt

werden. Dazu wurden die Zellen von insgesamt 7 Patienten mit RA und 6 Patienten mit OA

wie in 2.2.5.1 beschrieben behandelt und anschlieBend mit Hilfe des Annexin-Apoptose-Kits

die Apoptoserate bestimmt.

Dabei fiel insbesondere bei OA-Patienten nach Stimulation mit einem BAFF-Standard bereits

lichtmikroskopisch eine Ablosung der Fibroblasten von der Zellkulturflasche auf (siehe
Abbildung 27).

Abbildung 27: Abldsung synovialer Fibroblasten eines OA-Patienten von der Zellkulturflasche nach Inkubation mit
BAFF-Standard. Lichtmikroskopische Aufnahmen der SF eines OA-Patienten in Zellkulturflaschen. Die linke Aufnahme
wurde 48 Stunden nach einem Mediumwechsel aufgenommen, die rechte Aufnahme nach Inkubation mit 1 ng/ml eines
BAFF-Standards Uber 48 Stunden. Deutlich erkennbar ist dabei eine Abldsung der Zellen von der Kulturflasche.
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3.3.1.1 Friihapoptose

Der Anteil frihapoptotischer Zellen nahm bei OA- und RA-Patienten durch Inkubation mit
BAFF zu und war fir OA bei 0,01 ng/ml BAFF (p=0,013) sowie fir RA bei 1 ng/ml BAFF
(p=0,043) signifikant hoher als bei unbehandelten Zellen. Bei den BAFF-Konzentrationen
0,1, 0,5 und 1 ng/ml lag die Apoptoserate bei RA-Patienten hoéher als bei entsprechenden OA-
Patienten (siehe Abbildung 28). In der ANOVA war dieser Unterschied jedoch lediglich bei 1
ng/ml signifikant (p=0,025) (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 28: Anteil der Zellen in der Frihapoptose nach Stimulation synovialer Fibroblasten von Patienten mit OA
und RA mit verschiedenen Konzentrationen des BAFF-Standards. Die Darstellung der Daten erfolgte mittels Box-Plots
zur Verdeutlichung der 25., 50. und 75. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der Hervorhebung der Einzelwerte. VVor
der Analyse wurden die Zellen 48 Stunden lang mit BAFF-Standard verschiedener Konzentrationen inkubiert. Die Apoptose
wurde mittels Durchflusszytometrie auf SF von Patienten mit OA (n=6) und RA (n=7) bestimmt. * = p<0,05.
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3.3.1.2 Spdtapoptose

Bei OA-Patienten ergab sich insbesondere bei mittleren BAFF-Konzentrationen ein Trend zur
Erhdhung des Anteils spatapoptotischer Zellen (p=0,089). Bei RA-Patienten blieb er
weitestgehend konstant (p=0,298) (siehe Abbildung 29). Bei 0,1 ng/ml befanden sich
signifikant mehr Zellen von OA-Patienten in Spatapoptose als bei entsprechenden RA-
Patienten (p=0,048) (siehe Abbildung 29).
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Abbildung 29: Anteil der Zellen in der Spatapoptose nach Stimulation synovialer Fibroblasten von Patienten mit OA
und RA mit verschiedenen Konzentrationen des BAFF-Standards. Die Darstellung der Daten erfolgte mittels Box-Plots
zur Verdeutlichung der 25., 50. und 75. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der Hervorhebung der Einzelwerte. VVor
der Analyse wurden die Zellen 48 Stunden lang mit BAFF-Standard verschiedener Konzentrationen inkubiert. Die Apoptose
wurde mittels Durchflusszytometrie auf SF von Patienten mit OA (n=6) und RA (n=7) bestimmt. * = p<0,05.
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3.3.1.3 Nekrose

Der Anteil rein nekrotischer Zellen verénderte sich unter Stimulation mit verschiedenen
Konzentrationen des BAFF-Standards nicht und es fielen keine Unterschiede zwischen OA-
und RA-Patienten auf (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30: Anteil der nekrotischen Zellen nach Stimulation synovialer Fibroblasten von Patienten mit OA und
RA mit verschiedenen Konzentrationen des BAFF-Standards. Die Darstellung der Daten erfolgte mittels Box-Plots zur
Verdeutlichung der 25., 50. und 75. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der Hervorhebung der Einzelwerte. VVor der
Analyse wurden die Zellen 48 Stunden lang mit BAFF-Standard verschiedener Konzentrationen inkubiert. Die Nekroserate
wurde mittels Durchflusszytometrie auf SF von Patienten mit OA (n=6) und RA (n=7) bestimmt. * = p<0,05.
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3.3.1.4 Gesamtapoptose

Durch Zugabe des BAFF-Standards zeigte sich eine Zunahme der Gesamtapoptoserate
sowohl bei OA- als auch bei RA-Patienten. Die Starke des Anstiegs war dabei individuell
unterschiedlich stark ausgepragt und konzentrationsabhangig. Dariiber hinaus fiel bei OA-
Patienten bei Einsatz der Konzentrationen 0,01 ng/ml, 0,1 ng/ml und 0,5 ng/ml eine starkere
Zunahme der Apoptose auf als bei RA-Patienten unter gleichen Stimulationsbedingungen. Die
statistische Testung ergab fur OA- (p=0,046) und RA-Patienten (p=0,043) jeweils signifikante
Steigerungen des Anteils apoptotischer Zellen. Die beobachteten Unterschiede zwischen OA
und RA waren fir die verschiedenen Konzentrationen jeweils nicht signifikant (siehe
Abbildung 31).

Einfluss des BAFF-Standards auf die Gesamtapoptose

*
80 -
g, g *
e
2 . .
G_) -
g 60
£ . *
[&]
2 .
D 40 A .
a
o
Q.
©
—_ [ ]
Q 4
= 2
?) . o ° °
< . El . o
< 0 - . ° ® U
T T T T T T
0,00 0,01 0,10 0,50 1,00 5,00
[ OA
CORA Konzentration des BAFF-Standards [ng/ml]

Abbildung 31: Anteil der Zellen in Fruh- oder Spatapoptose nach Stimulation synovialer Fibroblasten von Patienten
mit OA und RA mit verschiedenen Konzentrationen des BAFF-Standards. Die Darstellung der Daten erfolgte mittels
Box-Plots zur Verdeutlichung der 25., 50. und 75. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der Hervorhebung der
Einzelwerte. VVor der Analyse wurden die Zellen 48 Stunden lang mit BAFF-Standard verschiedener Konzentrationen
inkubiert. Die Apoptose wurde mittels Durchflusszytometrie auf SF von Patienten mit OA (n=6) und RA (n=7) bestimmt. * =
p<0,05.
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3.3.2 Untersuchung der selektiven Blockade von BAFF-R, TACI und BCMA unter
Stimulation mit BAFF-Standard
Eine maogliche Erklarung fur die im letzten Versuch festgestellte Induktion der Apoptose wére
die BAFF-vermittelte Aktivierung eines seiner Rezeptoren. In einem weiteren Versuch sollte
daher untersucht werden, ob sich die oben fur SF beschriebene proapoptotische Wirkung des
BAFF-Standards unter Blockade jeweils eines der drei bekannten Rezeptoren des
BAFF/APRIL-Systems verhindern l&sst. Fur die Auswertung wurden die Ergebnisse fir jeden
Antikdrper nach BAFF-Stimulation jeweils auf die Werte ohne Stimulation mit BAFF

standardisiert.

In diesem Versuch zeigte sich bei OA-Patienten unter Stimulation mit 0,1 ng/ml und 1 ng/ml
BAFF keine signifikante Erhdhung des Anteils apoptotischer Zellen. Nach Stimulation mit 5
ng/ml BAFF war die Steigerung hingegen signifikant (p=0,034) (siehe Abbildung 32),
weshalb nachfolgend der Einfluss der Antikdrper fur diese Konzentration naher beschrieben

wird.
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Abbildung 32: Einfluss verschiedener Konzentrationen des BAFF-Standards auf die Apoptoserate von OA-Patienten
ohne Zugabe weiterer Antikorper. Die Darstellung der Daten erfolgte mittels Box-Plots zur Verdeutlichung der 25., 50.
und 75. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der Hervorhebung der Einzelwerte. VVor der Analyse wurden die Zellen
48 Stunden lang mit BAFF-Standard verschiedener Konzentrationen inkubiert. Die Apoptose wurde mittels
Durchflusszytometrie auf SF von 5 OA-Patienten bestimmt. Zur Analyse wurden die Ergebnisse jeweils auf die Werte ohne
BAFF-Stimulation standardisiert (rote Linie). * = p<0,05. Signifikanzen sind im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen
angegeben.
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In der ANOVA mit post-hoc-Bonferroni-Test fanden sich durch Stimulation mit 5 ng/ml
BAFF im Vergleich zu 0 ng/ml auBerdem signifikante Steigerungen der Gesamtapoptoserate
trotz Zugabe des Antikorpers gegen BCMA (p=0,045) und der Isotyp-Kontrolle (p=0,023).
Keine signifikante Veranderung zeigte sich unter Verwendung der Antikérper gegen BAFF-R
(p=0,064), TACI (p=0,518) und l6sliches BAFF (p=0,071) (siehe Abbildung 33).
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Abbildung 33: Relative Anderung des Anteils apoptotischer Zellen nach Stimulation synovialer Fibroblasten von OA-
Patienten mit einem BAFF-Standard unter Zugabe hemmender Antikdrper im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen.
Die Darstellung der Daten erfolgte mittels Box-Plots zur Verdeutlichung der 25., 50. und 75. Perzentile. Die Vertical Scatter
Plots dienen der Hervorhebung der Einzelwerte. Zur Vorbereitung der Proben wurden jeweils gegen BAFF-R, TACI, BCMA
oder l6sliches BAFF gerichtete Antikorper zugegeben und die Zellen 48 Stunden lang in einfachem Medium (Ausgangswert)
oder mit 5 ng/ml BAFF-Standard inkubiert. Als Kontrolle diente Goat 1gG. Die Apoptoserate so behandelter Zellen wurde
mittels Durchflusszytometrie auf SF von 5 OA-Patienten bestimmt. Zur Analyse wurden die Ergebnisse fur jeden Antikorper
jeweils auf Werte ohne BAFF-Stimulation standardisiert (rote Linie). * = p<0,05. Signifikanzen sind jeweils im Vergleich zu
nicht stimulierten Zellen (Ausgangswert) angegeben.

Eine signifikante Verringerung der Apoptoserate bei 5 ng/ml nach Standardisierung auf die
Isotyp-Kontrolle war jedoch durch keinen der verwendeten Antikorper festzustellen. Die
Einzelwerte waren jedoch in den meisten Fallen geringer als die der jeweiligen Isotyp-

Kontrolle.
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Auch bei den RA-Patienten ergaben sich in dieser Versuchsreihe nach Stimulation mit 0,1
ng/ml und 1 ng/ml BAFF keine wesentlichen Anderungen der Apoptoserate. Bei einer
Konzentration von 5 ng/ml lieR3 sich eine Zunahme der Apoptoserate beobachten (p=0,003)
(siehe Abbildung 34), weshalb sich die folgenden Ausfiihrungen auf diese Konzentration

beziehen.
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Abbildung 34: Einfluss verschiedener Konzentrationen des BAFF-Standards auf die Apoptoserate von RA-Patienten
ohne Zugabe weiterer Antikdrper. Die Darstellung der Daten erfolgte mittels Box-Plots zur Verdeutlichung der 25., 50.
und 75. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der Hervorhebung der Einzelwerte. VVor der Analyse wurden die Zellen
48 Stunden lang mit BAFF-Standard verschiedener Konzentrationen inkubiert. Die Apoptose wurde mittels
Durchflusszytometrie auf SF von 6 RA-Patienten bestimmt. Zur Analyse wurden die Ergebnisse jeweils auf die Werte ohne
BAFF-Stimulation standardisiert (rote Linie). * = p<0,05. Signifikanzen sind im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen
angegeben.
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Die Apoptosesteigerung bei 5 ng/ml war in der ANOVA mit Post-hoc-Bonferroni-Test im
Vergleich zu 0 ng/ml BAFF auch nach Zugabe der Isotyp-Kontrolle (p=0,000) sowie der
Antikorper gegen TACI (p=0,004) und BCMA (p=0,001) signifikant. Keine signifikanten
Verénderungen ergaben sich nach der Behandlung mit Antikorpern gegen BAFF-R (p=0,052)
und lésliches BAFF (p=0,099) (siehe Abbildung 35).
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Abbildung 35: Relative Anderung des Anteils apoptotischer Zellen nach Stimulation synovialer Fibroblasten von RA-
Patienten mit einem BAFF-Standard unter Zugabe hemmender Antikdrper im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen.
Die Darstellung der Daten erfolgte mittels Box-Plots zur Verdeutlichung der 25., 50. und 75. Perzentile. Die Vertical Scatter
Plots dienen der Hervorhebung der Einzelwerte. Zur Vorbereitung der Proben wurden jeweils gegen BAFF-R, TACI, BCMA
oder l6sliches BAFF gerichtete Antikorper zugegeben und die Zellen 48 Stunden lang in einfachem Medium (Ausgangswert)
oder mit 5 ng/ml BAFF-Standard inkubiert. Als Kontrolle diente Goat 1gG. Die Apoptoserate so behandelter Zellen wurde
mittels Durchflusszytometrie auf SF von 6 RA-Patienten bestimmt. Zur Analyse wurden die Ergebnisse fiir jeden Antikorper
jeweils auf Werte ohne BAFF-Stimulation standardisiert (rote Linie). * = p<0,05. Signifikanzen sind jeweils im Vergleich zu
nicht stimulierten Zellen (Ausgangswert) angegeben.

Auch bei RA-Patienten ergab sich bei einer Konzentration von 5 ng/ml BAFF nach
Standardisierung auf die Isotyp-Kontrolle durch keinen Antikdrper eine signifikante
Reduktion der Apoptoserate. Wie bei OA liegen die Einzelwerte in den meisten Fallen

niedriger als die der jeweiligen Isotyp-Kontrolle.
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3.3.3 Untersuchung der Wirkung von rekombinantem BAFF auf die Apoptoserate mit
und ohne Blockade des BCMA

In dem fir die Versuche verwendeten BAFF-Standard sind weitere Substanzen wie

Konservierungsmittel und ein Protein-basierter Puffer enthalten *°. Nicht auszuschlieBen ist

daher, dass eine dieser Substanzen fur den Zelltod der SF verantwortlich ist. Deshalb sollte in

einem weiteren Versuch untersucht werden, ob auch eine Stimulation mit fur Zellkulturen

entwickeltem rekombinantem BAFF zu einer Erh6hung der Apoptoserate bei SF fihrt.

Mit zunehmender BAFF-Konzentration konnte man bei den RA-Patienten einen leichten
Anstieg der Gesamtapoptoserate um 2,7 % beobachten. Dieser war bei der hdchsten
Konzentration 15 ng/ml am deutlichsten erkennbar, statistisch zeigte sich jedoch nur ein
Trend (p=0,082) im Vergleich zu 0 ng/ml. Bei den OA-Patienten liel} sich durch steigende
BAFF-Konzentrationen keine wesentliche Anderung erkennen. Bei 15 ng/ml war der Anteil
apoptotischer Zellen bei RA-Patienten signifikant hoher als bei gleich behandelten OA-
Patienten (p=0,017) (siehe Abbildung 36).
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Abbildung 36: Anteil der apoptotischen Zellen nach Stimulation synovialer Fibroblasten von OA- und RA-Patienten
mit verschiedenen Konzentrationen eines flir Zellkulturen hergestellten, rekombinanten BAFF. Die Darstellung der
Daten erfolgte mittels Box-Plots zur Verdeutlichung der 25., 50. und 75. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der
Hervorhebung der Einzelwerte. VVor der Analyse wurden die Zellen 48 Stunden lang mit rekombinantem BAFF verschiedener
Konzentrationen inkubiert. Die Apoptose wurde mittels Durchflusszytometrie und nachfolgender Overton-Analyse auf SF
von je 5 OA- und 5 RA-Patienten bestimmt. * = p<0,05.
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Weiter oben wurde bereits beschrieben, dass BCMA der am héufigsten exprimierte Rezeptor
des BAFF-/APRIL-Systems auf SF bei RA-Patienten ist und daher am ehesten fir Wirkungen
der Liganden verantwortlich ist. Deshalb sollte in einem weiteren Schritt versucht werden, mit
Hilfe eines Antikorpers gegen BCMA die leichte Apoptosesteigerung durch rekombinantes
BAFF bei RA-SF zu verhindern. Auch nach Inkubation der Zellen von RA-Patienten mit dem
Antikorper gegen BCMA oder der Isotyp-Kontrolle konnte man bei hoéheren BAFF-
Konzentrationen einen diskreten Anstieg der Apoptoserate beobachten, der jedoch statistisch
nicht signifikant war (p=1). Bei gleich behandelten OA-Patienten blieb die Apoptoserate
weitestgehend unverdndert. Insgesamt war der Anteil apoptotischer Zellen bei RA-Patienten
bei allen verwendeten BAFF-Konzentrationen hoher als bei OA-Patienten. Die Apoptoserate
der mit dem Isotyp behandelten Zellen lag bei 5 ng/ml und 15 ng/ml bei den RA-Patienten
signifikant hoher als bei entsprechenden OA-Patienten (bei 5 ng/ml p=0,024, bei 15 ng/ml
p=0,036). Nach Behandlung mit dem Antikérper gegen BCMA war der Unterschied bei
keiner der beiden Konzentrationen mehr signifikant (siehe Abbildung 37).
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Abbildung 37: Anteil der apoptotischen Zellen nach Stimulation synovialer Fibroblasten von OA- und RA-Patienten
mit rekombinantem BAFF unter Zugabe eines hemmender Antikérper gegen BCMA. Die Darstellung der Daten
erfolgte mittels Box-Plots zur Verdeutlichung der 25., 50. und 75. Perzentile. Die Vertical Scatter Plots dienen der
Hervorhebung der Einzelwerte. Zur Vorbereitung der Proben wurde jeweils ein gegen BCMA gerichteter Antikorper (rechts)
zugegeben und die Zellen 48 Stunden lang mit rekombinantem BAFF verschiedener Konzentrationen inkubiert. Als Isotyp-
Kontrolle diente Goat 1gG (links). Die Apoptoserate so behandelter Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie und
nachfolgender Overton-Analyse auf SF von 5 OA- und 5 RA-Patienten bestimmt. * = p<0,05.
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3.3.4 Vergleichende Untersuchung der Zusammensetzung des BAFF-Standards und
des rekombinanten BAFF
Fur die deutlich starkere apoptoseférdernde Wirkung des BAFF-Standards im Vergleich zum
rekombinanten BAFF sind grundsétzlich zwei Erklarungen denkbar. Eine Mdglichkeit waére,
dass die Apoptose durch Zusatze im BAFF-Standard, die zytotoxisch wirken, ausgeldst wird.
Eine andere Erklarung ware, dass sich BAFF-Standard und rekombinantes BAFF beztglich
ihrer Affinitdt zu den Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA unterscheiden. Bekannt ist
beispielsweise, dass BAFF-60-mere sowohl BAFF-R, als auch TACI aktivieren kénnen,
wiahrend die vorwiegend zirkulierenden BAFF-Trimere insbesondere BAFF-R binden ?°.
Denkbar ware daher auch, dass im BAFF-Standard eine biologisch aktivere BAFF-Variante

vorliegt.

3.3.4.1 Untersuchung der Proteinzusammensetzung von BAFF-Standard und

rekombinantem BAFF mittels nativer PAGE und Coomassie-Fdrbung
Aus diesem Grund sollten zundchst mit Hilfe einer nativen PAGE die Proteine, die im BAFF-
Standard und der rekombinanten Form vorliegen aufgetrennt und mit Coomassie angefarbt
werden. Dadurch sollten eventuell vorhandene Unterschiede bezuglich Groéfe und
Zusammensetzung der in den beiden Substanzen vorhandenen Proteine nachgewiesen werden.
Dazu wurde fiir beide Substanzen unter Einsatz der Konzentrationen 10 ng/ml, 5 ng/ml, 1
ng/ml und 0,1 ng/ml sowie beim rekombinanten BAFF zusétzlich 1 pg/ml eine native PAGE
mit nachfolgender Coomassie-Farbung durchgefiihrt. Dabei zeigte sich beim BAFF-Standard
mit allen verwendeten Konzentrationen eine kréaftige Bande bei etwa 60 kDa sowie
schwéchere Banden fiir groliere Proteine. Beim rekombinanten BAFF war lediglich bei der
hdchsten Konzentration von 1 pg/ml ebenfalls eine Bande bei 60 kDa zu erkennen (siehe
Abbildung 38).
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Abbildung 38: Coomassie-Farbung zur Untersuchung der Proteinzusammensetzung des BAFF-Standards und
rekombinanten BAFFs. Die Abbildung zeigt die Coomassie-Farbung eines Gels nach Durchfiihrung einer nativen PAGE
mit verschiedenen Konzentrationen des BAFF-Standards und des rekombinanten BAFFs sowie jeweils eines
Proteinstandards, mit dessen Hilfe sich die ProteingréRen abschétzen lieBen. Spuren 1 und 7: Proteinstandard, Spuren 2-5:
BAFF-Standard, Spuren 8-13: rekombinantes BAFF

Eine Wiederholung des Versuchs mit BAFF-Standard in den Konzentrationen 5 ng/ml und 1
ng/ml, rekombinantem BAFF mit 5 pg/ml und 1 pg/ml sowie zusétzlich aufgetragenem BSA
mit 1000 pg/ml und 100 pg/ml ergab flr alle drei Substanzen ein dhnliches Bandenmuster
(siehe Abbildung 39). Wahrscheinlich lasst sich mit Hilfe der durchgefiihrten Coomassie-
Féarbung also nur das Tréagerprotein darstellen, aufgrund einer zu geringen Sensitivitat der
Methode jedoch nicht das eigentliche BAFF-Protein.
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Abbildung 39: Vergleich der Proteinzusammensetzung von BAFF-Standard, rekombinantem BAFF und BSA mittels
Coomassie-Farbung. Die Abbildung zeigt die Coomassie-Farbung eines Gels nach Durchfiihrung einer nativen PAGE mit
verschiedenen Konzentrationen von rekombinantem BAFF, BAFF-Standard, BSA sowie jeweils eines Proteinstandards, mit
dessen Hilfe sich die ProteingréfRen abschatzen lieBen. Spuren 1, 4 und 7: Proteinstandard, Spuren 2 und 3: rekombinantes
BAFF, Spuren 5 und 6: BAFF-Standard, Spuren 8 und 9: BSA.
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3.3.4.2 Detektion von BAFF im Western Blot nach Durchfiihrung einer nativen PAGE
Da sich in der Coomassie-Féarbung keine fiir BAFF typischen Banden abgrenzen lie3en, sollte
als nachstes Uberprift werden, ob sich bei den beiden Substanzen im sensitiveren Western
Blot BAFF detektieren lasst. Dazu wurde zunéchst erneut eine native PAGE mit den gleichen
Substanzen wie im vorherigen Versuch durchgefiihrt. Anschliefend wurde versucht, bei
diesen Substanzen mit Hilfe des oben genannten biotinylierten anti-BAFF-Antikérpers im
Western Blot BAFF nachzuweisen, wobei BSA hierbei als Negativkontrolle diente. Der
Nachweis gelang hierbei nur beim rekombinanten BAFF (siehe Abbildung 40). Eine
Erklarung dafur ware, dass der verwendete biotinylierte anti-BAFF-Antikorper Epitope
erkennt, die beim BAFF-Standard nicht vorhanden sind. Fir den Versuch musste allerdings
eine 1000-fach niedrigere Konzentration des Standard-BAFFs im Vergleich zum
rekombinanten BAFF verwendet werden. Dies war dadurch bedingt, dass der BAFF-Standard
als ein Pulver mit deutlich hoherem Tréger/BSA Anteil vorliegt und deshalb eine hdéhere
Konzentration nach Lésung nicht zu erreichen war. Der Nachweis von BAFF im Standard
war daher moglicherweise aufgrund des Einsatzes einer zu geringen Konzentration limitiert.
Dies ist aufgrund der um ein Vielfaches hoheren apoptoseinduzierenden Wirkung des BAFF-

Standards Uberraschend.
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Abbildung 40: Western Blot zur Detektion des in rekombinantem BAFF, BAFF-Standard und BSA vorhandenem
BAFF nach nativer PAGE . Die Abbildung zeigt die die Ergebnisse eines Western Blots nach Durchfilhrung einer nativen
PAGE mit verschiedenen Konzentrationen von rekombinantem BAFF, BAFF-Standard, BSA sowie jeweils eines
Proteinstandards, mit dessen Hilfe sich die Proteingrofen abschétzen lieRen. Zur Detektion wurde die Membran mit einem
biotinylierten anti-BAFF-Antikdrper inkubiert und anschlieBend mit Streptavidin-HRP markiert. Ein Nachweis gelang
hierbei nur im rekombinanten BAFF.
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3.3.4.3 Detektion von BAFF im Western Blot nach Durchfiihrung einer SDS-PAGE
Mit dem im letzten Versuch verwendeten Antikorper gelang beim BAFF-Standard kein
Nachweis des BAFF-Proteins. Daher sollte in einem weiteren Versuch nach Durchfiihrung
einer SDS-PAGE erneut uberprift werden, ob sich unter Verwendung eines anderen
Antikdrpers mittels Western Blot BAFF im BAFF-Standard und in der rekombinanten Form
detektieren lasst. Fur das rekombinante BAFF wurden die Konzentrationen 1 pg/ml, 0,1
pg/ml, 0,05 pg/ml und 0,01 pg/ml eingesetzt. Der BAFF-Standard wurde bei 0,05 pg/ml
untersucht. Zur Detektion wurde der Rabbit-anti-BAFF-Antikorper verwendet.

Beim rekombinanten BAFF gelang ein deutlicher Nachweis von BAFF in mehreren Banden,
wobei sich am deutlichsten zwei Banden im Bereich von 28 bis 33 kDA sowie weitere bei
etwa 65 und 100 kDa fanden. Beim BAFF-Standard fand sich eine Bande bei 26 kDa (siehe
Abbildung 41).
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Abbildung 41: Western Blot zur Detektion des in rekombinantem BAFF und BAFF-Standard vorliegenden BAFF
nach SDS-PAGE. Die Abbildung zeigt die die Ergebnisse eines Western Blots nach Durchfilhrung einer SDS-PAGE mit 50
ng/ml BAFF-Standard und verschiedenen Konzentrationen des rekombinanten BAFFs sowie eines Proteinstandards, mit
dessen Hilfe sich die Proteingrélien abschétzen lieRen. Zur Detektion wurde die Membran mit einem anti-BAFF-Antikorper
(rabbit) inkubiert und anschlieRend mit einem sekundéren Antikdrper angeférbt.

Festzuhalten ist, dass es bei hier nicht dargestellten Ansatzen mit 80 ng/ml des BAFF-
Standards zunéchst zu einer starken Schaumbildung und anschliellend zu einer Ausfallung
einer geleeartigen Substanz kam. Auch liel3 sich der Ansatz aufgrund einer herabgesetzten
Oberflachenspannung nicht exakt pipettieren, sodass eine weitere Steigerung der
Konzentration praktisch nicht durchfuhrbar war. Die Beobachtungen legen aufierdem nahe,
dass der BAFF-Standard weitere Molekile enthalt, die an der beschriebenen Reaktion

beteiligt waren.
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4 Diskussion

4.1 Expression der Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA auf synovialen
Fibroblasten von OA- und RA-Patienten

Wie eingangs beschrieben, wurden bei Patienten mit RA erhéhte BAFF- und APRIL-Spiegel

im Serum festgestellt %8 1% ¥° zum Verstandnis der pathophysiologischen Zusammenhénge

und der Wirkungsweise neuer Medikamente ist es wichtig zu wissen, welche Zellarten durch

BAFF und APRIL beeinflusst werden und die fir eine Aktivierung notigen Rezeptoren

exprimieren.

GroRe Bedeutung kommt hier SF zu, die Uiber die Sekretion einer Vielzahl von Zytokinen und
Chemokinen an der Regulation der fiir die Pathogenese der RA entscheidenden Zellarten
beteiligt sind. Dartiber hinaus sind sie auch selbst unmittelbar fir die ablaufende Destruktion
des Gelenkknorpels wichtig *®. Bekannt ist bereits, dass SF bei RA-Patienten BAFF ® und
APRIL 2 synthetisieren. Nur wenige Studien haben sich jedoch bislang mit der Frage
befasst, ob auch die Rezeptoren des BAFF/APRIL-Systems auf SF vorhanden sind und was
diese flr eine Bedeutung haben.

In der vorliegenden Arbeit sollten zunéachst die Zellen von OA- und RA-Patienten auf das
Vorhandensein von BAFF-R, TACI und BCMA hin untersucht werden. Dabei konnte
festgestellt werden, dass RA-SF mit durchschnittlich 15,9 +/- 10,5 % positiven Zellen eine
hohere Expressionsrate fir BCMA aufweisen als OA-SF. Es wurde jedoch mit
durchschnittlich 7,8 +/- 12,0 % positiven Zellen auch auf einem Teil der OA-SF BCMA
nachgewiesen. Des Weiteren konnte auf RA-FS signifikant mehr TACI detektiert werden als
auf OA-SF. Bezlglich BAFF-R ergaben sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen OA
und RA. Da die Unterschiede der Messungen zum Teil nur gering ausgepragt waren und die
verwendete Overton-Analyse anfallig fir leichte Verdnderungen der Gerateeinstellungen und

des Farbeprotokolls ist 2%°

, sollten die Ergebnisse in einem weiteren Schritt durch
immunhistochemische Untersuchungen uberprift werden. Hierbei zeigte sich bei einem
GroRteil der untersuchten RA-Patienten ein deutlicher Nachweis von BCMA und TACI. Auch
bei mehreren OA-Patienten war die Farbung fur diese beiden Rezeptoren positiv. Bei

vereinzelten OA- und RA-Patienten fanden sich auch BAFF-R-exprimierende Zellen.

Die Ergebnisse stehen im Gegensatz zu einer Arbeit von Nagatani aus dem Jahr 2007, der

zufolge SF von RA-Patienten BCMA exprimieren, nicht jedoch BAFF-R oder TACI. Bei OA-

192

Patienten wurde keiner der drei Rezeptoren nachgewiesen . Die beiden Rezeptoren
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BAFF-R und TACI wurden in genannter Studie jedoch nur mittels mRNA-EXxpression
untersucht. In einer ebenfalls durchgefuhrten FACS-Untersuchung wurde bezuglich der
Rezeptoren lediglich die BCMA-Expression auf OA- und RA-Patienten miteinander
verglichen. Hierbei zeigte sich in Einklang mit der vorliegenden Arbeit bei RA-SF eine
héhere BCMA-Expression als bei OA-SF '%. Eine neuere Arbeit konnte in einem Tiermodell
mit adjuvant induzierter Arthritis hingegen auch die mMRNA-Expression von BAFF-R, TACI
und BCMA in SF nachweisen 2!,

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass die VEGF-Expression bei SF mdglicherweise durch
BAFF reguliert wird 2. Nach Stimulation von RA-SF mit APRIL konnte die Produktion der
proinflammatorischen Zytokine IL-1p, IL-6 und TNF-a sowie die Expression von APRIL und

RANKL gesteigert werden **2. AuRerdem wurde durch gleiche Stimulation der Zellzyklus

von SF beschleunigt %% %,

Die Funktion der Rezeptoren wurde bislang vor allem fir Lymphozyten untersucht. TACI ist

dabei wichtig fiir den Antikérper-Klassenwechsel zu 1gG1, IgA und Igg ***

213

, eine Forderung
der T-Zell-unabhangigen Antikdrperproduktion sowie fiir die negative Regulation im
Rahmen der B-Zell-Homoostase *. Eine Aktivierung von BCMA fordert das

Langzeitiiberleben von Plasmazellen im Knochenmark 4°

, Induziert die Antigenprésentation
auf B-Lymphozyten und erhéht die Proliferation und das Uberleben von Adipozyten und
anderen Zellen #* 2°  Der BAFF-R ist insbesondere fiir die Differenzierung zu und das

Uberleben von reifen B-Zellen verantwortlich 1% 119 139 141 144,

Da BAFF-R in der vorliegenden Arbeit nur bei wenigen Patienten nachzuweisen war und
APRIL auBerdem nicht durch den BAFF-R gebunden wird %, sind bei SF vermutlich TACI
oder BCMA fiir die oben genannten Wirkungen von BAFF und APRIL ausschlaggebend.
Bislang wurden die Wirkungen von BAFF und APRIL auf SF jedoch nur in wenigen Studien
betrachtet. Einen wertvollen Beitrag dazu liefert die vorliegende Arbeit, in der der Einfluss
von BAFF auf die Apoptoserate bei SF untersucht wurde. Der Frage, ob die beiden Zytokine
weitere, bisher unbekannte Auswirkungen auf SF besitzen, muss in weiteren Studien

nachgegangen werden.
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4.2 Expression von BAFF-R, TACI und BCMA in Abhingigkeit verschiedener
Stimulanzien

Im oben diskutierten Versuch konnte gezeigt werden, dass RA-SF signifikant mehr TACI und

BCMA exprimieren als OA-SF. Daher sollte in weiteren Versuchen geklart werden, ob und

wie sich die Expressionsrate der Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA in Anwesenheit

verschiedener Stimulanzien verédndert und ob man durch bestimmte Stimulationen die

Expressionsrate der Rezeptoren von OA-SF an die von RA-SF angleichen kann.

4.2.1 Expression von BAFF-R, TACI und BCMA in Abhéngigkeit der Zytokine IL-1p,
IFN-y und TNF-a

Zytokine spielen, wie in der Einleitung bereits naher beschrieben, eine entscheidende Rolle in

der Pathophysiologie der RA *°. In frilheren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass

bestimmte Zytokine wie TNF-a oder IFN-y zu einer gesteigerten Synthese von BAFF durch

SF fuhren ®. Ob jedoch auch die Aushildung der entsprechenden Rezeptoren beeinflusst

wird, wurde bislang nicht hinreichend untersucht.

Aus diesem Grund sollte zunédchst der Einfluss einer Auswahl von Zytokinen auf die
Expression von BAFF-R, TACI und BCMA bestimmt werden. Dazu wurden SF von OA- und
RA-Patienten 72 Stunden mit IL-1p, IFN-y, TNF-a oder einer Kombination aus IL-1f und
IFN-vy inkubiert und im Anschluss per FACS-Analyse auf das Vorhandensein der Rezeptoren

untersucht.

Wichtige Zytokine in der Pathogenese der RA sind insbesondere TNF-a und IL-1p. Sie
fordern unter anderem die Synthese von Chemokinen, MMPs, Proteinasen,
proinflammatorischen Mediatoren und Zelladhdsionsmolekiilen (CAMs) auf Endothelzellen
sowie die Aktivierung von Osteoklasten %°. Besondere Bedeutung hat dabei TNF-a, das
aullerdem die Expression weiterer proinflammatorischer Zytokine, die Angiogenese, die
Suppression regulatorischer T-Zellen sowie die Protektion von SF fordert 27 218 3% Dje Rolle
von IFN-y bei RA ist hingegen nicht eindeutig bestimmt. Es konnte zum einen gezeigt
werden, dass IFN-y die Motilitat von RA-SF fordert ?° und deren Expression von BAFF
erhoht 2% 20 Andererseits lieR sich durch Einsatz von IFN-y iiber eine Reduktion der IL-1p-

221 Auch in mehreren

Expression die Synthese der MMP-1 und MMP-3 verringern
Tiermodellen wirkte sich das Vorhandensein von IFN-y protektiv aus 2 *%. Bei der
Entstehung anderer systemischer Autoimmunerkrankungen wie SLE oder SS scheint IFN-y

jedoch eindeutig beteiligt zu sein %,
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In der vorliegenden Arbeit blieb BAFF-R vom Einsatz der Zytokine weitestgehend
unbeeinflusst und zeigte nur bei OA-Patienten nach Stimulation mit TNF-o eine weitere
Reduktion der ohnehin geringen Expressionsrate. Die TACI-Expression konnte bei OA-
Patienten durch keines der verwendeten Zytokine verandert werden. Bei RA-Patienten flihrten
Stimulationen mit IL-1B oder TNF-a jeweils zu signifikanten Steigerungen der Expression
von TACI. Etwas starker lieB sich die Expression von BCMA beeinflussen. Bei OA fihrte
zwar auch hier keine der Behandlungen zu einer signifikanten Veranderung. Bei RA lief3 sich

hingegen durch IL-1 und durch IFN-y die Expression von BCMA steigern.

Auffallig hierbei ist, dass bei RA-SF zwar sowohl IL-1 als auch IFN-y ecinzeln zu einer
erhdhten BCMA-Expression fuhrten, die kombinierte Stimulation mit beiden Zytokinen
jedoch keinen Einfluss mehr hatte. IFN-y besitzt bekanntermalien IL-1-antagonistische

Funktionen 2%

. Bekannt ist auRerdem, dass IFN-y die IL-1-induzierte IL-1-Bildung auf
transkriptioneller Ebene hemmt %°. In der Literatur ist eine Steigerung der Promotoraktivitat
und mMRNA-Expression des BAFF-R nach Stimulation mit IFN-y beschrieben 2%, In der
aktuellen Arbeit wurde jedoch in der FACS-Analyse weder bei OA, noch bei RA eine
Anderung des BAFF-R festgestellt. Weiter bemerkenswert ist, dass sich bei RA-SF die im
Vergleich zu OA-SF ohnehin schon héhere TACI- und BCMA-Expression bei TACI durch
IL-1B und TNF-a, bei BCMA durch IL-1p und IFN-y weiter steigern lie. Aufgrund der
Tatsache, dass die Einflisse der verwendeten Zytokine auf die Expression der Rezeptoren
zwischen OA und RA zum Teil unterschiedlich ausfallen, l&sst sich ein komplexes
Zusammenspiel verschiedener Einflussfaktoren vermuten. Hierbei hat die Veradnderung eines
einzelnen Zytokins wahrscheinlich nur in Verbindung mit weiteren Unterschieden zwischen
den stimulierten Zellen einen Einfluss auf die Rezeptorexpression. Denkbar ist beispielsweise,
dass SF von OA- und RA-Patienten selbst unterschiedliche Substanzen sezernieren, die im
Sinne einer Autostimulation die Empféanglichkeit fiir die Stimulation ,,von auflen* variieren.
In friheren Studien bei RA-Patienten konnten bei verschiedenen Patienten stark
unterschiedliche Zytokinkonstellationen in der Synovialfliissigkeit festgestellt wurden %', was
auch eine Erklarung fur das unterschiedliche Expressionsmuster der Rezeptoren BAFF-R,
TACI und BCMA zwischen den einzelnen Patienten wére. Erwahnt werden muss an dieser
Stelle, dass die in der vorliegenden Arbeit flir die Stimulationen jeweils verwendeten
Konzentrationen bei 10 ng/ml lagen und somit héher waren als die in vivo gemessenen Werte.
Die fur TNF-a gemessenen Werte liegen in der Synovialfliissigkeit von RA-Patienten bei
etwa 94 pg/ml, bei OA-Patienten bei etwa 39 pg/ml ?*®. Die IL-1p-Konzentration in der
Synovialflissigkeit scheint zwischen den verschiedenen Patienten deutlich zu variieren.
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Wahrend eine neuere Studie bei RA Werte von ca. 9,26 pg/ml, bei OA von ca. 7,76 pg/ml
beschreibt %%, wurden in alteren Arbeiten zum Teil Werte von iiber 200 pg/ml beschrieben %
227 Die Konzentration von IFN-y in der Synovialfliissigkeit bei RA ist hingegen sehr gering
221 Dennoch bleibt festzuhalten, dass die eingesetzten Zytokine in den verwendeten

Konzentrationen einen Einfluss auf die Rezeptorexpression im BAFF-/APRIL-System haben.

4.2.2 Expression von BAFF-R, TACI und BCMA in Abhangigkeit der TLR-Liganden
CpG und Poly (I:C)
Wie eingangs bereits beschrieben, werden im Synovialgewebe von RA-Patienten
insbesondere die TLRs 2, 3, 4 und 7 vermehrt exprimiert * ** % AuRerdem wurden
inzwischen mehrere endogene TLR-Liganden wie Hitzeschockproteine, Fibrinogen,
Serumamyloid A oder Tenascin-C identifiziert, die Uber eine TLR-Aktivierung die
Inflammation und Knochendestruktion bei RA-Patienten fordern **. Auch das BAFF/APRIL-
System scheint durch TLR-Liganden beeinflusst zu werden. So konnte an
Speicheldrusenzellen bei Patienten mit SS durch Stimulation des TLR 3 mit Poly (I:C) eine
Steigerung der BAFF-Produktion festgestellt werden **°. Dariiber hinaus lieR sich an DCs
durch Stimulation mit CpG oder Poly (I:C) eine Steigerung der APRIL-Synthese nachweisen
232 Auch bei SF wurde durch Stimulation mit Poly (1:C) eine Steigerung der BAFF-Sekretion
sowie der BAFF- und APRIL-Expression auf der Zellmembran erreicht 8. Ob sich eine
Aktivierung der TLR auch auf die Rezeptoren des BAFF/APRIL-Systems auswirkt, wurde bei
SF bislang nicht untersucht.

In der vorliegenden Arbeit ergaben sich durch Stimulation mit Poly (1:C) sowohl bei OA als
auch bei RA keine Unterschiede bezuglich der Ausbildung der Rezeptoren im Vergleich zu
nicht stimulierten Zellen. Eine Behandlung mit CpG fiihrte bei OA zu einer Reduktion von
TACI und BCMA..

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen ist nach Stimulation von Dezidualzellen mit Poly (I:C)
eine deutliche Steigerung der Sekretion von I&slichem BAFF-R beschrieben worden 2. Bei
SF scheint eine Aktivierung des TLR 3 in Anbetracht der Ergebnisse hingegen keinen
Einfluss auf die Rezeptoren des BAFF/APRII-Systems zu haben.

Ahnliche Stimulationsversuche mit CpG wurden bislang hauptsachlich mit B-Zellen
durchgefihrt. Dabei wurde eine Steigerung der Expression von BAFF-R und TACI
beobachtet #**. Von anderen Autoren wurde lediglich eine Erhdhung von TACI

85



beschrieben 2*°

. Wiederum andere Untersuchungen mit B-Zellen zeigten zusétzlich zu einer
Erhéhung von TACI eine verstérkte Expression von BCMA bei gleichzeitigem Riickgang von
BAFF-R ¥ %% | etztgenannte Veranderungen begannen dabei jedoch erst ab einer
Inkubationszeit von mindestens 72 Stunden und waren erst spater deutlich ausgepragt .
Gemeinsam ist den genannten Arbeiten also eine Erhéhung der TACI-Expression nach
Stimulation mit CpG, die auch in der vorliegenden Arbeit bei RA-SF beobachtet werden
konnte. Auffallig an den Ergebnissen dieser Arbeit sind die unterschiedlichen Auswirkungen
der Stimulation mit CpG auf SF von OA und RA. Bekannt ist, dass die Expression
bestimmter TLRs wie TLR 2, 3 oder 4 auf SF von RA-Patienten hoher ist als auf solchen von
OA-Patienten *® %, Dadurch lassen sich unterschiedliche Wirkungen von TLR-Liganden auf
OA und RA erklaren. In SF wurde inzwischen die mRNA-Expression mehrerer TLRs
nachgewiesen. So wird auf SF neben den TLRs 1-6 in geringerem Male auch der TLR 9
exprimiert ® 27 22 _Durch eine Stimulation mit CpG, einem Liganden des TLR 9 *, lieBen
sich SF jedoch nur unzureichend aktivieren, was die Autoren sich mit einer zu geringen
Expression des Rezeptors erklaren 27 2%, In Anbetracht der Ergebnisse in dieser Arbeit ist
dies jedoch berraschend. Es stellt sich daher die Frage, ob eine CpG-Wirkung auch uber
einen TLR 9-unabhéngigen Signalweg denkbar wére. Einen mdglichen Erklarungsansatz
liefert eine Arbeit aus dem Jahr 2007, in der gezeigt werden konnte, dass CpG in
dendritischen Zellen unabhangig von TLR 9 uber eine Aktivierung des Proteinkinase-
Rezeptors (PKR) eine Steigerung der APRIL-Produktion bewirken kann . Die TACI-
Expression erfolgt in B-Zellen abhéngig von einer Aktivierung des ERK1/2 (extracellular

signal-regulated kinsase)-Signalwegs %,

4.2.3 Expression der Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA nach Stimulation mit
PMA

PMA ist ein guter Aktivator der Proteinkinase C (PKR), die bei vielen Rezeptoren nach deren

Aktivierung eine wichtige Rolle bei der weiteren Signaltransduktion spielt ?*°. Mit PMA

F 236

stimulierte B-Zellen zeigten eine gesteigerte Sekretion von BAF sowie eine

21 |m Rahmen einer anderen Studie wurde nach

Hochregulation der TACI-Expression
Stimulation mit PMA auf Makrophagen BAFF-R, TACI und BCMA nachgewiesen **°. Bei
SF kommt es als Folge der genannten Stimulation unter anderem zu einer Steigerung der
Produktion von Kollagenasen 2**. In der vorliegenden Arbeit wurde geklart, wie sich PMA bei

SF auf die Expression der Rezeptoren des BAFF/APRIL-Systems auswirkt.
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Die Stimulation mit 10 ng/ml PMA iiber 72 Stunden fiihrte bei OA-SF zu keiner Anderung
der Rezeptor-Expression. Bei RA-SF kam es zu einem weiteren Rickgang der BAFF-R-

Expression.

In Anbetracht der Ergebnisse der oben genannten Studie mit Makrophagen %*° sowie aufgrund
der Uberlegungen des vorigen Versuchs, wire bei einer moglichen Aktivierung des PKR
durch CpG auch nach Aktivierung der PKC durch PMA eine Steigerung der TACI-
Expression zu erwarten gewesen. Es ist daher zu vermuten, dass CpG doch tber TLR 9 und
nicht ber den PKR wirkt.

4.2.4 Expression der Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA nach Stimulation mit
BAFF

Wie bereits beschrieben sind SF an der BAFF-Produktion im Synovialgewebe beteiligt. Diese

Synthese kann aufierdem in Anwesenheit der proinflammatorischer Zytokine TNF-a und IFN-

29 In den ersten Versuchen dieser Arbeit konnten auf SF

y weiter gesteigert werden
insbesondere die Rezeptoren TACI und BCMA nachgewiesen werden, womit diese
grundsatzlich durch BAFF beeinflusst werden konnen. In einem weiteren Versuch sollte

daher geklart werden, ob BAFF selbst die Expressionsrate seiner Rezeptoren regulieren kann.

Nach Inkubation von OA- und RA-SF mit 1 ng/ml BAFF ber 72 Stunden liel sich in der
FACS-Analyse bei OA eine Zunahme der BAFF-R- und TACI-Expression feststellen. Bei RA
konnte man lediglich eine nominale Steigerung feststellen. BCMA blieb von der Stimulation

in beiden Fallen unbeeinflusst.

Im Gegensatz dazu, zeigt eine andere Studie mit B-Zellen eine Reduktion des nachweisbaren
BAFF-R bei erhohtem BAFF, was jedoch nicht durch Regulation der Transkription erklart
wird. Die Autoren vermuten, dass Uber langere Zeit erhOhte BAFF-Spiegel zu einer
verstarkten TACI-Expression auf peripheren B-Zellen fiihren %*2, was in dieser Arbeit fiir SF

bestéatigt wurde.

Bekannt ist, dass BAFF-R selektiv durch BAFF aktiviert wird *° ' TACI gleichermafen
BAFF und APRIL bindet *** ' und BCMA eine vielfach hohere Affinitat zu APRIL besitzt
als zu BAFF . Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen also nahe, dass BAFF auf SF
insbesondere die Expression der beiden Rezeptoren induziert, an die es selbst bevorzugt
bindet. Uber die genauen Signalwege beziiglich der Regulation der TACI- und BCMA-
Expression ist bislang nur wenig bekannt. In B-Zellen von RA-Patienten konnte jedoch

gezeigt werden, dass die Expression des BAFF-R abhangig vom NF-kB-Signalweg ist .
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Des Weiteren ist bekannt, dass tGber den BAFF-R weitergeleitete Signale zu einer Aktivierung
des klassischen und alternativen NF-kB-Signalwegs filhren ***. Auch TACI und BCMA

245

kénnen den klassischen NF- «kB-Signalweg aktivieren . Somit ware eine verstarkte

Ausbildung des BAFF-R im Sinne einer Autostimulation denkbar.

4.3 Untersuchung des Einflusses von BAFF auf die Apoptoserate synovialer

Fibroblasten

4.3.1 Steigerung der Apoptoserate unter Verwendung eines BAFF-Standards

Bei der Untersuchung des Einflusses von BAFF auf das Uberleben von SF konnte man
uberraschenderweise nach der Stimulation bereits unter dem Lichtmikroskop eine Ablésung
der eigentlich adhérenten Zellen von der Zellkulturflasche beobachten. In der FACS-Analyse
zeigte sich eine deutliche Zunahme der Zahl apoptotischer Zellen bei allen eingesetzten
Konzentrationen. Bei drei der untersuchten OA-Patienten waren bei tendenziell niedrigeren
Konzentrationen sogar tber 80 % der Zellen apoptotisch. Unterschiede zwischen OA und RA
zeigten sich am ehesten bezlglich des Stadiums der Apoptose. Wahrend sich unter den
frihapoptotischen Zellen mehr RA-SF als OA-SF fanden, verhielt sich dies unter den
spatapoptotischen Zellen umgekehrt. Gegen eine unspezifische lytische Wirkung durch bisher
unbekannte Bestandteile des BAFF-Standards spricht eine Betrachtung der rein nekrotischen
Zellen, deren Zahl sich durch die Stimulation nicht erhdhte.

Klassischerweise kann Apoptose Uber zwei verschiedene Wege aktiviert werden, die jedoch
zum Teil miteinander in Verbindung stehen. Der extrinsische Signalweg wird Uber so

246 Beim

genannte Todesrezeptoren vermittelt, die zur TNF-Superfamilie gehdren
intrinsischen Signalweg werden aus dem Mitochondrium proapoptotische Proteine wie
Cytochrom C freigesetzt. Dies wird beispielsweise durch Uberwiegen der proapoptotischen
gegeniiber den antiapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Familie ausgelést **°. Fiir B-Zellen
und B-Zell-Lymphome konnte gezeigt werden, dass BAFF antiapoptotische Mitglieder der
Bcl-2-Familie wie Bcl-2, Bcl-xL und Mcl-1 hochreguliert und den Anteil der

247 248 249 250 Die in der

proapoptotischen Mitglieder wie Bax, Bmf oder Bim senkt
vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnisse weisen jedoch auf einen gegenteiligen Effekt
hin, wobei der genaue Mechanismus noch unklar ist. Ob hierfir dieselben Signalwege in
Frage kommen wie fiir die anti-apoptotische Wirkung, muss durch zukiinftige Studien

erforscht werden.
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Weiter oben wurde in der vorliegenden Arbeit bereits der Nachweis der Rezeptoren BAFF-R,
TACI und BCMA auf SF beschrieben, wobei die Expressionsrate von TACI und BCMA sich
zwischen OA und RA unterscheidet. Die unterschiedliche Verteilung von OA- und RA-SF in
Frih- und Spéatapoptose konnte daher, unter Annahme eines spezifisch durch BAFF
hervorgerufenen Effekts, auf einen unterschiedlichen Rezeptorstatus zwischen OA und RA

zurtickzufiihren sein.

4.3.2 Versuch der Antagonisierung des BAFF-Standards durch Blockade der
Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA

Als nédchstes sollte geklart werden, ob die apoptoseférdernde Wirkung des BAFF-Standards

auf die Aktivierung eines der Rezeptoren des BAFF/APRIL-Systems zuriickzufthren ist.

BAFF-R fordert unter anderem Gber PI3K- und NF-kB-abhangige Signalwege das Uberleben

von B-Zellen ?**. BCMA ist fiir das Uberleben von Plasmazellen wichtig und fordert die

Expression des antiapoptotischen Mcl-1 2. TACI scheint einigen &lteren Arbeiten zufolge

147 148

eher eine das B-Zell-Uberleben negativ regulierende Funktion zu haben und kommt

daher zur Erkl&rung der beobachteten Apoptosesteigerung bei SF am ehesten in Betracht.

Fir den Versuch wurden erneut SF von OA- und RA-Patienten Uber 48 Stunden mit
verschiedenen Konzentrationen des BAFF-Standards stimuliert, wobei durch vorherige
Zugabe eines entsprechenden Antikdrpers jeweils die Aktivierung von BAFF-R, TACI oder
BCMA blockiert wurde. Als Negativkontrolle diente ein Isotyp, als Positivkontrolle ein

Antikdrper gegen losliches BAFF.

Bei OA und RA stieg die Apoptoserate dabei konzentrationsabhangig an und war bei beiden
Patientengruppen bei der maximalen Konzentration von 5 ng/ml am stérksten erhoht, weshalb
sich die folgenden Ausfiihrungen auf diese Konzentration beziehen. Die Steigerung liel? sich
dabei auch unter Blockade der einzelnen Rezeptoren beobachten. Bei ausschlieRlicher
Betrachtung der mit 5 ng/ml BAFF behandelten Proben, konnte die Apoptoserate im
Vergleich zum Isotyp durch keinen der eingesetzten Antikorper signifikant reduziert werden.
Zu erwahnen ist jedoch, dass beispielsweise bei OA-Patienten alle Einzelwerte nach
Behandlung mit anti-BAFF-R geringer waren als die der Isotyp Kontrolle. Méglicherweise
zeigen sich daher in zuklnftigen Versuchen mit grofReren Stichproben signifikante

Ergebnisse.

Bei Einsatz eines gegen losliches BAFF gerichteten Antikorpers war die Apoptoserate weder

bei OA noch bei RA signifikant gesteigert, was trotz der nur eingeschrankten Hemmbarkeit
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durch die anderen Antikoérper auf eine spezifisch durch BAFF hervorgerufene Wirkung
hinweist. Denkbar wére daher auch die Beteiligung eines weiteren, bislang nicht
identifizierten BAFF-Rezeptors auf SF. So wurde BAFF inzwischen beispielsweise auch als
Ligand des Nogo-66-Rezeptors beschrieben **°. Dariiber hinaus lieBen sich bei OA-Patienten
auch durch Behandlungen mit den Antikérpern gegen BAFF-R und TACI, bei RA durch
Behandlung mit einem Antikorper gegen BAFF-R keine signifikanten Steigerungen der
Apoptose nach Stimulation mit 5 ng/ml BAFF mehr feststellen.

4.3.3 Untersuchung der Wirkung von rekombinantem BAFF auf die Apoptoserate
synovialer Fibroblasten

Unter Verwendung eines flr Zellkulturen hergestellten rekombinanten BAFF konnte bei OA-

Patienten keine wesentliche Steigerung der Zahl apoptotischer Zellen mehr festgestellt

werden. Bei RA-Patienten war hingegen eine diskrete Steigerung um 2,7 Prozentpunkte

vorhanden.

Es lasst sich also zusammenfassen, dass der BAFF-Standard bei OA- und RA-SF eine
deutliche Steigerung der Apoptoserate induziert, wahrend rekombinantes BAFF bei RA-SF
eine vielfach geringere und bei OA-SF keine Apoptosesteigerung bewirkt. Versuche, die

Auswirkungen der Stimulationen zu inhibieren waren erfolglos.

Die oben beschriebenen unterschiedlichen Effekte zwischen rekombinantem BAFF und
BAFF-Standard legen Unterschiede in der Zusammensetzung der beiden Substanzen nahe. So
sind in dem fir die Versuche verwendeten BAFF-Standard weitere Substanzen wie
Konservierungsmittel und ein Protein-basierter Puffer enthalten 2*°. AuRerdem ist bekannt,
dass TACI eine hohe Affinitat zu BAFF 60-meren zeigt und nur unzureichend durch Trimere,
die die hauptsachlich auftretende Form von BAFF darstellen, aktiviert werden kann %
Prinzipiell wére also auch denkbar, dass das im BAFF-Standard enthaltene Zytokin aufgrund
eines daftr forderlichen Milieus vorwiegend als hohergradiges Multimer vorliegt, im

rekombinanten BAFF jedoch nicht.

4.3.4 Unterschiedliche Zusammensetzung von BAFF-Standard und rekombinantem
BAFF

Um auch Multimere detektieren zu kénnen wurde eine Coomassie-Farbung nach nativer

PAGE durchgefihrt. Es fiel auf, dass sich im BAFF-Standard in hoher Konzentration Proteine

verschiedener GroRRe fanden. Diese lielen sich auch beim rekombinanten BAFF feststellen,

jedoch in deutlich geringeren Mengen.
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Laut Angabe des Herstellers wurde dem rekombinanten BAFF als Trégerprotein BSA
beigefiigt >°%. Daher sollte in einem weiteren Versuch iiberpriift werden, ob eine oder mehrere
der im Vorversuch festgestellten Banden durch das beigefligte BSA entstehen. Dabei zeigte
sich, dass alle Banden, die beim BAFF-Standard und beim rekombinanten BAFF bemerkt
wurden auch durch Auftrennung von BSA ohne weitere Zusatze entstehen. Somit lieR sich
keine der Banden als BAFF identifizieren. Die wahrscheinlichste Erklarung daflr ist, dass in
den beiden BAFF-haltigen Substanzen BSA in einer vielfach groReren Menge vorliegt als
BAFF und dieses somit aufgrund einer zu geringen Sensitivitdt der Methode in den Gelen

nicht sichtbar wurde.

Daher sollte in einem weiteren Schritt versucht werden, nach der Durchfiihrung einer nativen
PAGE wie im vorherigen Versuch, BAFF im Western Blot nachzuweisen. Hierbei gelang der
Nachweis jedoch nur beim rekombinanten BAFF. Dort zeigten sich eine erste Bande bei etwa
70 kDa sowie weitere Banden mit gré3eren Molekilen. GemalR der Herstellerangabe soll sich
das rekombinante BAFF in der SDS-PAGE bei 22-29 kDa zeigen 2°%. Somit konnte das
rekombinante BAFF vorwiegend in seiner auch physiologisch vorkommenden Form als
Trimer vorliegen '®. Der Nachweis gréRerer Molekiile legt nahe, dass es sich auch zu noch
grolReren Multimeren zusammenlagern kann. In einem weiteren Versuch sollten die Proteine
der beiden BAFF-L6sungen zunédchst mittels SDS-PAGE aufgetrennt und somit eventuell
vorhandene Multimere aufgeldst werden. Im Anschluss sollte im Western Blot wieder BAFF
detektiert werden. Auch hier lieen sich beim rekombinanten BAFF mehrere Banden
erkennen. Neben Banden im Bereich von 28 bis 33 kDa fanden sich weitere deutliche Banden
etwa bei 65 und 100 kDa, die trotz der Denaturierung als Multimere gedeutet werden kdnnen.

Beim BAFF-Standard war nur eine Bande bei etwa 26 kDa zu erkennen.

Die Molekiilmasse von physiologisch vorkommendem BAFF liegt bei 31,223 kDA als
Monomer %*. Fiir das rekombinante BAFF wird eine erwartete Molekiilmasse von 19,6 kDa
angegeben, die Banden in der SDS-PAGE sollen laut Hersteller zwischen 22 und 29 kDa
liegen %3. Sowohl beim BAFF-Standard, als auch beim rekombinanten BAFF konnten somit
Banden in diesem Bereich detektiert werden. Offensichtlich unterscheiden sich jedoch die
MolekilgroRen zwischen den beiden BAFF-Formen. Multimere konnten dariiber hinaus nur
beim rekombinanten BAFF, nicht jedoch beim Standard nachgewiesen werden. Denkbar ist,
dass der BAFF-Standard in einer trunkierten Version vorliegt, die sich nicht zu Multimeren
zusammenlagern kann. Dies kdnnte auch die Ursache fur den unterschiedlichen Effekt der

beiden Substanzen auf die Apoptose darstellen. So ist moglicherweise monomeres BAFF
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ursachlich fir die Induktion der Apoptose, wahrend multimere Formen diese weniger stark

auslosen kénnen.

Laut Angabe des Herstellers sind im Standard neben BSA auch Konservierungsmittel
enthalten *°. In Anbetracht der Tatsache, dass im Standard noch weitere Substanzen als
BAFF enthalten sind, ist nicht auszuschlieRen, dass eine dieser Substanzen fur die Auslésung
der Apoptose bei synovialen Fibroblasten verantwortlich ist. Der Hersteller macht hierzu

keine genaueren Angaben.

Ein weiterer Erklarungsansatz ist, dass BAFF im Standard in einer die Rezeptoren nicht
aktivierenden Form vorliegt, die Rezeptoren durch Bindung jedoch blockieren kann.
Maglicherweise sind SF zum Uberleben auf das Vorliegen von membranstandigem oder
l6slichem BAFF der benachbarten SF angewiesen, das jedoch aufgrund einer Blockade durch
den BAFF-Standard nicht binden kann. Dies koénnte auch erklaren, weshalb sich die Wirkung
des BAFF-Standards nicht entscheidend durch die Zugabe ebenfalls inhibitorischer
Antikorper gegen die Rezeptoren reduzieren lieR. Rekombinantes BAFF hingegen aktiviert

maoglicherweise teilweise die Rezeptoren und verhindert somit eine GibermaRige Apoptose.

Die Mehrzahl der Arbeiten, die sich mit dem Einfluss von BAFF auf die Apoptose bei B-
Zellen beschaftigten, verwendeten ein rekombinantes BAFF mit den Aminosauren 83-285 2°°
27 In einer weiteren Untersuchung wurde daneben die auch von R&D angebotene Sequenz
mit den Aminosduren 134-285 verwendet % %% Welche Form im BAFF-Standard zum
Einsatz kommt wird vom Hersteller nicht angegeben 2*°. In den durchgefiihrten Versuchen
konnte jedoch gezeigt werden, dass sich die GroRe der BAFF-Molekile zwischen Standard
und rekombinanter Form voneinander unterscheiden. Es ist daher nicht auszuschlieRen, dass
diese Unterschiede auch Auswirkungen auf die Affinitdt der Molekile zu den Rezeptoren
BAFF-R, TACI und BCMA haben. Mehrere Studien haben bereits gezeigt, dass TACI sich

eher negativ auf das Uberleben von B-Zellen auswirkt 47 148 213

, weshalb dieser Rezeptor fir
die hier nachgewiesene Apoptosesteigerung auf SF am ehesten in Betracht gezogen werden
sollte. Fur B-Zellen wurde in mehreren Studien bereits eine das Uberleben fordernde Wirkung
von BAFF nachgewiesen. In zwei Arbeiten konnte beispielsweise unter Verwendung von 2
ug/ml rekombinanten BAFFs die Apoptoserate von Splenozyten reduziert werden 2°¢ %8, |n
einer weiteren Studie konnte die Apoptoserate Antikdrper-produzierender B-Zellen durch
Einsatz von 2,5 pg/ml BAFF reduziert werden, was wahrscheinlich durch BCMA vermittelt
wurde 2. Auch in einer Arbeit, in der die protektive BAFF-Wirkung auf peritoneale B-Zellen

gezeigt wurde, kam eine Konzentration von 100 ng/ml zum Einsatz %*’. Gemeinsam ist den
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vorgestellten Untersuchungen also eine vielfach hohere BAFF-Konzentration, als die in der
vorliegenden Arbeit verwendete Konzentration von maximal 5 ng/ml beim BAFF-Standard.
Im Serum von RA-Patienten wurden Spiegel zwischen etwa 3 und 15 ng/ml festgestellt 7% 1,
Bekanntermallen verfligt BAFF Uber eine wesentlich héhere Affinitat zu TACI als zu BCMA
102 Moglicherweise tberwiegen daher bei niedrigeren Konzentrationen zunichst TACI-
vermittelte Wirkungen, wéhrend bei hoheren Konzentrationen die Folgen der BCMA-

Aktivierung deutlich werden.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte auf SF von OA- und RA-Patienten erstmals TACI
nachgewiesen werden. Des Weiteren konnten Ergebnisse, denen zufolge RA-SF BCMA
exprimieren bestatigt werden und dieses auRerdem erstmals auch auf OA-SF detektiert
werden. Beide Rezeptoren kamen dabei signifikant haufiger auf SF von RA-Patienten vor.
Auf Zellen einzelner Patienten konnte in der Immunhistochemie aulerdem BAFF-R markiert
werden. Mit Hilfe einer Reihe von Stimulationsversuchen konnten dartber hinaus mehrere die
Expression der Rezeptoren beeinflussende Substanzen identifiziert werden. So stellte sich
BAFF als ein Zytokin heraus, dass die BAFF-R Expression zumindest auf OA Fibroblasten
hochregulierte. Eine Steigerung der TACI-Expression gelang bei RA-Patienten durch
Stimulation mit IL-1, TNF-a, tendenziell durch CpG sowie insbesondere bei OA durch
BAFF. Nach Stimulation mit CpG konnte bei OA die TACI-Expression hingegen verringert
werden. Als positive Regulatoren fir BCMA lieRen sich IL-1 und IFN-y identifizieren. Vor
allem bei OA wirkte sich CpG hingegen negativ auf die BCMA-Expression aus.

Aullerdem konnte gezeigt werden, dass sich BAFF entgegen der Erwartungen bei SF eher
negativ auf das Uberleben der Zellen auswirkt. Die Versuche, diese Wirkung durch
Hemmung der bekannten Rezeptoren BAFF-R, TACI und BCMA aufzuheben blieben jedoch
erfolglos. Des Weiteren ergaben sich Hinweise darauf, dass diese Wirkungen moéglicherweise
mit GroRe und Art des verwendeten BAFFs zusammenhéngen.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

ACPA
ACR
ANOVA
AP
APRIL
BAFF
BAFF-R
Bcl-2
BCMA
bFGF
BLyS
BMI
BSG
CAML
CD

CpG
CRD
CRP
CXCL16
DAMP
DAPI
Erk
EULAR
FACS
FITC
FLIP
FSC
GM-CSF
HCV
HIV
HLA
HRP
IFN
IKK

IL

JNK

Antikdrper gegen zitrullinierte Proteine
American College of Rheumatology
analysis of variance

activator protein

a proliferation-inducing ligand

B-cell activating factor of the TNF-family
B-cell activating factor of the TNF-family-Rezeptor
B-cell lymphoma 2

B-cell maturation antigen

basic fibroblast growth factor
B-lymphocyte stimulator
Body-Mass-Index
Blutsenkungsgeschwindigkeit
calcium-modulator and cyclophilin ligand
cluster of differentiation

CG-reiche DNA-Abschnitte
Cystein-reiche Doméne

C-reaktives Protein

chemokine (C-X-C motif) ligand 16
damage-associated molecular pattern

4’ 6-Diamidin-2-phenylindol

extracellular signal-regulated kinase
European League Against Rheumatism
fluorescence-activated cell sorting
Fluoresceinisothiocyanat
FLICE-inhibitory protein
Vorwartsstreulicht
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Hepatitis C-Virus

human immunodeficiency virus

human leukocyte antigen
Meerrettichperoxidase

Interferon

IxB-Kinase

Interleukin

c-jun-N-terminal-kinase
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LPS
MAP
MCP
M-CSF
MHC
MIP
MMP
NFkB

OA
PAGE
PAMP
PE

Pl
PMA
PTEN
PTPN22
PVDF
RA
RANKL
RANTES
RF

RSV
SDF
SDS
SF
SLE
SSC
STAT4
Sumo-1
TACI

TALL-1
TBS
TEMED
TEP
TGF

Lipopolysaccharid

Mitogen-aktiviertes Protein

monocyte chemoattractant protein

macrophage colony-stimulating factor

major histocompatibility complex

macrophage inflammatory protein
Matrix-Metalloproteinase

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
Nogo-66-Rezeptor

Osteoarthrose

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
pathogen-associated molecular pattern
Phycoerythrin

Propidiumiodid

Phorbolmyristatacetat

phosphatase and tensin homolog

protein tyrosine phosphatase, hon-receptor type 22
Polyvinylidenfluorid

Rheumatoide Arthritis

receptor activator of NF-kB ligand

regulated on activation, normal T cell expressed and secreted
Rheumafaktor

respiratoy syncytial virus

stromal cell-derived factor

Natriumdodecylsulfat

Synoviale Fibroblasten

Systemischer Lupus erythematodes
Seitwaértsstreulicht

Signal transducer and activator of transcription 4

small ubiquitin-related modifier 1

Transmembrane Activator and Calcium signal modulating cyclophilin ligand

Interactor

TNF- and ApoL-related leukocyte-expressed ligand 1
Tris-buffered saline

Tetramethylethylendiamin

Totale Endoprothese

transforming growth factor
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THD
TLR
TNF
TWEAK
VCAM
VEGF

TNF homology domain
Toll-like-Rezeptor
Tumornekrosefaktor

TNF-like weak inducer of apoptosis
vascular cell adhesion molecule

vascular endothelial growth factor
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